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Porfyriny
c -

Poruchy metabolismu porfyrinu:
e Ziskané (napf. pfi otravé olovem)
e S dédicnym 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 — aminolevulove -
popsano osm variat

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

Porfyrie - defekt tvorby kteréhokoliv enzymu syntézy porfyrinu za
stupnem ALA

- vysoka koncentrace ALA typicka




Porfyriny — biosyntéza
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Porfyrie:
S

e charakterizovany hromadénim porfyrinu nebo jejich
prekurzoru v nékterych tkanich

e zvysenou hladinou v plasme Ci v erytrocytech

e zvySenym vyluCovanim porfyrinu nebo jejich
prekurzoru stolici nebo moci

Klinické priznaky:

e Kozni, fotosenzitivita — absorpce svétla v oblasti 400
nm, volne radikaly poskodi kozni bunky

e Akutni bolest v brise a neurologicke priznaky




Porfyrie - koncentrace porfyrinii zvy$ena
- v erytrocytech
- v jatrech

Symptomaticka jaterni porfyrie ( Porfyria cutanea tarda)
e nejCastegjSi, patfi mezi jaterni porfyrie (poSkozeni jater)
e pii nedostatku uroporfirogen dekarboxylasy. Objevuje se
vV pozdejSim veku.
Akutni intermitentni porfyrie — porucha premeny porfobilinogenu a

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

Cela fada dalSich typu porfyrii
RozliSeni typu - analyza porfyrinu nej¢astéji v moci
- zfidka v plasme, erytrocytech a stolici
- analyza enzymi - vyjimecné, v CR se provadi ve
VFN Praha (dehydrataza 5-aminolevulatu)




Stanoveni celkovych porfyrinu:
e V okyselené moci (kys. sirova)

e Spektrofotometricka krivka v oblasti 350-450 nm — max. 400
nm (charakteristické absorb¢ni spektrum — Soretlv pas)

e P¥i vétSim podilu uroporfyrinu 405 nm
e Material nutno chranit pred svetlem
e Fyziologické rozmezi je do 144 ug/l

Stanoveni jednotlivych porfyrinu:
e V okyselené moCi metodou HPLC na reverzni fazi s pouzitim
fluorescencéniho detektoru (fosf. pufr, metanol)
e Material — sbirana mocC za 24 hod konzervovana Na,CO,
Nutno chranit pred svetlem

e Referencni rozmezi
Uroporfyrin : do 0,050 pmol /24 hod
Koproporfyrin : do 0,280 umol/ 24 hod
Heptaporfyrin : do 0,014 pmol/ 24 hod
Hexaporfyrin : do 0,006 pmol/ 24 hod
Pentaporfyrin : do 0,005 pmol/ 24 hod




Stanoveni celkovych porfyrinu

Soretdv pas Q-pdsy
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Chromatogram s piky jednotlivych porfyrinu
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Stanoveni porfyrinu a jejich prekursoru

Kvantitativni stanoveni

Stanoveni porfobilinogenu (PBG) v mocéi - spektrofotometricky:

e Reakce porfobilinogenu v kyselém prostredi s
p-dimetylaminobenzaldehydem

e Vznik Cerveného kondenzacniho produktu

e Referencni rozmezi: do 36 umol/l

Stanoveni 5-aminolevulatu v moci - HPLC:

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

e Stanoveni HPLC metodou s fluorescen¢nim detektorem
e Referencni rozmezi: do 20 umol/l




Porfyrie - kazuistika
c

Anamnéza

Pacient byl pfijat pro podezreni na porfyrii (poruchu syntézy hemu).
Posledni dva roky se mu objevovaly pigmentove skvrny na rukou, byl
vysetren na kozni klinice, kde na zaklade kozni biopsie vzniklo podezreni
na porfyrii. Laboratorné mel pacient opakované pozitivni porfyriny v moci.
Za hospitalizace byla provedena jaterni biopsie a laboratorni diagnostika
protilatek, pacient byl nadale sledovan ambulantne. Byla mu doporucena
abstinence a nevystavovat se pfimému slunci.




