Klinickd biochemie Kapitola 9. Porfyriny, hemoglobin a bilirubin

Kapitola 9 Porfyriny, hemoglobin a bilirubin

9.1. Porfyriny

Porfyriny jsou organické, cyklické slou€eniny, odvozené od tetrapyrrolu porfinu, coz je @
latka sloZzena ze &tyf pyrrolovych kruh(, spojenych methinovymi (-CH=) mustky.

Na bazi tetrapyroll existuje cela fada slou¢enin s rozmanitymi biologickymi G¢inky, mezi néz H
patfi napf.: pyrol

e zachycovani svételné energie (chlorofyl a dali slou€eniny u sinic, fas a vysSich rostlin)

e uvolnéni energie a tvorba ATP v dychacim fetézci (cytochromy, cytochromoxidaza)

e transport kysliku (hemoglobin, myoglobin, leghemoglobin — pigment u bobovitych rostlin)

e antioxidacni ucinky (hemoproteiny, peroxidaza, katalaza, ale také degradac¢ni produkty biliverdin a
bilirubin 1)

e bunécna signalizace (plsobeni hemoxygenazy a biliverdinreduktazy) aj.

1 2 Vlevo je uveden vzorec porfinu, ktery je v porfyrinech substituovan
v polohach 1 — 8 rlznymi postrannimi retézci.

V porfyrinech typu I se pravidelné sttidaji dva postranni fetézce v uvedeném

poradi 1—8.
8 3
V porfyrinech typu Il se pravidelné stridaji dva postranni retézce v polohach
v . 1-6, v polohach 7 a 8 jsou v opacném poradi (misto 7-8 je 8-7).
Protoporfyrin Ill, ktery je zakladem hemu, obsahuje M (metyl), V (vinyl) a P
(propyl) v poradi typickém pro porfyrin Ill: M, V, M, V, M, P, P, M.
Je to tedy porfyrin typu lll, ale ¢astéji se uvadi jako protoporfyrin IX (podle
6 5 systematického razeni izomera).
Postranni retézce: : ST X i ¢ ; X
Uroporfyriny, byly poprvé zjistény v moci, vyskytuji se vsak nejen v mocdi,
Acetdt A =-CH,COOH ObsghUJfI'yA ayP Pt ! ¥ peel :
Propionat P =-CH,CH,COOH ’
'\/:Zt;);:)na M= CHz : Uroporfyrin | v pofadi: A, P, A, P, A, P, A, P
Vinyl V = -CH=CH, Uroporfyrin lll v pofadi: A, P, A, P, A, P, P, A

Koproporfyriny, poprvé zjistény ve stolici, |ze je nalézt i v moci,
obsahuji M a P
Koproporfyrin | v poradi: M, P, M, P, M, P, M, P
Koproporfyrin Il v potadi: M, P, M, P, M, P, P, M

9.1.1. Klinické poznamky

9.1.1.1. Porfyrie

Syntéza porfyrin(i je pomérné slozita, coz je zfejmé i ze zkraceného, struéného schématu syntézy hemu,
uvedeného na strance 9-3. Neni proto divu, Ze na této slozité metabolické cesté mize dojit hned k nékolika
zavadam. DUsledkem poruchy ve vytvareni hemu je porfyrie. Porfyrie je nazev pro skupinu vrozenych
metabolickych poruch zplsobenych mutacemi gend, Fidicich syntézu enzymU pUsobicich pfi biosyntéze
hemu.

Bylo popsano Sest typt porfyrie,
majicich za nasledek pokles aktivit enzym( zu€astnénych v syntéze hemu (disledkem je hromadéni
nékterého z metabolitd, a to pfedevsim v kuzi, kostech a zubech a nalez porfyrind v moci).

Porfyrie se klasifikuji
e podle nejvice postizenych organt a bunék (erytropoetické, hepatalni, erytrohepatalni)
e podle projevd (kozni a jaterni)
e podle pribéhu (akutni a chronickeé).
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9.1.1.1.1. Klasifikace porfyrii podle nejvice postizenych organa a bunék
Erytropoetické

kongenitalni erytropoetické porfyrie (CEP). Provazejici znamky jako hnédé zuby fluoreskujici v UV svétle, a
silna fotosenzitivita zplisobené ukladanim jednoho z porfyrinli, tmavé ¢ervena mo¢ (uroporfyrin a
koproporfyrin), mohou byt pozorovany jiz od narozeni; pozdéji se pridava hypertrichosis (nadmérné
ochlupeni), obvykle se vyvine hemolyticka anemie. Pfi¢inou je deficit uroporfyrinogen Ill kosyntazy.

Lécha: podavani beta-karotenu, transplantace kostni diené; dlouhodobéjsi zkusenost prozatim chybi

Hepatalni

Skupina chorob. Typicka je akutni intermitentni porfyrie (AIP), vrozeny (autozomaln& dominantni) defekt
hydroxymetylbilan syntazy (jiny nazev uroporfyrinogen | syntaza), vedouci k hromadéni prekurzord hemu

v jatrech; abdominalni bolest, zacpa, zvraceni, hypertenze, hysterie, bolesti hlavy, parézy az plegie. V modi
nalez ALA, PBG, nizké hladiny sodiku a drasliku, abnormalni nalezy v metabolismu cukrd a tukd.
(intermitentni = prerusovany, stridavy, s prestavkami)

Lécha: zejména prevence - vyvarovat se latek, které vyvolavaji ataky choroby (napf. néktera Iéciva)

Erytrohepatalni (smiSena porucha)

Protoporfyie (EPP), dédicny defekt ferochelatazy, hromadi se protoporfyrin v jatrech, kostni dfeni a kizi.
Lécha: podavani beta-karotenu, antihistaminik, fototerapie; ochranné obleceni, specialni krémy — zmirnéni projeva, nikoliv 1écba
priciny.

Porfyrie s postizenymi enzymy, které jsou na pocatku metabolické drahy (viz schéma na str. 9-3), vedou k
hromadéni ALA a PBG. Jedna z téchto latek, mozna obé, plsobi toxicky na abdominalni (v oblasti bficha)
nervy a CNS, coz vede k abdominalni bolesti a neuropsychickym symptomim. Tyto latky nejsou barevné,
takze se nevyskytuje kozni citlivost na svétlo (fotosenzitivita).

Enzymové bloky v pozdéjsich stupnich metabolismu maji za nasledek akumulaci rdznych typ(
porfyrinogend, jejichz oxidacni derivaty zpUsobuiji fotosenzitivitu, tj. reakci na viditelné svétlo v oblasti 400
nm, coz ma za nasledek kozni defekty.

