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Metabolizmus bilirubinu, ikterus

Praktikum — experimentalné navozeny obstrukcni ikterus
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Metabolizmus bilirubinu

Hepatocytes
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Historicke aspekty metabolizmu bilirubinu

1916 —van den Bergh
e 2 typy bilirubinu

1933 — Hans Fischer

e struktura bilirubinu

1956 — Edmund Talafant

* transformace bilirubinu v jatrech

1968 — Tenhunen

* hemoxygenaza

1987 — Stocker

e antioxidacni vlastnosti bilirubinu

= =
m e
O =



Syntéza hemu

Fe2+-binding elements — mRNA transcription Glycine ALA dehydrgenase
Porphobilinogen
/_ \ 2x
ax | P8 deaminase
v | Hydroxymethyl bilane
ALA synthetase v i
Succinyl CoA -Amino-levulinic ;&:p{;:;hm:;nnogen
’ acid (dJALA) l &
Uroporphyrinogen Il
UP W decamoxylase
co,
Protoporphyrinogen |l <4 Coproporphyrinogen Il

Protopomph yin- CP-lf oxidase

W oxidase

Protoporphyrin IX
A Heme » Hemoglobin
-y
Femochelatase
Globin chains
\ MITOCHONDRION / CYTOPLASM

* hl. lokalizace

* v kostni dreni — tvorba Hb - erytropoéza
 vjatrech - cytochrom P450 - metabolismus
|ékl a toxinU

e probiha z ¢asti v mitochondriich a z
casti v cytosolu — 8 reakci
 vychozi latkou je sukcinyl-CoA (z
citratového cyklu) a glycin
 rychlost limitujicim enzymem je ALA
syntetaza
 olovo (otrava olovem) inhibuje 3
enzymy syntézy hemu a vede
* k nedostatecné syntéze a tedy anémii
e kumulaci meziproduktt — toxické I
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Metabolizmus bilirubinu

bilirubin vznika degradaci hemu (80 % z hemoglobinu)
* myoglobin, cytochromy
intravaskularni hemolyza
» fyziologicky 10-20%
* haptoglobin, hemopexin
v retikuloendotelialnich burikach
* slezina, jatra

enzym hemoxygenaza
* mikrozomy, indukovan zvySenym hemem
* urcuje rychlost produkce bilirubinu
biliverdin
biliverdinreduktaza
e v cytosolu
takto vznikly bilirubin (=nekonjugovany, neprimy) neni
rozpustny ve vodé

v plazmé se vaze na albumin
* nedostava se do moci

Heme
NADPH + 0,
( CO +Fe’* + NADP

M M V

heme
oxygenase
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Biliverdin
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Bilirubin

biliverdin
reductase
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Metabolizmus bilirubinu

albumin
* dost vazebnych mist a velka afinita pro bilirubin - silna a slaba vazba
* (kompetice — léky, mastné kyseliny)
za normalnich podminek koncentrace bilirubinu v plazmé velmi nizka
* muze byt vytésnén nékterymi l[atkami (salicylaty, sulfonamidy)
» dulezité u kojencu
v jaternich kapilarach se oddéluje od albuminu a pomoci bilkovinného nosice se
dostava do hepatocytu

» velka kapacita
e vazba bilirubinu na transportni proteiny
* rychla glukuronizace a vylucovani do Zludi

podléha konjugaci — méni se na ve vodé rozpustnou slouceninu a mulze byt
vyloucen do Zluci
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Metabolizmus bilirubinu v hepatocytu

* v hepatocytu vazany na proteinyY a Z ”ﬁl IH Tl '”1 'iq—l
* enzym uridindifosfat-glukuronyl- transferaza o' N7 Y N7 e O et a7 Yo
(UDPGT1) W e

Bilirubin
2 molecules of
's UDP-glucuronate

* indukce fenobarbitalem
* metabolizmus nékterych 1ékd
* Uplna aktivace az po narozeni

* v endoplazmatickém retikulu konjugace bilirubinu NG

LM e - |
o [ R A 0 B 5 B,

L |4
Rl W 5}
|

s glukuronovou kyselinou za vzniku mono- a e :
diglukuronid( rH n_ G Comom
* konjugovany bilirubin (=pfimy) o L “J - {H /'| & ﬁl\ : ) "
e ve vodé rozpustny e L A L R
H H H_ H : H H H H
* vylouceni z bunky : ATP-dependentni Bilirubin diglucuronide
mnohodruhovy transportér aniontu S B
ropionate -CH,-CH,-COD

(cMOAT=MRP?2)
 vylucovani glukuronidu zluci je faktor omezujici

v

rychlost transportu bilirubinu z plazmy do Zluci
* proti konc. gradientu

Marcel Blanchaer, U. of Manitoba, Canada
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Metabolizmus bilirubinu

