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Porfyriny



Porfyriny
S

prekurzory hemu
« tetrapyrolové jadro (porfin)
« substiuenty (methyl, vinyl, acetyl, propionyl aj.)

metaloporfyriny (Fe, Mg, Co, Pb)
Podle pocCtu karboxylovych skupin rozliSujeme

okta (8, uroporfyrin), hepta (7), hexa (6), penta (5),
tetra (4, koproporfyrin) porfyrin



Porfyriny
S

e Porfyriny - tetrapyroly, prekurzory hemu

e \/znikaji radou na sebe navazujicich reakci
e Dulezité 2 enzymy:
» syntaza kyseliny 5 — aminolevulové
tvorba kyseliny 5 - aminolevulové (ALA) z glycinu a sukcinatu
» porfobilinogensyntaza
vznik porfobilinogenu z 2 molekul ALA
e Glycin + sukcinykoenzym A — kyselina 5.aminolevulova (ALA) —
porfobilinogen (ze 2 ALA) — uroporfyrinogeny — po oxidaci
uroporfyriny— koproporfyrinogeny — po oxidaci koproporfyriny —
protoporfyrin IX— po prijeti atomu Fe vznika Cerveny hem

Porfyrie - defekt tvorby kteréhokoliv enzymu syntézy porfyrind za
stupnem ALA typicka VVSokeg1 koncentrace ALAY Y PO




Syntéza hemu
S
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!

Protoporphyrin IX

Succinyl CoA + Glycine
ALA synthase l
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Uroporphyrinogen | —= Coproporphyrinogen |



Porfyriny — biosynteza
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Porfyriny
S

Poruchy metabolismu porfyrinu:
e Ziskane (napr. pfi otrave olovem)
e S dedicnym podkladem — porfyrie



Porfyrie:
S

e Metabolické poruchy

e Charakterizovany:
- hromadénim porfyrin nebo jejich prekurzort v nékterych
tkanich
— zvysenou hladinou v plasmé Ci v erytrocytech
— zvySenym vyluCovanim porfyrin0 nebo jejich prekurzoru
stolici nebo moci



Porfyrie - deleni
-

<+ Dle mista zvysené koncentrace « Dle prubehu

— Erytropoeticke — Akutni

- Jaterni — Chronicke
< Dle puvodu « Dle projevu

- Vrozene - Kozni

- Ziskané - Jaterni



Porfyrie — klinické priznaky
-

e Akutni bolest v brise, neurologickeé priznaky

- Vysoka koncentrace 6 — ALA a porfobilinogenu —
neurotoxicky ucinek

e Fotosenzitivita

- Intenzivni absorpce svétla (400 nm) v kuzi
nemocnych — aktivace porfyrinové molekuly —
uvolnéni volnych radikalu — poSkozeni kuze



Porfyrie



Klinické projevy porfyrii

Pozdni kozni porfyrie (PCT)
- vysoka zranitelnost kuze, spontanni tvorba puchyitim hyperpigmentace

- klinicka manifestace ¢asto iniciovana soucasnym jaternim postizenim (nadmérna
konzumace alkoholu, hepatitida C, vzacnée estrogeny)

- nelé¢ena muze vést ke vzniku karcinomu jater

Akutni ataky (AIP)
- kfeCovité az agonizujici bolesti bricha
- dalsi pfiznaky: napr. tachykardie, zvraceni, kfecCe

Pozn.: Ddlezita prevence
- akutni ataka Casto vyvolana pouZitim léku, kt. nemocni nesméji dostat

vvvvv

- pokud je ale jedinec nositel genu, ale neprodélal klinicky zachvat, je dg. na
zakladé fluorescencnich a fotometrickych metod obtiZzna -> zjiStovani genové mutace



Porfyrie
|

Symptomaticka jaterni porfyrie (Porfyria cutanea tarda)
e nejCastéjsi, patfi mezi jaterni porfyrie (poskozeni jater)
e pfi nedostatku uroporfirogen dekarboxylasy

e oObjevuje se v pozdéjSim veku

Akutni intermitentni porfyrie

e porucha premény porfobilinogenu a porucha metabolismu steroidu
Vv jatrech (hromadi se a indukuji tvorbu syntazy ALA)

Cela rfada dalSich typu porfyrii
RozliSeni typu - analyza porfyrinu nejCastéji v moci
- zridka v plasme, erytrocytech a stolici
- analyza enzymu - vyjimec¢né, v CR se provadi ve
VFN Praha (dehydrataza 5-aminolevulatu)