Porfyriny, které neobsahuji kov, mohou absorbovat svétlo urcitych vinovych délek a tim dochazi k excitaci elektron( - energie
pohlceného svétla pfesune elektrony do vyssich energetickych hladin. Tyto molekuly mohou svou energii pozdéji pfedat jinym
molekulam, napf. kysliku, za vzniku reaktivnich kyslikovych atomu (singlett) a dalSich destruktivnich molekul — volnych radikdld.
Ty pak pasobi toxicky na tkané.

Lécba: Uprava diety (absence alkoholu, ¢esneku, naopak p¥ijem vitamingi..), minimalizace denniho svétla; aplikace krevnich
transfuzi (Ié¢ba projevl nemoci), odbéry Zilni krve (,,pousténi Zilou“) pro snizeni zdsob Zeleza, které muze byt vyvolavacim
faktorem, pomalé vyplavovani jaternich porfyrini pomoci farmak (cholestyramin). Lécba porfyrii je nesnadnad, vzhledem k rliznym
projeviim i rliznému rozsahu postizeni. Nékdy je tfeba sdhnout i k transplantaci jater.

Poznamka: Porfyrinogeny, redukované formy porfyrind, jsou bezbarvé, porfyriny jsou barevné (obsahuji konjugované dvojné
vazby) a Cervené fluoreskuji.

Hlavni nalezy u porfyrii
Mo¢ Stolice Erytrocyty

PBG (+, -) koproporfyrin (+)

protoporfyrin (+)

uroporfyrin (+) protoporfyrin (+)

U rliznych typu porfyrii se nachazeji tyto laboratorni nalezy v rGznych kombinacich, PBG je v nékfer\'/ch kombinacich pozitivni, v jinych negativni

Vrozena erythropoeticka porfyrie mize vést k takovému znetvoreni
pacienta, Ze ten pripomina upira a je mozné, Ze tato svétlem navozend
toxicita mlze byt pramenem povésti o upirech: Toxickym pisobenim radikdld
dochdzi ke zni¢eni usi a nosu obéti, rty a ddsné se rozklddaji a odhaluji
Cervené zuby podobné tesakim. KiZe se pokryvd jizvami, hustd pigmentace a
smrtelné bledd plet ukazuje na anemii. Néktefi historikové se domnivaji, Ze

v ddvnych dobdch se postiZeni jedinci pokouseli I€Cit tak, Ze pili krev (anemie
se léCi krevnimi transfuzemi). Lidé s vrozenou erythropoetickou porfyrii se po
zkusenostech se sluncem zcela jisté neodvaZovali opoustét své pribytky za
denniho svétla. Stejné tak si mohli osklivit Cesnek, protoZe nékteré latky

z Cesneku podle vseho zesiluji symptomy porfyrie a z mirného zdchvatu
mohou ucinit reakci vedouci k agonii.
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Zkracené schéma syntézy hemu a pri¢iny porfyrii

L ALA-syntaza:
KOSTNI DREN, JATRA klicovy regulacni
glycin + sukcinyl~CoA enzym biosyntézy
hemu
Neni'zndma sniZend tvorba syntdza kyseliny d-aminolevulové ~ € = === === === === - 1
enzymu
Kyselina 3-aminolevulova I
5-ALA |
Pokles aktivity ALA-dehydratdzy byl
2 molekuly &5ALA ALA-dehydratdza popsdn, ale je velmi vzdcny
Porfobilinogen I
SniZend aktivita enzymu (u l PBG I

intermitentni akutni porfyrie)
vede k hromadéni ALA 0 PBG  peee 4 molekuly PBGl uroporfyrinogen | syntdza
v télnich tekutindch a tkdnich

(toxicita, abdomindini bolest,
neuropsychické symptomy)

Hydroxymetylbilan
linedrni tetrapyrol

Enzymoveé bloky od tohoto enzymu
vedou k akumulaci porfyrinogeni

uroporfyrinogen | syntdza + uroporfirinogen Ill kosyntdza (jejich oxidacni produkty, porfyriny,
\ zplisobuji fotosenzitivitu.

Velmi malé mnoZstvi typu | se tvori spontdnné,

uroporfyrinogen dekarboxyldza N s L o »
prebytky se tvori u nékterych typu porfyrii.

Uroporfyrinogen lll Uroporfyrinogenl +—> Uroporfyrin |

! v

Koproporfyrinogenl +—» Koproporfyrin |

Uroporfyrin 11l

Koproporfyrin Il |1_ Koproporfyrinogen IlI |

l koproporyirinogen oxiddza

Protoporfyrinogen Il

protoporfyirinogen oxiddza

STOLICE

Protoporfyrin Il

ferochelatdza Negativni zpétna vazba

Hem = porfyrin sloZeny ze ctyr L L .
e y Y (koncentrace hemu ovliviiuje aktivitu ALA-syntazy)

pyrolovych kruh( s napojenymi
postrannimi retézci, obsahujici
Zelezo; je to metaloporfyrin

Proteiny

hemoproteiny

Pozndmka:
Bylo popsdno sest typt porfyrii
sspojenych s poklesem aktivit

Hemoglobin = hem + globin enzymd, na schématu
vyznacenych tmavé cervene.
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9.2. Hemoglobin
Hemoglobiny jsou porfyriny s obsahem Zeleza vazané na protein globin. Jsou schopné vazat reverzibilné
kyslik, slouzi jako transportni systém kysliku v krvi.
Hemoglobin v erytrocytech obratlovcl plni dvé hlavni transportni funkce:
e transport kysliku z dychaciho organu do perifernich tkani
e transport oxidu uhli¢itého a protoni z perifernich tkani do dychaciho organu, kde dojde k jejich
vylou€eni; oxid uhli€ity se vaze na aminoskupiny deoxygenovaného hemoglobinu a tvofi
karbaminohemoglobin (obdobna reakce probiha i s rliznymi bilkovinami krevni plazmy za vzniku
karbaminoproteinu):
CO, + Hb-NH; = Hb-NH-COH,

nebo, presnéji, vzhledem k podminkam v organismu
CO; + Hb-NH;" = Hb-NH-CO, + 2H"

Takto, jako karbaminoslouceniny, se pfepravi v artériich asi 5% celkového CO, (ostatnich 90% ve formé
bikarbonatu a 5% jako fyzikalné rozpustény), ve vénach je to 30% (60% jako bikarbonat a 10% fyzikalné
rozpustény; srovnej téz kap.10, ABR). Deoxyhemoglobin je zasaditéjSi povahy nez oxyhemoglobin, tudiz
Iépe vaze protony uvolnéné ve tkanich, které ovdem zase uvolfiuje v plicich po nasyceni kyslikem.
Hemoglobin ma tetramerni strukturu, sklada se vzdy ze dvou dvojic odliSnych polypeptidd (monomernich
jednotek), oznacovanych feckymi pismeny (o, B, v, 8), ale i latinkou (S). Kazda podjednotka obsahuje hem.

