Biochemie krve

Krev cirkuluje v uzavieném cévnim systému. Jeji objem ¢ini 6-8 % télesné hmotnosti. Sklada se z
bunécénych komponent (bilé a Cervené krvinky, krevni desticky), které jsou suspendovany v kapalném
prostfedi — plazmé. Plazma je tvofena z 90 % vody, déale obsahuje nizkomolekularni neelektrolyty,

ionty a bilkoviny.

Funkce krve.

Krev ma mnoho funkci — 1ze je rozdé€lit na transportni a obranné. Hlavni transportni funkce krve jsou
prenos kysliku z plic do tkani a CO, ze tkani do plic, transport Zivin ze stieva do jater a z jater do
tkani, transport odpadnich metaboliti do ledvin a plic, transport hormonti do cilovych tkani, udrzovani
homeostasy ( pH, teplo, voda). K obrannym funkcim krve patii obrana proti infekci (protilatky,

leukocyty), udrzovani hemostasy (koagulace).

Krev a klinicko-biochemicka vysetieni
Ve slozeni krve se odrazi fada biochemickych pochodl probihajicich v riznych tkanich. Analyzy krve,
krevniho séra nebo plazmy tvofi nejvyznamnéjsi a nejpocetné€jsi klinicko-biochemicka vysetieni. Krev

pro odbéry se ziskava ze zil, tepen nebo kapilar. Nejcastéji se odebira

zilni krev, méné casto kapilarni. Arteridlni krev se odebird pouze

:—( Plazma a sérum
vyjimeéné, hlavné pro analyzu krevnich plynt. Pro biochemické

analyzy se centrifugaci krve ziskdva plazma nebo sérum. Je-li krev | Plazma: piiprava centrifugaci

. wr ST v o az1ive krve.
odebrana do zkumavky bez pridavku protisrazlivych prostiedkd, nesraziive krve

dochazi po kratsi dobé (pii pokojové teploté 15-30 minut) Kk jejimu | Sérum: pf{lgrlﬁlV? Eentrifugaci
Sraziive Krve
srazeni. Odstfedénim ziskame sérum. Sérum neobsahuje fibrinogen a

faktory krevniho srdZeni. Jsou-li pfed odbérem do zkumavky ptidany Protisrézlivé prostiedky:
protisrazlivé (antikoagula¢ni) prostfedky (heparin, citrdt nebo oxalat heparin, citrat,
, v ., Y 1w s L, EDTA, oxalat
sodny, Na,EDTA), ke srazeni nedochazi a odstfedénim se ziska plazma.

Plazma (na rozdil od séra) obsahuje fibrinogen a koagula¢ni faktory

Zvlastnosti struktury a funkce erytrocytu.
Erytrocyty vznikaji diferenciaci a proliferaci progenitorovych bunc¢k v kostni dieni. Hlavnim

hormonem, ktery reguluje tvorbu erytrocyti, je erythropoetin syntetizovany v ledvinach. Podnétem

k jeho uvolnéni je stav hypoxie.




Erytrocyty maji podstatné jednodussi strukturu nez vétSina lidskych bun€k, jsou tvofeny pouze
membranou obklopujici roztok hemoglobinu, ktery tvoii pfiblizné 95 % vSech nitrobunéénych
bilkovin erytrocytd. Buniky nemaji jadro ani dalsi bunécné organely. Membrana erytrocytii obsahuje
52 % proteind, 42 % lipidl a 8 % sacharidl. Jsou v ni proteiny, které jednak zajistuji specifické
funkce, jednak udrzuji typicky bikonkavni tvar erytrocytu a jeho flexibilitu a ohebnost. K prvnim patii
napf. bilkovina vyménujici anionty, ktera je nezbytna pro vyménu chloridti za hydrogenkarbonaty pii
jejich transportu krvi nebo prenase¢ glukosy, zajistujici do bunky piisun glukosy. Ke druhym se fadi
glykoforiny, spektrin, ankyrin a dal$i. Bikonkavni tvar zvySuje pomér povrchu bunék k jejich objemu
a usnadnuje tak vymeénu plynd. Flexibilita erytrocytu je potiebna, aby se bunka byla schopna
protahnout i zazenimi vyskytujicimi se v mikrocirkulaci. V membrané erytrocytt se nachazi rovnéz

glykosfingolipidy, jejichz glycidové slozky jsou podstatou systému krevnich skupin ABO.

