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Bilirubin, hemoglobin, porfyriny, VNM, HIOK,
leky

Ustav laboratorni mediciny a Ustav biochemie

Fakultni nemocnice Brno a LF MU
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Krevni barviva

porfyriny,
hemoglobin a jeho derivaty,

bilirubin




Porfyriny

— slouceniny odvozené od porfinu

— porfin: tetrapyrol se Ctyrmi 4 2
pyrrolovymi kruhy spojenymi
methylenovymi mustky

— vyznamna vlastnost je schopnost § o
vazby kovovych iontu
(metaloporfyriny)

— substituce perif. vodiku na uhliku 3
1-8 (methyl, vinyl, karboxyethyl, 6
karboxymethyl) 5 B 4
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Porfyriny

— dle usporadani substituentu
C1-8 7 2

— symetrickeé: porfyriny typu |

— asymetrické: porfyriny typu lll
(nejvyznamneéjsi — hem) S o
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Biosynteza hemu

— vznik:

erytrocytarni prekurzory (70-80%)
jatra (15%)

- cil:

erytrocyty (hemoglobin)

jatra (cytochromy)

ostatni bunky (katalazy,
peroxidasy — dychaci retézec)
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1. Syntéza kyseliny 5-aminolevulove (5-ALA)

— vznika kondenzaci glycinu se

sukcinyl-CoA a naslednou "\

dekarboxylaci intermediatu této

reakce O
_  katalyza: 5-ALA synthasa (ALAS), =~ « 1~ | T

vitamin B6 (PLP) * K’ " ’
— lokalizace: matrix mitochondrie \)J\ SCoA

— nejvyznamnéjSi regulacni bod syntézy
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2. Vznik porfobilinogenu (PBG) v

— 5-ALA prechazi do cytosolu, kondenzace OY\/\H/NHZ
za enzymaticke katalyzy je dalsim krokem L \
— katalyza: 5-ALA dehydratasa (ALAD),
Zn?*
— lokalizace: cytosol H0
— ireversibilni inhibice reakce vazbou Pb?* 0
iontu ve vazebnych mistech pro Zn?* N
: . N
— choroby: porfyrie z ALAD deficience, 0 \ NH,

otrava olovem ! H
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3. Vznik hydroxymethylbilanu

— kondenzace ctyr PBG

— katalyza: HMB-synthasa / PBG-
deaminasa

— lokalizace: cytosol
— uvolnéni 4 molekul amoniaku

— choroby: akutni intermitentni porfyrie
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4. Vznik uroporfyrinogenu lll

— cyklizace HMB

— katalyza: uroporfyrinogen lll synthasa
(UROS)

— lokalizace: cytosol
— uvolneni H,O

— choroby: kongenitalni erytropeticka
porfyrie
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5. Vznik koproporfyrinogenu lil

— dekarboxylace acetatovych skupin na
methylove zbytky

— katalyza:

uroporfyrinogendekarboxylasa
(UROD)

— lokalizace: cytosol
— uvolnéni 4 molekul CO,

— choroby: porphyria cutanea tarda

KLINICKA BIOCHEMIE - PREDNASKAR 2022




6. Vznik protoporfyrinogenu IX

2CO,

— oxidativni dekarboxylace propionatu na
vinylove zbytky

— katalyza: koproporfyrinogenoxidasa
(CPO)

— lokalizace: mitochondrie
— uvolnéni 2 molekul CO, a 2H*

— choroby: hereditarni koproporfyrie,
otrava olovem !
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7. Vznik protoporfyrinu IX

6H"*

— premena methylenu na methin a vznik
konjugovanych 1r-vazeb (zabarveni)

— katalyza: protoporfyrinogenoxidasa
(PPO) + O, za vzniku vody

— lokalizace: vnitrni mitochondrialni
membrana

— uvolnéni 6H*

— choroby: variegatni porfyrie
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8. Vznik hemu

2H*

— vestavba Fe?*

— katalyza: ferrochelatasa
(hemsynthasa) a proteinové molekuly s
[2Fe — 2S5] klastrem

— lokalizace: vnitrni mitochondrialni
membrana

— uvolnéni 2H?