CHj
N CHs CH3
H3C c
H3 CHs
H,>C
CH3 CHg

H3C

/ Protoporfyrin IX (resp. /I,
Hol porfy (resp. 11l) Hae

Vzorec vlevo znazorfiuje molekulu protoporfyrinu 1X, zakladniho porfyrinu hemu, jehoZ vzorec je uveden vpravo (protoporfyrin + Fe?")

Dvojmocné Zelezo vaze na sva volna koordinacni mista jednak koncovy histidin z 3-globulinového fetézce,
ale hlavné kyslik, aniz by pfitom zelezo zménilo mocenstvi. Pfi navazani kysliku se sou¢asné

z histidinového zbytku uvolni protony a pfispivaji tak k tzv. Bohrovu efektu (coz je viiv oxidu uhli¢itého na
uvolriovani kysliku z hemoglobinu).

Kvartérni struktura je pfi€inou sigmoidniho tvaru saturacni kiivky hemoglobinu kyslikem. Pfi vysokém tlaku
kysliku (plice) je hemoglobin prakticky zcela nasycen kyslikem, naopak pfi nizkém parcialnim tlaku kysliku

nasledujici. Myoglobin, ktery se strukturné velmi podobna p-fetézci hemoglobinu (s hemem) takovyto tvar
saturacni kfivky nema.

Prostorova predstava umisténi atomu Zeleza v hemu

N
Histidinovy = o a navazujici zbytek histidinu (na koncové, 146. pozici v 3-
zbytek |fl globulinovém fetézci, spodni ¢ast vzorce) a ndznak vazby
kysliku (horni rovina nad vzorcem).
F = protein

Pavel Nezbeda 9-4



Klinickd biochemie Kapitola 9. Porfyriny, hemoglobin a bilirubin

9.2.1. Nékteré hemoglobiny a jejich struktura

Hemoglobin Popis SloZeni Novorozenci Dospéli
Normalni lidsky hemoglobin P, 20— 40% 95 —-98%

Minoritni hemoglobin pfitomny u dospélych lidi 020, 0,5%
Fetdlni hemoglobin Y2 60- 80%

Grafické znazornéni béznych hemoglobinti |

HbA HbA, HbF HbS

Mutace genu kédujicich fetézce o a B mohou ovliviiovat biologickou funkci
hemoglobinu. Téchto mutaci existuje nékolik stovek a pokud vedou ke zméné

biologické funkce hemoglobinu, hovoti se o hemoglobinopatiich (v tabulce vys je Na obrédzku je zndzornéna molekula
patologickym hemoglobin S).Typizace hemoglobinl se déje pfedevsim hemoglobinu, kde jsou vidét 4
elektroforetickymi metodami (elektroforéza v polyakrylamidovém gelu, dvourozmérna globinové fetézce (2 + 2 stejné) a 4
elektroforéza, izoelektricka fokusace aj.). pyrolové kruhy (hemy- zelené).

Methemoglobin (HbM) ma hemové Zelezo v trojmocném stavu (oxidace Fe’' na Fe3+), nem(ze vazat kyslik
a nepodili se na jeho transportu. Na rozdil od hemoglobinu ma hnédou barvu.

Za béinych podminek jsou oxidovana asi 3% obsahu hemoglobinu na methemoglobin. Methemoglobin reduktdza udrzuje hladiny
methemoglobinu pod 0,1%. Chybi-li methemoglobin reduktaza, pretrvava 20 — 40% hemoglobinu v oxidovaném stavu
(methemoglobinemie), coz sice neni fatalni koncentrace, ale omezi dodavku kysliku a vysledkem je pretrvavajici cyandza (modré
zbarveni kde Ze). Snizena aktivita methemoglobinreduktdzy z dédi¢nych pricin je vzacna, plivodcem methemoglobinemie mohou
byt napr. néktera antibiotika, sulfonamidy, dusi¢nany (dusicnanova methemoglobinémie kojence) a jina oxidacni Cinidla. DlleZitou
roli v udrzeni redukovaného stavu hemoglobinu hraje i glutation (kap. 8, str. 21, kap. 13, str. 40).

Karbonylhemoglobin (karboxyhemoglobin) vznika vazbou CO na hemoglobin. Oxid uhelnaty se vaze
(reverzibilné) silngji nez kyslik, nasledkem je zaduSeni organismu. Viz kapitola 16.Toxikologie

Pro zvidavé studenty: Otrava oxidem uhlic¢itym (CO,) ma jiny mechanismus — jedna se o zvyseni koncentrace CO, v okoli
postizeného, z plic se pak uvolriuje mensi objem oxidu uhli¢itého pochdzejiciho z metabolismu a tim se zmensuje prostor pro kyslik
(kterého muZe byt v okolnim vzduchu dosatec¢né mnozstvi, ale nedokaze se uplatnit).

Kyanhemoglobin vznika vazbou kyanidd na hem. V pfipadé cytochromoxidazy je disledkem bezprostfedni
smrt zadusenim.

Glykovany hemoglobin a jeho vyznam je podrobné rozebran v kapitole 14.Hormony.

Klasickou metodou stanoveni hemoglobinu v plné krvi je stanoveni Drabkinovym roztokem a fotometrie
kyanhemoglobinu pfi 340 nm. V nasledujicich rovnicich jsou vynechany ionty, které se reakce
nezucasthuji.:

HbFe(ll) + Fe(Ill)(CN)e> —  HbFe(lll) + Fe(ll)(CN)g*

HbFe(lll) + CN" — HbFe(ll)CN (kyanhemoglobin)

Vysvétlivky: Pro zvidavé studenty
HbFe(ll) = hemoglobin Reagencie: ferrikyanid draselny Ks;Fe(CN)g, kyanid draselny KCN a hydrogenuhlicitan
HbFe(ll) = methemoglobin sodny NaHCO;. Kalibruje se na kyanhemoglobinovy kalibrator.

HbFe(lll)CN = kyanhemoglobin KCN je prudky jed, ale koncentrace v roztoku je mala.