Integralnim proteinem bunétné membrany je dale Rh faktor (antigen D). U pfiblizné 15 % jedinct
tento antigen chybi. Jestlize tito jedinci dostanou transfuzi Rh-pozitivni krve, vytvoii se u nich
protilatky proti antigenu D. Jestlize se zen¢, v jejiz krvi koluji tyto protilatky, narodi dit¢ Rh pozitivni,
miZe u novorozence nastat masivni hemolyza.

K udrzovani svych funkci vykazuje erytrocyt neustalou spotiebu ATP. Jeho jedinym zdrojem energie
je anaerobni glykolyza. Aerobni fosforylace ani 3-oxidace v erytrocytu nemohou probihat v disledku
chybéni mitochondrii. Erytrocyty jsou proto vedle bun¢k CNS vzdy preferencné zasobovany
glukosou. Dilezitym vedlejsim metabolitem glykolyzy v erytrocytech je 2,3-bisfosfoglycerat, ktery
zajist'uje uvolnéni kysliku z hemoglobinu pfi jeho transportu do tkéni.

Vzhledem k vysokému parcidlnimu tlaku O, je erytrocyt vyznamné vystaven oxida¢nimu stresu. Proto
je vybaven antioxida¢nimi systémy, k nimz patii zejména glutathionperoxidasa a katalasa rozkladajici
peroxid vodiku, methemoglobinreduktasa eliminujici tvorbu methemoglobinu (viz dale) a

superoxidismutasa, rozkladajici superoxidovy anion-radikal.

Hemoglobin

Krevni barvivo hemoglobin (Hb) je nejvice zastoupenou bilkovinou krve o prumérné koncentraci 2,5
mmol/l (150 g/l). V erytrocytech tvofi asi 35% jejich hmotnosti. Hlavni biologickou funkci
hemoglobinu je transport kysliku z plic do tkani. Soucasné se zna¢nou mérou podili na udrzovani
konstantniho pH krve. Z chemického hlediska fadime Hb mezi hemoproteiny — slozené bilkoviny,
skladajici se z bilkoviny globinu a prostetické skupiny hemu. Hemoglobin ma tetramerni strukturu,
sklada se ze Ctyt peptidovych fetézcl, pficemz dva a dva jsou vzdy stejné. Ke kazdému fetézci je
vazana jedna hemova skupina.

Clovék ma genetickou informaci pro étyfi riizné peptidové fetézce globinu, které se oznaduji o, B, v a
8. Hlavnim hemoglobinem dospélych je HbA, ktery tvoti 97,5 % celkového hemoglobinu; jeho slozeni
o, By. Kromé toho se vyskytuje 2,5 % HbA, (o, ;). V plodu je téZ fetalni hemoglobin HbF (o,y,) au
kojenct pak smés HbA a HbF.



Struktura hemoglobinu

Hem je struktura, jejimz zakladem je cyklicky tetrapyrrol — konjugovany systém ctyf pyrrolovych
kruh@i vzajemné propojenych methinovymi mustky —CH=. V centru tohoto skeletu je umistén iont
Fe™', ktery mize vazat aZ 6 ligandd. Ctyfmi vazbami je vazan k dusikovym atomiim pyrroldi, patou je
navazan globinovy peptidovy fetézec (pfes imidazolovou skupinu histidinu, viz obr.). Dikyslik O, se

véze jako Sesty ligand iontu Fe*" a snadno se opét oditépuje.