Glycine + Succinyl CoA

Delta-aminolevulinic acid (ALA)
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Stanoveni porfyrinu

o]
e Konjugované dvojné vazby — barevnost hemu,
porfyrinu
e Redukované formy porfyrinu — bezbarve,

PO neenzymove oxidaci vzniklé porfyriny jsou
barevné (absorbuji zareni s maximem 400nm,
kyselé roztoky nebo roztoky v org. rozpustédlech
po excitaci UV zareni fluoreskuiji)



Stanoveni celkovych porfyrinu:
-

e Spektrofotometricka kfivka v  oblasti 350-450 nm
Charakteristické absorbéni spektrum — Soretuv pas,

s maximem okolo 400 nm
e Pri vetsim podilu uroporfyrinu — posun abs. maxima na 405 nm
e Material: okyselena jednorazova moc (kys. sirova)
nutno chranit pred svétlem
e Fyziologické rozmezi je do 144 ug/l (0,22 umol/l)

V' pripadé pozitivity nasleduje dalsi vysetreni moCe - stanoveni
jednotlivych porfyrinu, stanoveni prekurzoru porfyrinu (ALA, PBG), a
pripadné i enzymu v krvi podilejicich se na tvorbé a pfreméné porfyrint
(vyjimecne).

Méné cCasto moznost stanoveni porfyrind ve stolici, erytrocytech Cci
plazmeé



Stanoveni jednotlivych porfyrinu;
.

e V kyselem prostredi po ozareni UV svetlem (400 nm) silné
fluoreskuji v Cervené oblasti (550-650 nm)

e Okyselena mo¢ 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 pmol /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
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Chromatogram s piky jednotlivych porfyrinu
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Zdroj: TIETZ Textbook of Clinical
Chemistry and Molecular
Diagnostic, Washington, 2006




Stanoveni porfyrinu
a jejich prekursoru - kvantitativné

Stanoveni porfobilinogenu (PBG) v mog¢i - spektrofotometricky:

e Reakce porfobilinogenu v kyselém prostredi
s p-dimetylaminobenzaldehydem

e Vznik Cerveného kondenzacCniho produktu

e Referencni rozmezi: do 36 umol/l

Stanoveni 5-aminolevulatu v moc¢i - HPLC:

e 5-aminolevulat se reakci s acetylacetonem a formaldehydem
pfevede na fluorescencni derivat

e Stanoveni HPLC metodou s fluorescencnim detektorem

e Referencni rozmezi: do 20 umol/l



Hemoglobin



Hemoglobin

Transportni metaloprotein, Cervene zbarvena bilkovina v erytrocytech
Prenos krevnich plynu - pfedevsim O, z plic do perifernich tkani,

ale i casti CO, v opacném smeru (reverzibilni vazba)

Dulezity pufraéni systém krve — vazba H* na postranni fetézce His
(pfedevsim v periferni tkani)

VétSina hemu se tvofi v kostni dreni, pfi jeho odbouravani dochazi
k tvorbe zlucovych barviv

Degradaci globinu vznikaji aminokyseliny
Volny Hb se vaze na haptoglobin — ochrana ledvin

Koncentrace Hb v krvi:

B P U

zeny: 120-165 g/l Do 50 mgl/l 0 arb.j.
muzi: 130-175 g/l >300mg/l intravaskularni hemolyza




B chain 2

= Fe?*
Heme

Hemoglobin

o chain 2

« Tetramer — podjednotky spojeny H-mustky a iontovymi vazbami

« Kazda podjednotka slozena z proteinoveé Casti — globinu a prosteticke
skupiny — hemu s centralnim kationtem Fe?* (pevné vazan
koordinaCné kovalentnimi vazbami)

e Patfi mezi konjugované bilkoviny - spojenim bilkoviny s organickym
komplexem obsahujicim kov

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

e Globin je tvofen 4 polypeptidickymi fetézci: napr. dvéma fetézci o
a dvéma retezci 3
e Molekula ve tvaru ¢Ctyfsténu

o KaZdtyngobino_vy: Fetézec je v jednom rohu, porfyrinové retézce jsou
umisteny v dutinach retézcu s atomem Fe uprostred

e Hemoglobin: 4 polypeptidické fetézce (napf. 2a. a 23), 4 hemy, 4 Fe



B chain 2

Fe?*
Heme

o chain 2

Hemoglobin

= nékolik typd molekul Hb — rozliSujeme podle globinovych fetézcu (a, B, v, O, € a {):
Adultni Hb (HbA):
- Hb A1l (2a2): majoritni forma Hb u dospélych a déti nad 7 mésicu
- HbA2 (2a28): minoritni forma Hb dospélych