Nékdy je dulezité stanovit i volny hemoglobin v plazmé, ktery je indikatorem akutni destrukce erytrocytt
(hemolyza) v cévnim systému. U chronickych hemolytickych onemocnéni nema stanoveni volného
hemoglobinu v plazmé praktickou hodnotu, protoze volny hemoglobin je rychle vyvazan haptoglobinem a
odstranén z krve a jakykoliv volny nenavazany hemoglobin je bezprostfedné vylou€en ledvinami
(molekulova hmotnost hemoglobinu je 64 456). Volny hemoglobin se stanovuje i v transfuzni sluzbé pfi
kontrole krevnich konzerv.
Vzhledem k nizkym koncentracim vyZaduje stanoveni volného hemoglobinu citlivou metodu, dobfe se
osvédCuje spektrofotometrie pri tfech vinovych délkach: 562, 578 a 598 nm.
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9.3. Bilirubin

Bilirubin vznika ze sloucenin, které obsahuji hem:
e 7 hemoglobinu, Hemoglobin
e cytochromd, Myoglobin
e katalazy, Cytochromy aj.

e myoglobinu aj.
Obsahuiji ¢tyfi pyrolova jadra spojena muistky (metinové a methylenové).
Hlavnim metabolitem hemu je bilirubin, ze kterého dal$imi pfeménami
vznikaji dal$i latky (zluGova barviva, srovnej téz Kapitola 5, Analyza moci).
o

Bilirubin Bisglukuronozyl bilirubin

9.3.1. Metabolismus bilirubinu

Hlavnim zdrojem bilirubinu je hemoglobin, ktery se uvolfiuje ze zanikajicich erytrocytl pfedevsim ve sleziné.
Prvnim produktem rozpadu hemoglobinu (iniciovaného mikrozomalnim enzymem hemoxygenazou) je
zeleny biliverdin, ktery se jesté ve sleziné redukuje (biliverdinreduktazou) na zlutooranzovy bilirubin.

Bilirubin je transportovan portalni krvi do jater. Diky tvorbé vodikovych mustka uvnitf molekuly dochazi

k ukryti hydrofilnich skupin, takzZe je ve vodé nerozpustny a je pfepravovan hydrofiinim nosi¢em, albuminem
(90%), na ktery je vazan pomérné silnou vazbou, ¢astecné (10%) i apolipoproteinem D v molekule HDL-
lipoproteinu.

(U pacientt s portalni hypertenzi obchazi pomérné velké mnoZstvi portalni krve jatra, coZz mlze u téchto pacientl vést
ke zvysené hladiné bilirubinu v séru).

V jaternich burikach se procesem zvanym konjugace tvofi estery bilirubinu, pfedevsim s kyselinou
glukuronovou. Vznika mono- a hlavné
diglukuronid bilirubinu (spravny nazev je
bisglukuronozyl bilirubin) €ili konjugovany
bilirubin (konjugat s kyselinou glukuronovou).
Enzym odpovédny za tvorbu konjugati

s kyselinou glukuronovou se jmenuje UDP-
glukuronozyltransferaza (existuje jich vice typu,
pro bilirubin je to konkrétné UGT1A1). Touto
upravou (ktera je typicka pro vice latek, nejenom
pro bilirubin) se stava bilirubin rozpustnym ve
vodé a mlze prechazet do Zlugi, pfipadné mlze
v této formé proniknout i do moci.

Konjugovany bilirubin je na albumin vazan velmi

slabé. P¥i déle trvajici konjugované Ho

hyperbilirubinemii (viz dal) se tato slaba vazba

pfeméni na vazbu kovalentni a vznika tzv. & HO o}

bilirubin, ktery pfetrvava v krevnim obéhu a N
nevyluéuje se ani Zlugi ani moéi. HOTN &bilirubin

Konjugovany bilirubin pfechazi z jater do
Zlu€ovodu a ZluCi se dostava do tenkého stfeva a odtud do tlustého stfeva. Zde dochazi k postupnym
redukcim bilirubinu na fadu latek, Zzluc¢ovych barviv. Dllezitou roli v tomto procesu hraji stfevni bakterie.
Nejvétsi podil tvofi urobilinogen a sterkobilinogen, které se oxiduji na urobilin a sterkobilin. Tyto latky pak
zpUsobuji hnédé zabarveni stolice. Cast barviv se dostava portalnim ob&hem do jater. Pi po$kozeni
jaternich bunék prochazi urobilinogen do ob&hu a objevuje se v modi.

Struéné schéma metabolismu bilirubinu je uvedeno na str. 9-11.
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Nekonjugovany bilirubin se vyskytuje v nékolika typech izomeru.

Nékteré z nich nevytvareji intramolekularni vodikové mustky a jsou ve vodé rozpustné a pro vylouéeni ZIuéi
nevyZaduji konjugaci. V dospélém organismu se vyskytuji pouze ve stopovych mnoZzstvich. U novorozenci
je jeden z téchto izomer(l zastoupen pomérné hodné, ale nezralymi jatry (omezena schopnost konjugace)
se do Zlugi, diky popsanym vlastnostem, vyluéuje pomérné snadno.

Prirozeny (konfiguracni) izomer bilirubinu (al1X,4Z,15Z), pfevaZzujici u savcu, se snadno méni fotoexcitaci na
izomery, které pfechazeji na stabilni a Castecné polarni derivaty oznaCované nézvy lumirubin, cyklobilirubin
nebo fotobilirubin 1I. Tyto latky se vyluCuiji jatry, aniz by musely byt konjugovany, coz je principem jedné

z cest, jak odstranit nadmérny bilirubin z krevniho ob&hu — fototerapie patologické Zloutenky, nejCastéji
novorozenecké.

9.3.1.1. Metody stanoveni bilirubinu

1. Metody na bazi azokopulace
2. Metody na bazi oxidace bilirubinu na biliverdin

1. Azokopulacni metody — princip: kopulace bilirubinu s diazocinidlem v kyselém prostfedi na azobarvivo

a. Jendrassik-Groéf
Diazocinidlem je diazotovana kyselina sulfanilova, ktera se ziska reakci kyseliny sulfanilové
s dusitanem sodnym v kyseliné solné

i i
Ho—ﬁ4©7NH2 HO—ﬁ@—NENCl'
o o)

Kyselina sulfanilova Diazotovana kyselina sulfanilova

Konjugovany bilirubin dava s diazo€inidlem do 30 s ¢ervené zbarveni, &ili reaguje pfimo s €inidlem, odtud
nazev pfimy bilirubin (jak bylo zminéno vys$, pfimo reaguiji s diazo€inidlem i nékteré dalSi formy bilirubinu,
které se ovdem za normalnich okolnosti vyskytuji v zanedbatelném mnozstvi, takZze nepfispivaji vyznamné
k této reakci).