\_\(( peptidovy fetézec globinu

Zelezo hemu zachovava pii transportu O, stale oxidaéni &islo II. Mnozstvi vazaného kysliku zavisi na
jeho dostupnosti (na jeho parcialnim tlaku pO,). V plicich se vzhledem k vysokému pO, nasyti Hb
témet na 100 % a vznikd oxyhemoglobin. Ve tkanich chudych na kyslik se ¢ast transportovaného O,
zase odstépuje (venozni krev pak obsahuje smés oxyhemoglobinu a deoxyhemoglobinu). Odstépovani

kysliku ve tkanich usnadiuje kromé nizkého parcialniho tlaku O, i nizsi pH, které je zplisobeno



tvorbou CO, pfi metabolismu. Deoxygenaci hemoglobinu podporuje také ucinek 2,3-
bisfosfoglyceratu, ktery je pfitomny v erytrocytech. Jeden gram hemoglobinu je schopen vazat 1,35 ml
0,. Krom¢ toho vaze globinova ¢ast hemoglobinu oxid uhli¢ity a podili se tak rovnéz na jeho

transportu ze tkani do plic.

Krom¢ molekul O, se mohou koordina¢ni vazbou na hemové zelezo ptipojit také jiné ligandy, napf.
oxid uhelnaty CO, oxid dusnaty NO a sulfan H,S. Oxid uhelnaty se vaze na Hb asi 200x pevnéji nez
kyslik. Vytvafi se pomérné staly karbonylhemoglobin (HbCO), neschopny pfenaset kyslik. Jiz velmi
nizké koncentrace CO ve vzduchu vede k vysokému nasyceni krve oxidem uhelnatym (smrtelna
koncentrace je pii 0,1 obj. %). Vysokymi koncentracemi O, je mozno oxid uhelnaty opét vytésnit (tzv.
hyperbaricka oxygenoterapie pfi otravach). U kutakt a pii pobytu v zakouteném prostiedi lze v krvi
vzdy dokazat n€kolik procent HbCO.

Oxiduje-li se ion Fe*" v hemoglobinu na Fe', $esté koordinaéni misto se obsadi iontem OH™ nebo CI-.
Vznikd methemoglobin, ktery nemulze pifenaset kyslik. V erytrocytech je pfitomny enzym,
methemoglobinreduktaza, ktera fyziologicky vytvofeny methemoglobin (asi 0,5 % za den) opét
redukuje na hemoglobin. Masivnéj$i methemoglobinemie mize vzniknout po poZzivani potravy nebo

vody s vysokym obsahem dusi¢nanti a zejména dusitanti. Ohrozuje predevsim kojence.

Velmi uzce piibuzny hemoglobinu je myoglobin. M4 monomerni strukturu, sklada se jen z jednoho
globinového fetézce a jednoho hemu. U cloveka je v molekulach myoglobinu vazano asi 10 %
veskerého hemu. Biologickou tlohou myoglobinu je pfejimat kyslik od hemoglobinu a zasobovat jim
svaly. Kyslik se na myoglobin vaZe mnohem uc¢innéji nez na krevni barvivo; je-li napf. pii urcité
hodnoté¢ pO, Hb nasycen kyslikem z 10 %, myoglobin je pii stejné hodnoté pO, nasycen z 80 %. U

clovéka ma myoglobin nejvetsi vyznam pti zasobeni myokardu kyslikem.

Glykovany hemoglobin

Ke sledovani dlouhodobé kompenzace diabetu se vyuziva stanoveni glykovaného hemoglobinu nebo
glykovaného albuminu (fruktosaminovy test). Principem stanoveni je d& oznacovany jako
neenzymova glykace proteint. Aldehydové skupiny glukosy jsou schopny navazovat se na
aminoskupiny proteinti za vniku glykovaného proteinu. Mnozstvi glykovaného proteinu je zavislé na
mnozstvi glukosy, s nimz je bilkovina v kontaktu. Stanoveni glykovaného podilu hlavnich krevnich

bilkovin tak umoznuje posoudit primérnou glykemii za delsi ¢asové obdobi.
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Hemoglobinopatie

Hemoglobinopatie jsou genetickd onemocnéni vyvolana tvorbou strukturné abnormalnich globinovych
molekul (v dasledku bodové mutace genu) nebo nedostateCnou syntézou jednoho nebo obou fetézct
(chybgjici gen).