Porfyrie

Raok/MEsic veferencni intery:

SErumnm

(1,7-8,3 mmol/1) E

- Krea g2 (59-104 prnal/l) E
........... 9,7 (2,0-21,0 prmal/l)

........... 0,51 (0,17-0,85 pkat/!)

0,53 (0,17-0,85 pkat/) E

0,51 (0,13-1,02 pkat/) E

........... 0,81 (0,67-2,15 plat/])

dU-Koproporfyrin 0,108 0,200 {0-0,280 prnol/Z4k)
dU-Uroporfyrin 4,230 6,860 0,016 0,030 (0-0,050 prnol/z24h)
dU-Pentaporfyrin 0,120 0,150 0,057 (0-0,005 prnol/Z4h)
dU-Hexaporfyrin 0,070 0,090 158 (0-0,006 prmol/24b)
di-Heptaparfyrin 0,700 1,060 0,562 (0-0,01a prol/24h)

U-Porfobilinogen (0,04-36,00 pmol/)
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Porfyrie

Vysledky pacienta s porfyrii — porfyria cutanea tarda

Test Vysledek (umol/24
hod)
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: h\f"’ o ohgenital erythropoletic porphyria; f; feces—variegata porphyria; g urine—porphyria cutanea tarda;
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“Euuum-.. trda chromatographic conditions as described in the appendix on the Evolve site that accompanies
o " . .
?n.mlml‘:Pm Phyrin.l; 2, uroporphyrin-lll; 3, h.pmcarboxylﬂtl porphyrin-l. 4, heptacarboxylate porphyrin-ll; 5,

) 16, Pentacarboxylate porphyrin 7, :oproporph)‘f‘ﬂ'h 8, coproporphyrin-lil; 9, deuteroporphyrin-1X;
| pm-.gp,_,,.phm nIX; 12, hydro gyuocoproporphfflni 13, Isocoproporphyrin; 14, pemptoporphyrin-IX.

Ref. interval

0,0-0,014 umol/24 hod

0,0-0,006 umol/24 hod
0,0-0,005 umol/24 hod
0,0-0,050 umol/24 hod
0,0-0,280 umol/24 hod




Hemoglobin
c

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

Hemoglobin tvoren z hemu (protoporfyrin IX s navazanym Fe?*) a bilkoviny
globinu

Globin je tvofen 2 polypeptidickymi fetézci a a dvéma retézci 3
Molekula ve tvaru Ctyfstenu

Kazdy globinovy retézec je v jednom rohu, porfyrinove retezce jsou
umisteny v dutinach retézcu s atomem Fe uprostred

Molekula sestava ze ¢tyf hemu, obsahuje 4 atomy Fe
U dospélych - hemoglobin tvorfen z 96% HDbA (a 2 3 2)
Z 2-3% HbA2 (obsahuje dretézce aznaCisea 202)
Fetalni hemoglobin (HbF) dominuje ve fetalnim zivote
- Béhem prvniho roku zivota ditéte ubyva

- U dospélych asi 1%.

- Sklada se ze dvou a a dvou y fetézcl




Derivaty hemoglobinu

e Oxy-/deoxyhemoglobin — s navazanym O, nebo bez navazaneho O,
(zelezo ve formé Fe?*, v oxidované i neoxidované formé)

e Karbaminohemoglobin — fyziologicky komplex s oxidem uhliCitym

(CO, navazany pres -NH, konec 3 fetézce)

e Methemoglobin — vznika z hemoglobinu oxidaci zeleza na Fe3*

- Nemuze vazat kyslik, normalné konc. pod 1,5%

- Kongenitalni methemoglobinémie - udrzba Fe?* naruSena
nedostatkem NADH methemoglobin reduktazy (riziko
methemoglobinemie u déti pfi piti vody s obsahem dusi¢nanu)