Schéma reakce:

Mono- a diglukuronidbilirubinu + diazoc¢inidlo = azobarvivo (Cervené zbarveni; vhodné k fotometrii: 535 nm)
Nekonjugovany bilirubin je nejprve nutno uvolnit z vazby na albumin pomoci akceleratoru, kterym byva napf.
benzoan sodny s kofeinem. Teprve potom je schopen reagovat s diazoc€inidlem za tvorby &erveného
zbarveni. Reaguje s Cinidlem neprfimo (az po pfidani akceleratoru), odtud nazev neprimy bilirubin. Pro
zvySeni citlivosti reakce se smés alkalizuje (vinan sodnodraselny v NaOH) a zbarveni se zméni na

modrozelené.
Poznamka: NEPRIMY bilirubin = CELKOVY bilirubin minus PRIMY bilirubin

Obecny prabéh reakce:

[bilirubin — albumin] + akcelerator = albumin + uvolnény bilirubin

alkalizace

Modrozelené zbarveni
vhodné k fotometrii
(605 nm)

<—— azobarvivo = diazodinidlo + uvolnény bilirubin

Poznamka:Je tieba si uvédomit, 7e touto metodou se stanovuje CELKOVY bilirubin!

Vzhledem k vlastnimu zabarveni séra je vhodné provadét viastni slepy vzorek (porovnavaci vzorek) a
zabarveni séra od vysledné absorbance odecist. Hemolyza snizuje vytézek reakce!

Poznamka: Reakci popsali v roce 1938 dva panové v praci Jendrassik L, Grof P. Vereinfachte photometrische Methoden zur
Bestimmung des Blutbilirubins. Biochem. Zeitschrift 1938;297:82-9., od té doby prosla reakce cetnymi Upravami a modifikacemi.
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Modifikaci metody podle Jendrassika-Groéfa je Uprava podle HO o
Doumase: Hlavni zmé&nou je, Ze do reakéni smési se na zavér

pridava tzv. STOP-reagencie, ktera plsobi destrukci o OH
nadbyte&ného diazotacniho &inidla a tim umoznuje stanovit
pfimy bilirubin v alkalické oblasti, kde je stanoveni citlivejsi. N OH

V tomto provedeni tedy pro obé formy bilirubinu (konjugovany i
nekonjugovany) se pouziva jedna kalibraéni kfivka. Metoda je
malo ovlivnéna hemolyzou a je vhodna pro stanoveni bilirubinu u
novorozencu.

¢O

s
Z
7\

0" “oH

Produkt diazotacni reakce — azobilirubin

(jeden ze dvou izomerd)

Poznamka: Nékdy se bilirubin u novorozenct stanovuje tzv. pfimou
fotometrii nafedéného séra ve vhodném médiu (napt. ve fyziologickém
roztoku) pfi dvou vinovych délkach. Tato metoda se v soucasnosti
nedoporucuje, protoze mnoha séra se pfi redéni zakali a vysledky takto obdrzené jsou nespravné.

a. Stanoveni pomoci dichloranilinu

Cl Cl Cl
NH, Cl NH,
2,4-dichloranilin 2,5-dichloranilin

V tomto uspofadani je diazotacnim €inidlem bud 2,4- nebo 2,5-dichloranilin, reakéni smés navic obsahuje
detergent. Fotometrie pfi 540 — 560 nm.
Stanoveni je ovlivnéno vysokymi koncentracemi mocoviny a kreatininu, hemolyzou a chylozitou séra.

Diagnostické sety Erba-Lachema s.r.o.: Bilirubin celkovy DCA Liquid 500 (Bil T DCA L 500), Bilirubin pfimy DCA Liquid 500 (BIL D
DCA L 500).

Poznamka: Diazoniova sUl dichloranilinu je dichlorfenyl-diazonium-... Modernim kapalnym ¢inidlem pro stanoveni bilirubinu je
stabilizovana diazoniova st 3,5-dichlorofenyl-diazonium-tetrafluoroborat (DPD), ktera jako US patent ¢. 5112769, byla navrzena
pro stanoveni pfimého bilirubinu. Pouziva se zejména v automatickych analyzatorech, napf. soupravy Beckman-Coulter OSR 6112
a OSR 6212 pro pouziti na analyzatorech fady Beckman-Coulter AU.

2. Oxidace bilirubinu na biliverdin
a. Pouzitim bilirubinoxidazy, enzymu oxidujiciho bilirubin na biliverdin, Ize stanovit specificky
bilirubin. Mé&Fi se pokles absorbance zpusobeny zménou barvy (ze Zlutooranzove na zelenou).
Metoda je vhodna i pro stanoveni bilirubinu u novorozencu.
Poznamka: diagnostickou soupravu doddava napr. francouzska firma CHEMELEX

b. Misto bilirubinoxidazy se pouziva vanadat v prostfedi detergentu. Stanoveni neni prakticky
ovlivnéno ani hemolyzou ani chylozitou séra.
Poznamka: diagnostickou soupravu vyrdbi japonska firma WAKO, pfipadné ¢inska firma Mindray; obdobnou metodu
Ceského plvodu vyrabi a dodava firma SKALAB Svitavy: v pavodni varianté byla misto vanadu pouZita méd, v posledni
verzi metody je pouzit ferrikyanid

Referenéni hodnoty:
Celkovy bilirubin (T-Bil, t-Bil, total bilirubin): vétSina metod uvadi horni limit do 17,1 umol/l
Konjugovany bilirubin (D-Bil, d-Bil, direct bilirubin): pfiblizZny horni limit je 5 umol/l

9.3.2. Zloutenky a hyperbilirubinemie

PFi hodnotach bilirubinémie nad 35 ymol/l dochazi ke Zlutému zbarveni kizZe a sliznic — vznika ikterus neboli

Zloutenka.

Zloutenky vypadaiji riizné&, takze ptivodni déleni bylo do tFi zakladnich typl. Rozeznaval se ikterus:

e flavinovy (jasné Zluty, nejCastéji doprovazi hemolytické stavy, subjektivni stav nemocného byvéa dobry),

e rubinovy (zbarveni doCervena, doprovazi onemocnéni jaterni tkané) a

e verdinovy (zlutozeleny, doprovazi cholestazu, byva tmava moc¢, coz je zpusobeno pfitomnosti
konjugovaného bilirubinu).

Toto déleni velmi dobfe koresponduje s nésledujicim délenim podle vztahu k jatram.
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9.3.2.1. Déleni zloutenek podle vztahu k jatrim:

1. Prehepatalni (hemolyticka, pfedjaterni)

2.  Hepatalini (jaterni)

3. Posthepatalni (obstrukéni, z uzavéru zluéovych cest)

1. Hemolyticka zloutenka (viz schéma)
Pri¢ina: jakykoliv stav, ktery zvySuje destrukci erytrocytl (zvySena tvorba a odbourani hemoglobinu).