Srpkova anemie

Je prikladem onemocnéni vyvolaného bodovou mutaci. Pfi¢inou je bodovd mutace v genu pro -
fetézec. Vysledkem je, ze v B-globinovém fetézci se nachazi v pozici 6 namisto glutamatu valin.
Substituce polarni aminokyseliny nepoldrnim valinem vytvari ve struktuie fetézce tzv.“lepivé misto®,
némuz se komplementarné vaze o-fetézec dalsiho hemoglobinu. Za nizkého parcidlniho tlaku kysliku
tak dochazi k fetézeni (polymeraci) hemoglobinu uvnitf erytrocytu. Retézce porusuji pfirozeny tvar
erytrocytu, které nabyvaji srpkovitého vzhledu. Rigidni srpkovité erytrocyty mohou blokovat prichod

krve uzkymi kapilarami a jsou pii prichodu slezinou rychleji odbouravany. Nemoc se projevuje u



homozygotl, kteti maji mutovany oba geny. Je charakteristickd chronickou hemolytickou anemii,

zvysenou tendenci k infekcim, zachvaty bolesti, poruchami sleziny a ledvin ad.

1.1.1 Karbonylhemoglobin

Karbonylhemoglobin (COHb) vznika vazbou oxidu uhelnatého na hemoglobin. Vytvoiena
vazba je 250-300 krat siln&j$i neZ vazba kysliku. Karbonylhemoglobin nemiiZe transportovat
kyslik a v dsledku snizen¢ schopnosti krve ptenaSet kyslik se vyviji bunééna hypoxie. V
nadbytku kysliku je vazba oxidu uhelnatého na hemoglobin reverzibilni. Proto je pfi otravé
oxidem uhelnatym nejdalezitéjsi inhalace O,.

V malém mnozstvi se COHb muze vyskytnout i u zdravych osob. U obyvatel mést se
prokazuji hodnoty kolem 2 %, u silnych kufakti mtize COHb stoupnout azna 10 % z
celkového hemoglobinu. Nékolikaminutovy pobyt v prostedi obsahujici 0,1 % CO mutze
zvysit koncentraci karbonylhemoglobinu na 50 %. Oxid uhelnaty vznika pti nedokonalém
spalovani fosilnich paliv, dale je obsazen ve vyfukovych plynech a v kouii pti pozarech v
uzavienych mistnostech.

Ptiznaky otravy oxidem uhelnatym

Hodnoty COHb v % Priznaky

10 pii vétsi namaze dusnost

2040 bolesti hlavy, duSnost, inava, zvraceni
40-60 hyperventilace, tachykardie, synkopa, kiece
60-80 koma, smrt

Karbonylhemoglobin se vyznacuje karminové ¢ervenym zbarvenim; také osoby s tézkou
otravou oxidem uhelnatym mivaji ,,zdravé* riizovou barvu pleti. Ve srovnani s hemoglobinem
je karbonylhemoglobin odolng;si vii¢i chemickym vliviim, plisobenim raznych ¢inidel se
meéni pomaleji.



1.1.2 Spektrofotometrie derivati hemoglobinu
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Absorpéni spektra hemoglobinu a jeho derivati

Hemoglobin a jeho derivaty maji ve viditelné oblasti svétla charakteristicka absorpéni spektra,
kterych se vyuziva k jejich analyze a rychlé identifikaci. Pro vS§echny hemoproteiny jsou
typické vyrazna absorpéni maxima v oblasti 400—430 nm, tzv. Soretiiv pas. Dalsi absorpéni
vrcholy jsou podstatné niz§i. Oxyhemoglobin je charakterizovan dvéma netplné odd€lenymi
maximy v oblasti 540 a 578 nm. Deoxyhemoglobin m4 jedno absorpéni maximum pii 555
nm. Hlavni absorpéni maximum methemoglobinu je pii 630 nm a druhy nevyrazny vrchol
pii 500 nm je zavisly na pH. Reakci methemoglobinu s kyanidem draselnym mizi maximum
pii 630 nm, nebot’ vznika kyanmethemoglobin. Pokles absorbance pti 630 nm je umérny
koncentraci methemoglobinu. Kyanmethemoglobin vykazuje Siroké absorpcni maximum pfi
540 nm, kterého se vyuZziva pfi stanoveni koncentrace hemoglobinu v krvi. Spektrum
karbonylhemoglobinu se podoba spektru oxyhemoglobinu, ale poloha vrcholi je posunuta
smérem k nizSim vlnovym délkam.