- Metabolicka acidéza nebo koma - zvySeni konc. methemoglobinu

- Hladiny nad 70% mohou byt letalni
e Karbonylhemoglobin — vnika pfi otravach s CO reversibilni vazba CO,

ktery se na Fe?* vaze asi 200-300x pevngji nez O,) - hypoxie

e Sulfhemoglobin — Cyandéza (modravé az modrofialové zbarveni kuze a
sliznic, které se objevuje pfi nedostateCném okysliCeni krve) z toxickych
priCin: sulfonamidy, nitrity, nitroglycerin, acetanilid; neni znama léCba —
zabranéni intoxikaci, persistence po celou dobu zivota erytrocytl




Talasémie, Hemoglobinopatie
c

Hemoglobinopatie:

e Strukturalni abnormality jednoho Ci druhého globinového fetézce ( zaména
aminokyseliny v fetézci).
Vice nez 700 typu - vétSina se klinicky nemanifestuje
Vice nez 100 druh anemii ma nestabilni a ¢i [3 globinové fetézce — nestabilni
hemoglobinova hemolyticka anémie

e Srpkovita anémie - u homozygotu defekt tvaru erytrocytl, anémie, bolest
kloubU, infarkt riznych organua - S forma hemoglobinu ( zaména kys. glutamové

za valin)

Talasémie:

e Dedicné poruchy - zména poméru syntézy jednoho Ci druného globinového
fetézce

o -talasémie (Afrika, jihovychodni Asie) — redukce o fetézcu

B -talasémie (Stfedomofi, Indie, jizni Cina) — redukce 3 fetézcU
Mnozstvi variant, kombinace talasémii

Nékdy bez klinickych pfiznaku, jindy s vyraznou anémii




Stanoveni Hb a jeho derivatu
c

=  Spektrofotometrické méreni — tHb i jeho derivaty maji charakteristicka absorpcni
spektra ve viditelné oblasti zareni

= typicka vyrazna absorpcCni maxima v oblasti 400-430 nm
(Soretuv pas), dalSi absorpéni vrcholy jsou podstatné nizsi
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0

x>
ok

[

0,6 o0:
m:
Bl
[4]
Q
=
(o]
wn
0
©
I 0 : : : - .
404 :420 450 nm i vinovadelka : : 650 nm

1500 i540i555 578 1630

Prekreslil Petr Menzel, 2011.




Stanoveni hemoglobinu

e NejcCasteji v plné krvi

e Stopy v séru, plasmé, moci a stolici - na zakladé
pseudoperoxidazové aktivity - hem obsahujici Fe?* katalyzuje
oxidaci nekterych barviv benzidinoveho typu peroxidem vodiku

Stanoveni Hb v piné krvi s hexakyanozelezitanem (Drabkin) —

referencni metoda (dfive jako soucast stanoveni krevniho
obrazu,1966 mezinarodni standard, pomala a nesnadno se
automatizuje, toxicky odpad):

Hb se lyzaénim roztokem (hypotonicky pufr) uvolni z erytrocytu
Hb + Fe (CN) ¢ - MetHb + Fe (CN)*

Met Hb + CN- - MetHbCN

Vznik kyanidoveho komplexu, meri se fotometricky pri 540 nm




Stanoveni Hb v pIné krvi
. 0000000

e Soucast stanoveni krevniho obrazu (na hematologickych
automatech ):

- nejprve se pridavkem specialniho roztoku zlyzuiji
erytrocyty

- pak se prida transformacni roztok — vznika komplex lauryl
sulfat sodny — Hb (Sysmex) nebo imidazol — Hb.

- vznika opticky staly komplex barevny komplex — stanovi se
fotometricky

- metoda rychla, netoxicka, snadno se automatizuje, presne
meri i vzorky s obsahem methemoglobinu a kontrolni krve

e V biochemii jako souc¢ast ABR analyzatoru - méreni
absorpce svétla v plné krvi (vyuziti rozptylu svétla Cervenymi
Krvinkami - svetelnym zdrojem je laser




Referencni interval hemoglobinu
v plné Kkrvi

e M 130-175 g/

o7

120-165 g/




Stanoveni derivatu hemoglobinu
( v plné krvi)

e Provadi se na oximetrech -samostatne pristroje
- oximetricky modul soucast pristroju na ABR