Biochemické nalezy:
e krev — vy33i hodnota nekonjugovaného bilirubinu
e moc¢ — pozitivni Ehrlichova reakce, zkouska na bilirubin negativni

Hemolytické onemocnéni novorozenct (HON):

Pri¢ina: neslucitelnost v ABO Rh systému. Za ur€itych okolnosti mGze (napf. fetomaternalni krvaceni) dojit
v pfipadé inkompatibility v ABO Rh systému ditéte a matky k tvorbé protilatek v téle matky proti krvinkam
plodu. Nejcastégji se tvori protilatky proti antigenu D (Rh inkompatibilita). DalSimi pfi¢inami HON mohou byt
protilatky proti anti-c, Kell (K a k), Duffy (Fya), Kidd (Jka a Jkb), MNS (M, N, S a s), anti-C a anti-E. Ke styku
matciny krve a krve plodu dochazi pfi porodu (potratu, mimodéloznim téhotenstvi, pred€asném odlucovani
placenty, amniocentéze aj.). Vytvoiené protilatky pfi dalSim téhotenstvi pronikaji pfes placentu do ob&hu
plodu a zplGsobuji hemolyzu., ktera vyusti v novorozeneckou Zloutenku a dochazi k ohrozeni plodu.
Neslucitelnost v Rh systému vyzaduje podani Rh antiséra IgG anti-D do 48 hodin po porodu, potratu a
umeélém preruseni Rh-negativnim Zenam, aby krvinky plodu D-pozitivni, které pfipadné pronikly do matcina
krevniho obéhu, byly zni€eny a nemohly vést k tvorbé protilatek.

Biochemicky nalez: bilirubin v pupecnikové krvi nad 70 umol/l, pokles hemoglobinu, dulezita je dynamika
procesu. Stoupa-li nekonjugovany bilirubin, m{ze dojit az k pfestupu do mozkové tkané (bazalni ganglia —
jadrovy ikterus) rezultujici v trvalé poskozeni az smrt ditéte! Indikace k tzv. vyménné transfuzi.

Biomarkery); stanovuji se na zakladé analyzy absorpcni kfivky.

2. Hepatalni zloutenka (parenchymaini — viz schéma)

Pri¢ina: poSkozeni jaternich bunék (jaterniho parenchymu)

Priklad: Zloutenky po rGznych jaternich jedech (chloroform, fosfor, chlorid uhlicity), Zloutenky zptsobené toxiny, virem infekcni
hepatitidy, méstnanim v jaternich cévach u srdecniho selhani, Zloutenky pfi cirh6zach

Biochemické nélezy:

e krev — zvySeny hodnoty konjugovaného i nekonjugovaného bilirubinu, zvySena hodnota urobilinogenu
e moc — vzestup urobilinogenu, Ehrlichova reakce pozitivni, bilirubin pozitivni

Poznamka: je-li narusena schopnost jaterni bunky konjugovat bilirubin, nestoupa hladina konjugovaného bilirubinu ani v krvi ani
V. mocCi

3. Obstrukéni zloutenka (viz schéma)
Pric¢ina: ucpani jaterniho nebo spole¢ného zlu¢ovodu. Barvivo se resorbuje do jaternich zil a lymfatickych
cest.

Biochemické nalezy:

e krev — vzrust konjugovaného bilirubinu, pozdéji i nekonjugovaného (pfi¢inou je zpomaleni konjugace
vlivem méstnani)

e moc — bilirubin pozitivni, urobilinogen negativni

Poznamka: v tomto pripadé je acholicka stolice (tj. chybi zabarveni zZlu¢ovymi barvivy)

9.3.2.1.1. Klinické poznamky
Prehled laboratornich nalezi u jednotlivych typtl Zloutenek (déleni podle vztahu k jatrim)

Ikterus S-bilirubin S-bilirubin U-bilirubin U-urobilinogen
nekonjugovany konjugovany
prehepatalni 0 o o
hepatalni 0 +
posthepatalni N + + -
Legenda k tabulce: T = zvy$eno; N = normalni/fyziologicky; - = negativni; + = pozitivni

(volné podle Racek a kolektiv: Klinicka biochemie, Galén, Praha 1999)
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9.3.2.2. Déleni zloutenek podle typu bilirubinu nachazejiciho se v krvi

V tomto se spiSe nez o déleni Zloutenek mluvi o déleni hyperbilirubinémii, a to na nekonjugované,
smiSené a konjugované.

1. Hyperbilirubinémie nekonjugované - pficiny

a. Nadmérny vznik bilirubinu (vSechny hemolytické anémie, vrozené i ziskané, véetné hemolytické nemoci
novorozence; fyziologicky ikterus novorozence); dalsi pficinou je vznik bilirubinu pfimo v kostni dfeni
(defektni erytropoéza), extravaskularni hemolyza, nadprodukce bilirubinu z nehemoglobinovych zdroju

b. Porucha vychytavani bilirubinu a jeho konjugace (nezralost transportnich systéma - podil na fyziologické
Zloutence novorozencd, ziskané €i vrozené defekty transportu bilirubinu na sinusoidalnim pélu
hepatocytu, pfechodné familiarni hyperbilirubinémie, Gilbertdv syndrom, nezralost konjugac¢niho
systému u novorozenc(, vrozené ¢i ziskané defekty konjugace bilirubinu)

Poznamka pro zvidavé studenty: Gilbertlv syndrom je zplsoben mutaci genu pro UGT1A1 (viz str. 7-30), ktera vede ke snizeni
aktivity této transferazy, tudiz i ke snizeni procesu konjugace (tj. glukuronozylace nekonjugovaného bilirubinu) a tak ke vzniku
nekonjugované hyperbilirubinémie. Také se snizuje pomér bis- a monoglukuronozyl bilirubinu ve Zluci, tzn. ve prospéch
monoglukuronozyl bilirubinu, a protoZze monoglukuronozyl bilirubin se ve Zluci snaze dekonjuguje, je snizeni tohoto poméru
pric¢inou vyssiho vyskytu Zlu¢ovych kamend z vypadavajiciho nekonjugovaného bilirubinu (pigmentové cholelitidzy) u jedincd

s Gilberovym syndromem.

2. Hyperbilirubinémie konjugované
PFicina: Porucha odtoku Zlu€i - obstrukce Zlu€ovych cest; kamen zaklinény v koncové €asti choledochu
(zlu€ovodu), nador zZlu€ovych cest nebo hlavy pankreatu, porucha stfevniho metabolismu a;.