Rozdilt ve spektrech derivati hemoglobinu se vyuziva pii stanovovani jejich koncentrace ve

fotometrickych analyzatorech.

Absorpéni maxima hemoglobinu a jeho derivath

Derivat hemoglobinu Absorpéni maxima [nm]

Hemoglobin redukovany 431, 555

Oxyhemoglobin 414, 540, 578



Methemoglobin 404, 500, 630

Karbonylhemoglobin 420, 538-540, 568-569

Kyanmethemoglobin 421, 540

Stanoveni hemoglobinu v Kkrvi

Nejbeéznéjsi stanoveni Hb ve venosni nebo kapilarni krvi je zaloZeno na reakci s kyanidem sodnym a
hexakyanoZzelezitanem draselnym.
Reakce se provadi v prostiedi pufru N-methylglukaminu.

Principem této reakce je vznik derivatu hemoglobinu. Popiste, o jaky derivat se jedna:

Meéii se absorbance pii 540 nm (proti roztoku ¢inidla), obvykle po 5 minutach. Pii této vinové délce
ma vznikly derivat jediné absorpéni maximum ve viditelné oblasti pii 540, molarni absorp¢ni
koeficient €s40=11 000 l.mol.cm™.

Odvod’te vztah pro vypocet koncentrace hemoglobinu za predpokladu, Ze objem vzorku krve byl 0,02
ml a objem pfidaného ¢inidla 5 ml.

» Zvazte, 7ze hemoglobin je tetrametr a posud’te, zda vztah, ktery jste odvodili pro vypocet, plati
pro monomer nebo tetrametr.

Referencni hodnoty pro tetrametr:
Muzi 2,15-2,65 mmol/l
Zeny 1,86-2,35 mmol/l

» Jaké budou referen¢ni hodnoty v g/l a) pro tetrametr b) pro monomer ?



Bilirubin

Odbouravani krevniho barviva

Po rozpadu erytrocyti (primérna doba existence 120 dni) podléha hemoglobin enzymovée
katalyzovanému odbourdvani, které probiha ve fagocytujicich bunkach sleziny, kostni diené a jater
(RES). V téchto buiikkach se v pribéhu nékolika reakei z hemoglobinu odstépuje proteinova slozka
globin a z hemu vznika lineéarni tetrapyrrolové barvivo bilirubin. Bilirubin je pro télo odpadni latka.
Je to velmi nepolarni latka, v krvi musi byt transportovana ve vazb¢ na albumin. Pienasi se do jater a
zde je vychytavan. Navazanim glukuronové kyseliny je pfeménén na tzv. konjugovany bilirubin.
V této forme¢ je bilirubin podstatné rozpustnéjsi a vyluCuje se zlu¢i do stfeva. Bilirubin je zde
redukovan enzymy stfevni bakteridlni flory na bezbarvé chromogeny wurobilinogeny (Ubg). Vétsina
z nich se vstiebava do krve a je z ni jatry vychytana a odbourana, nepatrna ¢ast (primérné 4 pmol/den)

se vylucuje moci. Zbytek Ubg neresorbovany ve stfeveé se vylucuje stolici.

COOH COOH

bilirubin

Hyperbilirubinemie
Fyziologické rozmezi koncentrace bilirubinu v krvi je u dospélych 5-20 pmol/l. Zvysené hodnoty se
oznacuji jako hyperbilirubinemie, barvivo pfi nich difunduje do tkani, které se nazloutle zbarvi
(Zloutenka, ikterus). Pficinou mtze byt

1) zvySena tvorba bilirubinu (hemolyza)

2) snizené vychytavani bilirubinu hepatocyty (jaterni poruchy)

3) snizena konjugace bilirubinu (jaterni porychy)

4) porucha vylu€ovani bilirubinu do Zluce (jaterni poruchy)

5) extrahepatalni porucha odtoku Zluce (kdmen, nador)

Mrwe

bilirubin. Konjugovany bilirubin je na albumin v4zan jen slabé a pii zvySené koncentraci

v plazmé¢ volné pronika do moci. Je-li hladina konjugovaného bilirubinu zvysena dlouhodobé,
vznika tzv. d-bilirubin. Pfedstavuje podil bilirubinu, ktery neenzymovou reakci vytvari

s albuminem a v mensi mife s jinymi plazmatickymi proteiny kovalentni peptidovou vazbu.
Hladina &-bilirubinu je mirou pfedchoziho trvani konjugované hyperbilirubinemie.
Odbourava se rychlosti albuminu, tj. s polocasem 19 dni. Komplex neprochazi normalné
glomerularni membranou.