H,C

— choroby: erytropoeticka porfyrie,
otrava olovem !
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)4 r "W 4 T“ HOOC : ‘i} —
Deleni porfyrii Tt
nejvice postizenych organt produkujicich 5’_{__:-;

porfyriny:
1. hepatalni — AlIP, PCT, HCP, VP, ADP;
2.erytropoetickeé — CEP;
3.erytrohepatalni — EPP;
projevu:
1.kozni — PCT, EPP, CEP;
2.jaterni — AIP, ADP, VP, HCP;
(VP a HCP také zpusobuji kozni projevy)
prubéhu:
1.akutni — AIP, VP, HCP, ADP;
2.chronické — PCT, EPP, CEP;

redi r rfyri ) i, ,.;"h"'
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Akutni intermitentni porfyrie

— defekt 3. kroku = vznik
hydroxymethylbilanu

— AD onemocneéni

— akutni ataka po zatezi chem. Latkami
(leky, alkohol, steroidy)

— bolest bricha, zacpa, zvraceni,
neurologické priznaky

— lécba: glukoza i.v. — inhibice ALAS
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Porfyria cutanea tarda (PCT)

— defekt 5. kroku = dekarboxylace acetatu
na methylove zbytky

— AD onemocneéni

— hromadi se uroporfyrinogen lll, ktery
se uklada do kuze a zvySuje
fotosenzitivitu

— hlavné muzi stredniho véeku

— lééba: venepunkce, chininové fkoproportyrin ve stolici

preparaty, ochrana pred sluncem,
jaterni dieta
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Erytropoeticka porfyrie (EPP)

— defekt 8. kroku = ferrochelatasy

— AD onemocnéni

— hromadi se protoporfyrinu IX v jatrech,
kUzi a kostni dreni

— zarudnuti, svédéni a otok kuze,
vyjimecne jaterni postizeni

protoporfyrin v krvinkach
a ve stolici (vzacne)

— |écéba: beta-karoten, antihistaminika

KLINICKA BIOCHEMIE - PREDNASKAR 2022




Diagnostika — inicialni screening z moci

Charakteristicke absorb&ni spektrum — Soretuv pas, s maximem okolo
400 nm

— Material: okyselena (H2S04) jednorazova moc, chranéna pied
svéetlem

—  Referenéni rozmezi: do 144 pg/l (0,22 pmol/l)

— V pfipade pozitivity nasleduje dalsi vysetieni moce — stanoveni
jednotlivych porfyrind, stanoveni prekurzoru porfyrind (ALA, PBG), a
pripadne€ i enzymd v krvi podilejicich se na tvorbe a pfreméenég
porfyrind (vyjimecne).

— Méne casto moznost stanoveni porfyrind ve stolici, erytrocytech ci
plazme
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Diagnostika — stanoveni jednotlivych porfyrinu

— V kyselém prostiedi po ozareni UV svétlem (400 nm) silné
fluoreskuji v ¢ervene oblasti (5650-650 nm)

—  HPLC na reverzni fazi s fluorescenc¢ni detekci

— Material: konzervovana (Na2C0O3) sbirana moc (24 h),
chranéna pred svetlem

—  Referenéni rozmezi:

URO: do 0,050 ymol/24h
KOPRO: do 0,280 pymol/24h
HEPTA: do 0,014 umol/24h
HEXA: do 0,006 umol/24h
PENTA: do 0,005 umol/24h
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Diagnostika — HPLC-FLD porfyriny

FLOT A Ex=300. Em=825 (PORFY 8 RIJEN 2015PORFY000002.0)
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External Standard Report
o R NI RN NI - —
Sorted By ! Signal
Calid, Data Modified @ £.10,2015 10:34:37
Multiplier $ 1.0000
Dilution 3 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: FLDl A, Ex=390, Em=625 \
RetTine Type Area Mat/Area Amount Grp Name
{nin) A ‘a fumol /1)
e |- | cnnn | - |mw |- - -
7.810 BB 102.80725 1.94539%~3 2.00000e~1 URC
9.109 BB 113.63637 1.7€000a=3 2.00000e~1 HEPTA
10,397 B8 145.63976 1.3732%e~-3 2.00000e~-1 HEXA
11,652 B8 147.33250 1.3574%e-3 2.00000e-1 PENTA
12.956 B8 172.64391 1.15845e-3 2,00000e-1 KOFRO
Totals : 1.00000
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Diagnostika — HPLC-FLD porfyriny

Pacient byl prijat 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 meél pacient opakovane 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 primému slunci.
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Diagnostika — HPLC-FLD porfyriny

Referencni interval

Q=19 »

Sérum

g2 {59-104 pmol/l)

naQ
— — —

9,7 (2,0-21,0 prmol/1)

w
—

0,81 (0,17-0,85 pkat/l)

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

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

%) ﬂ %
— — —

0,581 (0,67-2,15 pkat/l)

Mo ffi

dU-Kopropaorfyrin 0, 0,290

dU-Uroporfyrin 2 ,86 0,016 0,030 {0-0,050 pmol/24h)