Poznamka: Stejny laboratorni nalez se nachazi i u nékterych onemocnéni, které nemaji za pricinu obstrukci Zlu¢ovych cest (napf.
dédi¢né zplsobena porucha exkrece konjugovaného bilirubinu jaterni burikou)

3. Hyperbilirubinémie smisené

Pficina: Poskozeni hepatocytl = porucha vychytavani a konjugace (virova hepatitida, jina virova ¢i
bakterialni onemocnéni, toxicka poskozeni jater — bakterialni toxiny pfi sepsi, chloroform, tetrachlérmetan,
toxiny muchomurky zelené)

9.3.2.3. Déleni hyperbilirubinemii podle mista jejich vzniku

V literatufe Ize nalézt i dalSi déleni hyperbilirubinemii, napf. podle mista vzniku hyperbilirubinemie na urovni
bunéénych organel. Konjugace bilirubinu nastava na jaternich mikrozomech, pokud tedy dochazi k poruse
v metabolismu bilirubinu pfed jeho konjugaci, dochazi k typické nekonjugované hyperbilirubinemii (ktera
ovSem muze nastat i z jinych pfi€in, napf. pfi sniZzeni biotransformace bilirubinu stfevni mikroflérou aj.).
Pokud je porucha v metabolismu bilirubinu az za mistem konjugace bilirubinu, za mikrozomy, dochazi

k hyperbilirubinemii konjugované. Kombinaci obou typu vznika smiSena hyperbilirubinemie. Jak vidno, je
toto déleni prakticky totoZné s pfedchéazejicim typem déleni.

Poruchy metabolismu bilirubinu a z toho vyplyvajici hyperbilirubinemie

porucha vychytavani bilirubinu | ziskané konjugované hyperbilirubinemie kombinace pficin pre- a
jatry sdruzené s intrahepatalni cholestazou postmikrozomalni

B AT . ; - - — - hyperbilirubinemie
porucha konjugace bilirubinu ziskané konjugované hypebilirubinemie

sdruzené s extrahepatalni cholestazou

porucha stifevniho metabolismu bilirubinu

Vysoké koncentrace bilirubinu (hyperbilirubinemie) mohou byt za uréitych podminek toxické, na druhou stranu se uvadi, Ze stredni
nekonjugovana hyperbilirubinemie maze chranit proti kardiovaskularnim chorobam a pred nddorovym bujenim, a to tim, Ze
nekonjugovany bilirubin mdze reagovat s volnymi radikaly a tak chranit organismus pred jejich plsobenim. Existuji dikazy, ze
novorozenci s vy$si nekomplikovanou hyperbilirubinémii (<340 mmol/l) maji ve srovnani s novorozenci s nizsi bilirubinémii snizeny
vyskyt nékterych onemocnéni a stavli komplikujicich ¢asné neonatélni obdobi. Vétsinou se jedna o patologické stavy sdruzené

s vysokym oxidacnim stresem. Zda se, Ze i odpadni latky z metabolismu, mohou byt pro organismus uzite¢né.
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Strucné schéma metabolizmu bilirubinu

Slezina
hem — bilirubin

—_—

Krev
bilirubin-albumin-bilirubin

Porucha
konjugace

Snizené vychytdvani I

Jatra
(konjugace)

kyselina glukuronova-bilirubin-kyselina glukuronova
(bilirubindiglukuronid = konjugovany bilirubin)

Porucha
vylucovani

Zlué

Nadmérna

Krev
bilirubindiglukuronid

Nepatrné.
Pfi hepatitidé
ve zvysené
mife

bilirubindiglukuronid

Porucha

——— odtoku

Nepatrné mnoZzstvi
urobilinoidd
poftalnim obéhem

Tenké strevo
bilirubindiglukuronid

bilirubindiglukuronid — bilirubin + kys. glukuronova
(dekonjugace bilirubinu bakteridlni f-glukuroniddzou)

bilirubin = urobilinoidy
(redukce bilirubinu bakteridlnimi oxidoreduktdzami)

Hlavni urobilinoidy jsou uro- a sterkogilinogen
urobilinogen — urobilin
sterkobilinogen — sterkobilin

(neenzymovad oxidace na hnédo-oranZové pigmenty ddvajicich stolici
charakteristickou barvu)

Stolice

(nezreagovany) bilirubin
urobilinogen, urobilin
sterkobilinogen, sterkobilin

(+ dalsi produkty metabolizmu
bilirubinu)

Ledvina

bilirubindiglukuronid

Moc
bilirubindiglukuronid
urobilinoidy
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Prehled déleni hyperbilirubinemii (Zloutenek) podle riznych principt |
Délici princip Typ ikteru/hyperbilirubinemie
—> Flavinovy
—> Ikterus > Rubinovy
—> Verdinovy
—> Prehepatalni
—> Vztah k jatrim — > Hepatalni

Déleni zloutenek

(hyperbilirubinemii) | —> Posthepatalni
—»  Hyperbilirubinemie nekonjugované
—> Typ bilirubinu e L Hyperbilirubinemie konjugované
—> Hyperbilirubinemie smiSené

Misto vzniku
hyperbilirubinemie

Umélecké ztvarnéni molekuly hemoglobinu,

molekuly hemu jsou tentokrat vyvedeny bile.
(http://www.komsta.net/chemwalls/hemoglobin-1280.jpq)
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9.4. Struéné shrnuti kapitoly

9.4.1. Porfyriny

Porfyriny jsou organické, cyklické slou€eniny, odvozené od tetrapyrolu porfinu.
Na bazi tetrapyroll existuje cela fada slou¢enin s rozmanitymi biologickymi G€inky, mezi néz patfi
zachycovani svételné energie, uvolnéni energie a tvorba ATP, transport kysliku, bun&tna
signalizace, antioxidacni u€inky.
Protoporfyrin Il je zakladem hemu, sougasti hemoglobinu, krevniho pfenasece kysliku.
Syntéza hemu je slozita, je zahajena syntézou glycinu a sukcinylCoA na kyselinu 8-aminolevulovou.
Chyby v syntéze gemu davaiji vznik porfyriim, coz je nazev pro skupinu vrozenych metabolickych
poruch. Bylo popsano Sest typl porfyrie, jeZ jsou klasifikovany podle

o nejvice postizenych organt a bunék (erytropoetické, hepatalni, erytrohepatalni)

o projevu (kozni a jaterni)

o prubéhu (akutni a chronicke).
PFi porfyriich se obecné hromadi néktery z metabolitdl v riznych organech a tkanich, zejména
v kUzi, kostech a zubech a zpUsobuiji rlizné zdravotni potize, véetné fotosenzitivity. Privodnim
jevem je porfyrinurie.
Porfyrie s postizenymi enzymy, které jsou na pocatku metabolické vedou k hromadéni ALA a PBG.
Jedna z téchto latek, mozna obé, plsobi toxicky na abdominalni (v oblasti bficha) nervy a CNS, coz
vede k abdominalni bolesti a neuropsychickym symptomum.
Enzymové bloky v pozdéjsich stupnich metabolismu maiji za nasledek akumulaci riznych typu
porfyrinogenu, jejichz oxida¢ni derivaty zplsobuiji fotosenzitivitu, tj. reakci na viditelné svétlo v
oblasti 400 nm, coz ma za nasledek kozni defekty.