Bilirubin metabolism

 ZluCovymi cestami se bilirubin dostava do

o red blood cell
streva
* z Casti dekonjugace (B-glukuronidaza) a zpétna blood TS
resorpce — enterohepatalni obéh [m.,.exmhamm-nJ
v s . / oy . . ) bilirubin uptake
* cast nekonjugovaného bilirubinu v krvi — e [ *‘» ’
neprochazi pres glomerularni membranu /
« 7 &sti vylouéen stolici B
v 7 v \'4 v v ’ . . . 7 C\? .’
e Cast preménéna strevnimi bakteriemi na bezbarvé \ gt
.. ) (i)
urobilinogeny ' \‘ e
v s . v / . v v/ )
 (ast z nich se vstreba a je vylou¢ena modi, N
. . v 7 o fe v my "’—
* zbytek se oxiduje na hnédé urobiliny (zbarveni S et
stolice) - T
]
: (=)
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Alternativni drahy metabolizmu bilirubinu

* enzym bilirubinoxidaza
* u Clovéka maly vyznam
e peroralni podani enzymu?

e cytochrom P-448
* v jatrech nizka exprese
e zvysSeni u hyperbilirubinémie
* indukovatelné
* indol-3-karbinol

* prima sekrece
* nekonjugovany bilirubin
e 7 cévy pres sténu streva do GIT
e pasivni difuze
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lkterus

e Zluté zbarveni kUze a sliznic zplsobené zvySenym obsahem bilirubinu
v plazmeé

* normalni hodnota je do 17 umol/I

* subikterus
* malé zvyseni (35 - 40 umol/l), nemusi byt zfetelné

* hyperbilirubinemie = zvysena hladina bilirubinu v plazmé

* klinicky symptom, upozornuje na pritomnost jiného problému
* jatra, zluCoveé cesty, hemolyza

* muze mit protektivni ucinky
* vyznamné antioxidacni plsobeni
* snizené kardiovaskularni riziko

* u konjugované hyperbilirubinemie vyraznéjsi ikterus

* patofyziologické déleni
e pre- a postmikrozomalni
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Schéma klasifikace nejcastéjsich p

Nr\e

ricin ikteru

Typ ikteru

Ikterus
prehepatalni

Hemoglobin

!

Bilirubin

Pric¢ina

Hemolytické
anémie

Ikterus
hepatalni

Hepatocyt

~ —'“{:»‘t,‘w

¢ Konjugace

Intrahepatalni
Zlucové cesty

Gilbertiiv syndrom
Hepatitidy

- virové

- alkoholické

- polékové
Cirhozy

Ikterus
cholestaticky

Extrahepatalni
Zlucové cesty

Slinivka brisni

Primarni biliarni
cirhoza

Primarni skleroézujici
cholangitida
Polékova cholestaza
Metastazy do jater

Zluéové kameny

Zanéty Zlucovych cest
Nadory Zlucovych cest
Karcinom hlavy

pankreatu
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The causes of jaundice

Type Cause Clinical example Frequency
Prehepatic hemolysis autoimmune uncommon
abnormal hemoglobin depends on region
intrahepatic infection hepatitis A, B, C common/very common
chemical/drug acetaminophen common
alcohol common
genetic errors: bilirubin metabolism Gilbert's syndrome 1in 20
Crigler—Najjar syndrome very rare
Dubin—Johnson syndrome very rare
Rotor's syndrome very rare
genetic errors: specific proteins Wilson's disease 11in 200 000
o1 antitrypsin 1in 1000 with genotype
autoimmune chronic active hepatitis uncommon/ rare
neonatal physiologic very common
Posthepatic intrahepatic bile ducts drugs common
primary bilary cirrhosis uncommon
cholangitis common
extrahepatic bile ducts gall stones very common
pancreatic tumor uncommon
cholangiocarcinoma rare

© Fleshandbones.com Baynes: Medical Biochemistry
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Prehepatic (hemolytic) jaundice

nadmérné zatizeni jaterni bunky bilirubinem redblood el ?