Novorozenci mohou byt ohroZeni novorozeneckou Zloutenkou. Pii ni dochazi ke zvySeni hladiny
nekonjugovaného bilirubinu, jehoz pfi€inou je nezralost jaterniho systému a jeho docasnd neschopnost
prijimat, konjugovat a vylucovat bilirubin. Nekonjugovany bilirubin mutZze pronikat
hematoencefalickou bariéru a vyviji se toxicka encefalopatie (jadrovy ikterus, kernikterus). Pii terapii
se pouziva ozarovani modrym fluorescencnim zafenim (fototerapie), které izomeruje bilirubin do

forem, které jsou rozpustné€jsi a mohou byt jatry vylouceny bez konjugace.
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bilirubin > fotobilirubiny zluc¢ stolice
fotoizomerizace (polarni) bez konjugace

v koznich kapilarach

Nedostatecna konjugace bilirubinu muze byt také zplsobena vrozenym defektem enzymového
systému. Kompletni deficit bilirubin-UDP transferasy vyvolava Criglertiv-Najjartv (vysl. kri’gleriiv
nah’jahruv) syndrom typu I. Toto vzacné recesivné vrozené onemocnéni vede k masivni
hyperbilirubinemii a kon¢i fatalné n€kolik dni po narozeni. CriglerGv-Najjartv syndrom typu II je
mén¢ zadvazna porucha, pfi niz je aktivita bilirubin-UDP transferasy caste¢né zachovana. Gilbertiv
(vysl. Z(i)lber(t)iiv) syndrom je dalSi porucha spojena s poruchou v konjugaci bilirubinu. Bilirubin-
UDP transferasa je funk¢ni asi ze 30 %, koncentrace bilirubinu v krvi je trvale mirné zvySena.
Pfic¢inou je mutace v TATA boxu genu enzymu, kterd omezuje rozpoznani promotorové oblasti
transkripénimi faktory, nasledkem ¢ehoz je exprese enzymu snizend. Prognoza této choroby je velice
pfizniva a terapie vétSinou neni nutna.

Stanoveni bilirubinu

Bilirubin reaguje s diazoniovymi solemi (podobn¢ jako aromatické aminy a fenoly) za vzniku
intenzivn¢ zbarvenych azosloucenin, vhodnych k fotometrickému stanoveni. Reakce nekonjugovaného
bilirubinu probiha velmi pomalu, znacné ji urychli ptidavek alkoholu nebo jinych latek (benzoat

sodny, kofein, mocovina atd.), které se souhrnn¢ oznacuji jako akceleratory reakce.

COOH COOH

Nekonjugovany bilirubin

Frakce bilirubinu, ktera vyzaduje akcelerator, se oznacuje jako ,,neprimy bilirubin*. Konjugovany
bilirubin reaguje i bez akceleratord rychle (,,primy bilirubin). Nekonjugovany bilirubin se vypocita
jako rozdil mezi celkovym a konjugovanym bilirubinem.

V metod¢ se pouziva nejcastéji diazotace sulfanilové kyseliny, jako akcelerator kofein a benzoat,
barevny produkt se méti v siln€ alkalickém prostfedi. V pfitomnosti akceleratoru reaguji vSechny
formy bilirubinu, stanovujeme celkovy bilirubin.



bilirubin

diazotovana kyselina sulfanilova
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azobilirubin (diazopigment A - smés dvou izomerd)

Material: Set Bil-T firmy Roche Diagnostics*: Cinidlo-bilirubin (roztok sulfanilové kys. 29 mmol/l v HC1 0,17 mol/l),
roztok NaNO, (25 mmol/l, v kapaci lahvicce, JED!), akcelerator (roztok kofeinu 0,26 mol/l a benzoatu sodného
0,52 mol/l), roztok albuminu 20 g/l, tlumivy roztok (vinan draselno-sodny 0,93 mol/l v NaOH 1,9 mol/l),
kalibrator-bilirubin (Cerstvé piipraveny fedénim lyofilizatu ze soupravy roztokem albuminu 20 g/I; koncentrace
uvedena na Stitku, chranit pred svétlem), vzorky krevnich sér. Mikropipetor 200 pl, 1 ml.