0,105 0,108 0,200 {0-0,280 pmol/24h)

dU-Pentaporfyrin y ] 0 {0-0,005 pmol/24h)

dU-Hexaporfyrin 0,070 0,090 ,05 {0-0,006 pmol/24h)

— — — — —

dU-Heptaporfyrin 0,700 ) 0,56 (0-0,014 pmol/24h)

U-Porfobilinogen , {0,04-36,00 prmol/l)

]
—
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Hemoglobin

- Transportni metaloprotein v ¢ervenych krvinkach

- Pfenos krevnich plynd - pfedevsim O2 z plic do perifernich tkani,
ale i ¢asti CO2 v opacném smeru

- Ddlezity pufraéni systém krve — vazba H* na postranni fet&zce
His (pfedevsim v periferni tkani)

- Koncentrace Hb v krvi se lig podle pohlavi: Zeny: 120-162 g/l
muzi: 135-172 g/l
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Hemoglobin

Poruchy syntézy globinu
—  talasémie — geneticky podminéna snizena nebo chybéjici syntéza nékterého z globinovych tetézcu

— Beta-talasémie — omezena produkce B-retézcl, kompenzace syntézou HbA2, HbF, (fragilngjSi Ery,
porucha zabudovavani Fe)

— hemoglobinopatie — vrozené defekty genu tvoriciho retézce globinu: zaména aminokyselin a
nasledna syntéza patologicky zménéné molekuly Hb hemoglobinu);

— nejznamé;jsi: Hemoglobinopatie S (Srpkovita anémie, Glutamin R6 - Val)
hemolytické projevy, zkracené prezivani drepanocytu, ztrata negativniho naboje Hb
vySSi odolnost vuci malarii

—  Analyza globinovych tetézcu
disociace globinovych retézcu a hemu a nasledna separace - elektroforeticky, HPLC, isoelektricka
fokuzace - mozna i analyza pomoci MS
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Hemoglobin

Stanoveni Hb v pIné krvi

— v ramci vySetreni krevniho obrazu na hematologickych analyzatorech: lyza erytrocytu a tvorba
opticky stalého barevného komplexu s lauryl sulfatem sodnym nebo imidazolem
- v ramci vySetreni acidobazické rovnovahy na ABR

— analyzatorech: méreni absorpce svétla v plné krvi
ABL 825 flex (Radiometr) - 1 ul vzorku je ultrazvukové zhemolyzovan v kyveté, vytvori se tim
opticky Ciry roztok, absorbance

— Drabkinova metoda (referencni): hemolyza, oxidace Fe2+ na Fe3+ hexakyanozelezitanem
draselnym ([Felll(CN)6]3-)

za vzniku metHb, ktery je reakci s KCN preveden na kyanHb s absorpcnim maximem pri 540 nm
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Hemoglobin

Stanoveni volneho Hb v séru
—  tzv. “sérové indexy”
— spektrofotometrie
— detekce hemolyzy ve vrozku

— Eﬁ porovnani s haptoglobinem a krevnim obrazem pac. slouzi
odliseni intra a extra vaskularni hemolyzy

Stanoveni hemoglobinu ve stolici — okultni krvaceni
— gFOBT (guajakovy test, Haemoccult) — interference maso, vit C

— IFOBT (imunochemicky test) — imunoafinitni chromatografie
(vyloucCeni krvaceni do GIT)
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Bilirubin

— produkt rozpadu hemoglobinu

— hem se nejprve konvertuje na
biliverdin (hemoxidasa), ten

i hemoglobin — biliverdin — bilirubin

se redukuje na ,

ktery se vaze na albumin a { e B e
pokracuje do jater, kde je e A
konjugovan (blize viz i e b
prednaska jatra...) { e

of Bruksing 210 4 Weeks
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COOH COOH
CH

Bilirubin - stanoveni = C“f euz =

— Spektrofotometrické stanoveni
- vétSina metod fotometrického stanoveni N =N —@—5033
bilirubinu vychaZi z diazotacnich reakci. :

— Vznik barevného produktu

CH,, COOH
IHZ

Me Me H2
— Celkovy bilirubin l“—] I li -
Vy 0 N \CH N N—=N SO3H
H H

— uvolnéni z vazby na albumin a rozpusténi
ucinkem akceleratoru (kofein, benzoan

sodny, octan sodny), nasleduje diazotace +
(|JH2COOH
— Primy bilirubin M) e me
. : .. .y ﬁ | =
—  prima reakce s diazo Cinidlem, kratka HS%@N =Ny Aeu?w
inkubace, zastaveni reakce pridavkem . !

kyseliny askorbové
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