zvysena nabidka
e zvyseny prisun do streva

blood [ unconjugated bilirubin )

vetsSinou nasledkem hemolyzy

* vrozené 7
7 7 ‘
e ziskané = i gut
. op o ’ ‘ (Oﬂ
* inkompatibilni transfuze ‘\‘
7 v s . s o . \
zvyseny nekonjugovany bilirubin kidney * -
Ve bnln " = =
vV moci urobilinogen urobitn
g :
bilirubin neni v moci 'v =
= R

hypercholicka stolice
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epatalni ikterus

zpusoben poruchou na Urovni jater

e porucha v metabolizmu bilirubinu
» vychytavani, konjugace a vylucovani z hepatocytu
* rozpad hepatocytl a uvolnéni bilirubinu do cirkulace

zvyseny bilirubin muaze byt konjugovany i nekonjugovany, zavisi na typu poruchy
v moci urobilinogen i bilirubin

jaterni poskozeni
* hepatitida, cirhdza, léky, chemikalie
deédicné hyperbilirubinemie
poskozeni jaterni architektury
* komunikace mezi jaternimi a zluCovymi kapilarami — bil. v modi

hypocholicka stolice
* nizsi produkce bilirubinu
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Dedicné hyperbilirubinemie

* konjugované
* Dubin-Johnsonlv syndrom
e Rotoruv syndrom

* nekonjugované
e Gilbertlv syndrom
 Crigler-Najjaruv syndrom
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Gilbertuv syndrom

* geneticky podminéné onemocnéni
* autozomalné recesivni

mirna chronicka nekonjugovana hyperbilirubinemie
* bez pritomnosti jaterniho onemocnéni ¢i hemolyzy

populacni frekvence 2 — 5%

mutace v promotoru genu pro UDPGT
* snizeni aktivity enzymu na cca. 30% normalni hodnoty

benigni, celozivotni hyperbilirubinémie
bilirubin do 100 pumol/I

e reakce na fenobarbital

ikterus Casto nevyrazny
* zhorseni pri stresu, hladovéni a fyzické namaze
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Crigler-Najjaruv syndrom

e tézka forma hereditarni
hyperbilirubinemie

e autozomalneé recesivni

* velmi vysoké hodnoty
nekonjugovaného bilirubinu v krvi

* je mozné prokazat nedostatek
UDPGT v jatrech

* Typ

* Typ

I
bilirubin > 350 pumol/I
v jatrech uplné chybi UDPGT

zpusoben mutaciv 1z 5 exonl genu pro
UDPGT

fototerapie, bez |éCby jadrovy ikterus
neni reakce na fenobarbital

1
bilirubin < 350 pumol/I

enzymu konjugujiciho bilirubin je méné
nez 10%

mutace v exonech genu pro UDPGT

rezidualni Cinnost enzymu vysvétluje
nizsi koncentraci bilirubinu nez u typu
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Gen pro UDPGT1

e chromozom 2

e exony 2 — 5 ve vsSech izoformach

* typ exonu 1 zodpovida za substratovou specifitu

UGT1A7

UGT146 UGT1AS

UGT144

UGT1A3 UGT1A2Z UGT1A1

UGT1A7
UGT1A6
UGT1AS
UGT1A4
UGT1A3

UGT1A2
UGT1A1
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Mutace v genu pro UDPGT1
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Familiarni konjugovane hyperbilirubinémie

e Dubin-Johnsonulv syndrom

* benigni familiarni prevazne
konjugovana hyperbilirubinémie

* autozomalné recesivni

* mutace v genu pro cMOAT
(=MRP2)

* v hepatocytech se uklada hnedé
barvivo

* Rotoruv syndrom

e podobny Dubin-Johnsonovu
syndromu

* hlavni rozdil — nepritomnost
hnédého barviva v hepatocytu

Mot

konjug. bilirukin
org. anionty
AEZ CITHCO;

TIucosey Bsep zoli ZIuc. kyzelin

pR1 Cytotox. kationty

MDRI - fosfolipidy

HEPATOCHT
= 7 =~

= =
m e
O =



Posthepatalni ikterus (cholestaticky)

 vysledek poruchy (Castecné nebo kompletni) vylucovani bilirubinu do streva po
jeho konjugaci v hepatocytech

— porucha odtoku zluci
- intrahepatalni — porucha uvnitr jater

- extrahepatalni — zablokovani zlucovodu
= ZluCové kameny, nador jater nebo zlucovych cest, zanéty zluCovych cest

 zvySeny konjugovany bilirubin
* pri uplné obstrukci v modi jen bilirubin

 acholicka stolice, urobilinogen neni v moci
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Novorozenecka hyperbilirubinemie

* fyziologicka novorozenecka zloutenka (icterus neonatorum)

zvyseny zanik erytrocytd

nedokonalé jaterni konjugacni a transportni systémy

zvysené vstrebavani bilirubinu a jeho snizena vazba na albumin
nekonjugovana hyperbilirubinemie

vrchol v prvnich 5 dnech, témér u poloviny novorozenc(

kernikterus (jadrovy ikterus)
e u déti predcasné narozenych, s hemolytickou nemoci a s novorozeneckou hepatitidou

vyrazné zvyseni koncentrace bilirubinu v krvi

e pronika pres hematoencefalickou bariéru — poskozeni bazalnich ganglii
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Bilirubin a CNS 2