Vysvétlete vyznam vSech latek pridavanych do reakéni smési

U novorozenct lze pouzit ptimé spektroskopické stanoveni pii dvou vlnovych délkach 450 a
540 nm (bilirubinometry), avsak jen do koncentrace 300 pumol/l.

Referencni interval koncentrace celkového bilirubinu v krevnim séru pro novorozence starsi 1
meésice a dospélé je 5-20 pmol/l.
Koncentrace konjugovaného bilirubinu je nejvyse 5 umol/I.

Hodnoty nekonjugovaného bilirubinu 17-70 pmol/l spolu s normalnim nalezem ostatnich
vySetfeni jsou charakteristické pro chronickou hemolyzu (hemolyticka anémie) a pro benigni
hyperbilirubinemii Gilbertova typu (pokles aktivity UDP-glukuronyltransferazy).

Do urcité miry je fyziologické postnatalni hyperbilirubinemie (donoSeni novorozenci ve 2.-3.
dnu Zivota mohou mit v séru az 135 umol/l nekonjugovaného bilirubinu, do 170 pmol/l
celkového bilirubinu), rychle se upravujici na hodnoty obvyklé u dospélych.



Zjisténi bilirubinu v mo¢i

V moc¢i zdravého ¢loveka se miize vyskytovat nepatrné mnozstvi konjugovaného bilirubinu
(az 0,5 pmol/l), které béznymi zkouSkami neni prokazatelné.
Moc¢ k diikaziim bilirubinu musi byt ¢erstva, bilirubin se na vzduchu snadno oxiduje.

K dtkazu se obvykle pouziva néktery z diagnostickych prouzki obsahujici zonu pro detekci
bilirubinu. Tato zdéna je nasycena vhodnou diazoniovou soli, s niz bilirubin poskytne
barevnou azoslouceninu.

Hodnoceni

Zkousky na bilirubin v mo¢i jsou pozitivni, zvysi-li se koncentrace konjugovaného bilirubinu
v krevni plazmé asi nad 30 umol/l. Nekonjugovany bilirubin je v plazmé vazan na albumin a
do glomerularniho filtratu proto nepronika. Zjisténi bilirubinu v mo¢i je tedy zndmkou
neschopnosti hepatocytti vyloucit konjugovany bilirubin do zlu¢e nebo zndmkou uzavéru
zluCovych cest, patii proto k ptiznakim hyperbilirubinemie hepatocelularni nebo obstrukcni.
Pti déletrvajicich poruchach vSak nemusi byt v moci prokazatelny ani kojugovany bilirubin,
nebot’ se v séru pieménuje na delta formu.

Zjisténi urobilinogent v moci

Bilirubin vylu¢ovany jatry do zluce je redukovan enzymy stfevni bakterialni flory na
bezbarvé chromogeny urobilinogeny (Ubg). VEtSina z nich se vstiebava do krve a je z ni jatry
vychytana a odbourana, nepatrnd ¢ast (primerné 4 pmol/den) se vylucuje moci. Zbytek Ubg
neresorbovany ve stievé se vylucuje stolici. Zkousky na pfitomnost urobilinogenti se
provadéji jen v €erstvé (a zchladlé) moci (vhodné poledni nebo odpoledni moc), béhem
prvnich dvou hodin po vymoceni; del§im stanim se urobilinogeny pfeménuji na své oxidacni
produkty - urobiliny.

Princip: Prikazem Ubg je specificka barevna kopulacni reakce urobilinogent s vhodnou
diazoniovou soli v kyselém prostfedi. Srovnani s barevnou stupnici umozni semikvantitativni
vyhodnoceni. Slab¢ riizové zabarveni zony, odpovidajici prvnimu policku srovndvaci stupnice
(ptiblizng 17 pmol/l), 1ze povazovat za horni mez fyziologickych koncentraci urobilinogenti
v moci v prub¢hu dne.