Porfyriny se zjistuji, pfipadné i stanovuji v moci, stolici a v erytrocytech.

9.4.2. Hemoglobin

Hemoglobin je porfyrin s obsahem Zeleza vazany na protein globin. Vaze reverzibilné kyslik a slouzi
jako transportni systém kysliku v krvi. Kromé kysliku, ktery pfenasi z plic do perifernich tkani,
pfendsi i protony a oxid uhliity (jako karbaminohemoglobin, asi 5% celkového CO,) z perifernich
tkani do plic.

Normalni lidsky hemoglobin HbA sestava se Ctyr globinovych Fetézcu (a,8,) a étyf hemd. V mensSim
mnozstvi se u dospélych nachazeji také hemoglobiny HbF (fetalni) a HbA, s fetézci & misto f).
Existuje cela fada patologickych hemoglobinu, ve kterych se liSi zejména sekvence aminokyselin

v jednotlivych proteinovych fetézcich.

Methemoglobin obsahuje trojmocné zelezo a nemUize pfenaset kyslik. Pfi¢inou maze chybéni &i
nedostate¢na ¢innost enzymu hemoglobinreduktazy, coz mlze byt (vzacné) vrozené nebo
zpUsobeno vnéjSimi vlivy, zejména nékterymi léky a oxidaénimi Cinidly.

Karbonylhemoglobin vznika vazbou oxidu uhelnatého (nedokonalé spalovani paliva) na
hemoglobin. Oxid uhelnaty se vaze sice reverzibilng, ale pevnéji nez kyslik, a muze zpUsobit smrt
jedince udusenim.

Kyanhemoglobin vznika vazbou kyanidi na hem, disledkem je bezprostfedni smrt zadusenim

(vazba na cytochromoxidazu).
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Glykovany hemoglobin vznika vazbou glukézy na proteinovou ¢ast barviva. Je dulezitym markerem
stavu diabetu z dlouhodobého hlediska.
V pIné krvi se stanovuje hemoglobin fotometricky Drabkinovym roztokem.

Volny hemoglobin v plazmé se stanovuje spektrofotometricky pfi tfech vinovych délkach.

9.4.3. Bilirubin

Bilirubin je odpadni latka vznikajici rozpadem hemu. Tvofi se pfes zeleny biliverdin jiz ve sleziné. Je
nerozpustny ve vodé a je transportovan portalni krvi ve vazbé na albumin do jater, kde je
konjugovan zejména s kyselinou glukuronovou, stava se rozpustnym a pfechazi do Zluci. Hlavnim
zdrojem bilirubinu je hemoglobin.
Pfi nadbytku konjugovaného bilirubinu v krevnim obéhu, dochazi k jeho pevné vazbé na albumin za
vzniku &-bilirubinu, ktery pfetrvava v obéhu a jehoz biologicky polo¢as je asi 21 dni.
Koncentrace bilirubin nad 35 umol/l zplsobi zaZloutnuti skler, pozdéji i kiZe a sliznic, Zloutenku
(ikterus).
Puvodni déleni Zloutenek bylo podle zabarveni klize a sliznic na flavinovy, rubinovy a verdinovy.
Hyperbilirubinemie se déli podle

o vztahu k jatrdm na prehepatalni, hepatalni a posthepatalni

o typu bilirubinu nachazejiciho se v krvi na nekonjugované, konjugované a smisené

o podle mista jejich vzniku, napf. premikrozomalni, postmikrozomalni apod.
Bilirubin se stanovuje

o azkokopulaéni metodou (Jendrassik-Grof); metoda méa nékolik modifikaci, principem je

reakce bilirubinu s diazo€inidlem na barevnou latku (azobilirubin), stanovitelnou
fotometricky
o oxida¢né pomoci
= bilirubinoxidazy
= Kkovu (vanadatova metoda)

Principem je oxidace bilirubinu na biliverdin (zména zbarveni z oranZového na zelené) a méfeni
Ubytku absorbance.
V modi se bilirubin zjiStuje diagnostickym prouzkem s indikaci na bazi azokopulaéni metody, nebo

Rosinovym ¢inidlem tj. oxidaci bilirubinu jdem na biliverdin.
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9.5. Kontrolni otazky
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Formulujte prabéh dvou zakladnich reakci pro stanoveni glukosy.

Uvédomte si, jaké jsou dva principy amperometrického stanoveni glukosy a jaky je mezi nimi rozdil.
Znate néjaké zastupce (pfistroj) pro POCT v ramci méfeni glukosy?

Jaky vyznam ma glukosa pro organismus? Co se da z naméfenych (sérovych) hodnot koncentrace
glukosy vyvodit?

Kde, jak a pro¢ se tvofi v téle mo€ovina? Je tomu tak u vSech zZivocichG?

Enzymovéa metoda na stanoveni moc€oviny obsahuje dva enzymy. Které to jsou a co katalyzu;ji?
Co Fika vysledek stanoveni (sérové) mocoviny?

Jaky je princip stanoveni kreatininu metodou podle M. Jaffé?

Co je (obecné) velkou nevyhodou Jaffého metody?

Co to je a k €emu slouzi kreatininova clearance? Jaké vSechny udaje potfebujete pro vypocet
korigované kreatininové clearance? Za jakych podminek vypocty neplati?

Da se odhadnout glomerularni filtrace jinak?

Je kyselina moc¢ova pouze odpadnim produktem nebo ma i néjaky fyziologicky vyznam?

Jaky je princip enzymového stanoveni kyseliny mocové?

Existuji stavy z nadbytku ¢i nedostatku kyseliny mocové?

Jak se stanovuji aminokyseliny?

Jaky ma vztah stanoveni aminokyselin k dédiénym porucham metabolismu?

Co jsou to dédicné metabolické poruchy?

Co jsou to porfyriny? Jaké maji vlastnosti?

Kde se porfyriny uplatiuji?

Co jsou to porfyrie?

Jaka je metabolicka cesta hemu?

Co je to bilirubin, v jakych formach existuje a jak a kde vznika? Je vam jasny rozdil mezi pfimym,
konjugovanym, nepfimym a celkovym bilirubinem? A co vztah k mikrozom{m?

Uvédomte si rozdilnost principl riznych metod pro stanoveni bilirubinu. Zkuste je formulovat.
Uvédomte si principy déleni (typl) hyperbilirubinemii. Zkuste hyperbilirubinemie rozdélit podle

rdznych hledisek. Své zavéry konzultujte se schématem metabolismu bilirubinu.

Je kazda hyperbilirubinemie provazena Zloutenkou?
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