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

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

e K methemoglobinu i sulfhemoglobinu jsou rovnez
popsany fotometrické metody







Stanoveni hemoglobinu
c -

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 chemicke analyzy mocCe s diagnostickymi
prouzky




Stanoveni volneho hemoglobinu
v plasmeé nebo séru

e Metoda pro zjisteni intravaskularni hemolyzy
e Hranice - nad 300 mg Hb/l patologicka

e Setrny odbé&r - nadobka s heparinatem litnym, stadet 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 Vvyuziva méfeni 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 elektroforeza

e Dnes dominuji molekularni techniky,
imunometody, HPLC, kapilarni elektroforeza
a MS




Bilirubin
<

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

e Referencni metoda: Doumas — Perry




Bilirubin
c

Linearni tetrapyrolove barvivo

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

Erytrocyty zanikaji a hemoglobin metabolizuje ve sleziné
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 vodeé rozpustnym

Konjugovany bilirubin vyluCovan zluCovymi cestami do tenkeho
streva.

Tam redukce na dalSi barevné produkty (urobilinogen,
sterkobilinogen)

Cést vstfebana zpét do jater - ¢ast vyluGovana moéi a stolici




Konverze hemu na biliverdin a
redukce biliverdinu na bilirubin
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Hemova skupina, bilirubin

bilirubin




Bilirubin- primy a neprimy

Primy - dava po pridani smesi diazocCinidel k séru
primo zbarveni

Primy odpovida bilirubinu konjugovanéemu - 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
(kofein, benzoat sodny)

Sérum nutno chranit pred primym svetlem — pokles




Referencni hodnoty
c -
e Bilirubin celkovy S/P:
dospeli do 20 umol/l
novorozenci 1den do 100 umol/
novorozenci 2dny do 120 umol/
novorozenci 3dny do 205 umol/
e Bilirubin pfimy S/P:
dospeli do 5 umol/l
U 0 arb. jednotek




Stanoveni bilirubinu - historie
c

Reakce bilirubinu s diazotovanou kyselinou
sulfanilovou — Ehrlich v r. 1883 - souCasne
metody z reakce vychazi




Stanoveni bilirubinu celkového a primého
s diazotovanou kyselinou sulfanilovou

Metoda Jendrassik — Grof ( r. 1938):

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

e Pridat diazotovanou kyselinu sulfanilovou (Cinidlo z dusitanu
sodneého a kyseliny sulfanilové)

e \/znik cervene 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 pfimeho bilirubinu reakci zastavit kyselinou
askorbovou




Kopulace bilirubinu s diazotovanou
kyselinou sulfanilovou - tvorba
azobilirubinu
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Stanoveni bilirubinu celkového s DPD

e Celkovy bilirubin v pritomnosti vhodného solubilizacniho
c¢inidla kopuluje s diazoniovymi ionty v silné kyselém
prostredi

e Rychla reakce dichlorofenyldiazonium tetrafluoroboratu
(DPD) s bilirubinem - tvorba azobilirubinu
Kyselina

Bilirubin + diazoniovy iont ---------- > azobilirubin

e Intenzita cerveného zabarveni je primo umeérna celkovému
bilirubinu a mize byt stanovena fotometricky

e V praxi nejrozsirenéjsi metoda
e Hemolyza rusi az od vysokych koncentraci hemoglobinu




Stanoveni bilirubinu

Enzymoveé stanoveni bilirubinu pres biliverdin:

e Oxidace bilirubinu kyslikem na zeleny biliverdin — s
bilirubinoxidasou

e Meri se pokles absorbance — 424 - 465 nm
e Béezne se nepouziva

Stanoveni bilirubinu primou spektrofotometrii u
novorozencu:

e Absorbance se meri pfi 454 nm

e Metoda nelze pouzit u starsich - pritomnost
karotenu a jinych pigmentu




Interpretace biochemickych nalezu
-

e Kamen zlucniku
e Jaterni selhani
e Virova hepatitida
e Alkoholismus

e Porfyrie str.43