Cytochrome P-450 enzymes
Bilirubin binding

Blood-cerebrospinal fluid

Blood-brain barrier
ABCC1

ABCB1

) -
Passive diffusion

i

[ Bilirubin-albumin =——————* Unbound bilirubin

[}
'
Modulated by: J Affected by:
Albumin concentration i Gestational age
Binding constants ky, ky, and ks Iliness
Competing compounds

Total serum bilirubin level
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Terapie ikteru

* fenobarbital
* indukce konjugacniho enzymu UDPGT

 fototerapie

* rozklad nekonjugovaného bilirubinu na
produkty rozpustné ve vodeée
(lumibilirubin)

* inhibice hemoxygenazy
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Fototerapie

Increasing skin transmittance

Spectrum of light

Blue most effective
(especially around
480-490 nm) 460-490 nm

L
380 430 580

480 530
Wavelength (nm)

£ N

Structural isomers Configurational isomers

HOOC

COOH

Z
A 2
4Z 15E-bilirubin

Bilirubin
HOOC . _COOH

’dzzé gzti
- H H H Ho

42 15Z-bilirubin

Z-lumirubin

"““---Bile

Bile, urine

102

Urine g Colorless oxidation products
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emoxygenaza — protektivni aspekty

1L-10 Aspirin  NO

® 2 |ZOfOrmy Rapa’lmvcmAICOhOl \ ‘/ il
+ indukovatelna HO-1 \\ b

e konstitutivni HO-2

e ZVySena exprese u
kardiovaskularnich a zanétlivych
onemocneni

Biliverdin co Fett

Slm\ astatin
Heat Shock
Protems
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Biologické ucinky CO

 kardiovaskularni systém
* inhibice agregace trombocytU
* relaxace hladké svaloviny

e zanét
e MIL-10
e J TNF-a a IL-1B

* ovlivnéni bunécné proliferace
e cykliny
* primy antiapoptoticky ucinek

* metabolizmus
e stimulace sekrece inzulinu

 kuraci
e vysSSi CO v krvi
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Protektivni ucinky biliverdinreduktazy

* lokalizace
e cytoplazma
* jadro
* transkrip¢ni faktor
 proteinkinazova aktivita
* intracelularni signalizace
* ovlivnéni exprese HO-1
* homeostaza glukozy
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Praktikum — cast |

e cilem praktika je
* vytvorit model obstrukcniho ikteru
e Castl
* sledovat zmeény metabolizmu bilirubinu
e castll
* prakticky postup — cast |
* anestezie
* laparotomie
e podvaz ductus choledochus
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Praktikum Il — prukaz ikteru

VYSLEDKY

(1) srovnani
koncentrace Bi a UBi v
moci mezi kontrolami

a pokusnymi zviraty

(2) srovnani
koncentrace Bi (celk.,
konj. a nekonj.)

v plazmé

(3) srovnani
hmotnosti jater

ANESTEZIE i.p.

~

podvaz d.
O choledochus

-

(1) inspekce klze - ikterus??
(2) stredni laparotomie
(3) punkce mocového méchyre - vysetfeni pfitomnosti
bilirubinu a urobilinogenu indikatorovymi papir
(4) srde¢ni punkce (heparin) - odbér krve na stanoveni koncentrace
bilirubinu v plazmé
(3) excize jater a zvazeni

= =
m e
O =



Praktikum Il - postup

e probiha tyden po podvazu ductus choledochus
 zvazeni potkana, narkoza

* pozorovani zmen v zabarveni zvirete

* laparotomie

e punkce mocového méchyre
* indikatorové papirky — vysetreni pritomnosti bilirubinu a urobilinogenu

* srdecCni punkce, odbér krve a jater
e stanoveni koncentrace bilirubinu v séru
e vazeni jater
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Stanoveni bilirubinu

* van den Berghova reakce

* reakce bilirubinu s kyselinou sulfanilovou — vznika azobarvivo — fotometrické
stanoveni

* konjugovany bilirubin reaguje rychle
* nekonjugovany pomalu
e urychleni metanolem, kofeinem

 uvolnuji bilirubin z vazby
* hodnota se ziska odectenim prfimého od celkového bilirubinu
* analyticka faze
* vzorek nesmi byt hemolyticky
e chranit pred svetlem
* zpracovat co nejdrive
* interference
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van den Berghova reakce

van den Bergh Method

Diazotized
Sulfanilic Acid
_—

1 min.

B Alcohol E
Total MINUS
Bilibrubin

ﬁ_m

—_ Direct Fraction

30 min.

Direct Fraction

Diazotized
Sulfanlllc Acid
_— >

Indirect Fraction
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