Fetalni Hb:
- HbF (2a2y): tvofen u plodu, po narozeni je odbouravan a nahrazovan Hb A;
u novorozencuU az 70% celkového Hb

Embryonalni Hb

- tvofen u embryi burikami krevnich ostrivku zloutkového vacku v prvnich tydnech vyvoje,
pozdéji je nahrazen Hb F

- Gower | (2¢2¢), Gower Il (202¢), Portland (2¢2y)

Podil Hb u dospélych:
96% HbA1L (a,p,)
2-3% HbA2 (a.,5, )

1 % HDbF (a,y,)




Derivaty hemoglobinu

Oxy-/deoxyhemoglobin (oxy/deoxyHb) — s navazanym O, nebo bez
navazaného O, (Zelezo ve formé Fe?*, v oxidované i neoxidované formé)

Karbaminohemoglobin (HbCO,) — fyziologicky komplex s oxidem uhliCitym
(CO, navazany pres -NH, konec [3 fetézce)

Karbonyl /Karboxyhemoglobin (COHDb) - vnika pfi otravach s CO reversibilni
vazba CO, ktery se na Fe*vaze asi 200-300x pevnéji nez O,) - i kdyZ je vazba
rever2|b|In| za normalniho tlaku jej O, z vazby nevytlacCi; snizena schopnost
krve transportovat kyslik = tkanova hypOX|e (kuraci, otrava CO), konc. v krvi
<0,5%

Sulfhemoglobin — smés oxidovaného a CcCasteCné denaturovaného Hb
vznikleho béhem oxidativhi hemolyzy, béhem oxidace Hb vazba atomu siry,
nemuze vazat kyslik ale CO ano

Kyanhemoglobin (HbCN) — otravy kyanidy



Derivaty hemoglobinu

e Methemoglobin (metHb) — vznika z hemoglobinu oxidaci zeleza Fe?* na Fe3*
- neschopnost reverzibilné vazat kyslik, normalné konc. v krvi pod 1,5 %
- hnédé zbarveni krve
- zpétna redukce: NADH methemoglobin reduktaza (neni plné vyvinuta u
déti do 1 roku, navic: u déti vétsi aktivita interstinalni fléry (hlavné E.coli) =
vétsi redukeni schopnost — preména dusiénanu na dusitany)
= riziko methemoglobinemie u déti pfi piti vody s obsahem
dusi¢nanu
- oxidaci Fe?* na Fe3* mohou zpUsobovat napf. i aniliny (barviva)

nebo sulfoamidy (IéCiva)
- Kongenitalni methemoglobinémie - udrzba Fe?* naruSena nedostatkem
NADH methemoglobin reduktazy (riziko methemoglobinemie u déti pfi piti
vody s obsahem dusiénanu)
- Metabolicka acidéza nebo kdma - zvySeni konc. methemoglobinu
- Hladiny nad 70% mohou byt letalni



Derivaty hemoglobinu

Glykovany Hemoglobin (HbA1C)

neenzymaticka vazba glukézy na fetézce globinu udava se v mmol
glykovaného/mol celkového hemoglobinu

za normalnich podminek asi 20 — 42 mmol/mol,
u dobré kompenzace diabetu do 53 mmol/mol
parametr pro zpétné sledovani compliance pacienta pfi IéCbé diabetu

Vysoka hodnota (>60 mmol/mol] — vysoké riziko rozvoje dlouhodobych
komplikaci (retino-, nefro-, neuro-, kardiopatie)

Posouzeni dlouhodobé kompenzace diabetu (6-8 tydnu zpétné)



Talasémie, Hemoglobinopatie
]

Hemoglobinopatie:

e Strukturalni abnormality jednoho nebo obou globinovych fetézcu (zaména
aminokyseliny v fetézci)
Vice nez 900 typu, vétSina se klinicky nemanifestuje

Vice nez 100 druh anemii ma nestabilni o ¢i B globinové fetézce — nestabilni
hemoglobinova hemolyticka anémie

e Srpkovita anémie - u homozygotu defekt tvaru erytrocytu, anémie, bolest
kloubu, infarkt riznych organu - S forma hemoglobinu (zdména kys. glutamové

za valin)

Talasémie:

e Deé&di¢né poruchy - zména poméru syntézy jednoho €i druhého globinového
fetézce

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

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

Nékdy bez klinickych pfiznakd, jindy s vyraznou anémii



Stanoveni Hb a jeho derivatu
c ]

= Spektrofotometrické méreni — tHb i jeho derivaty maji charakteristicka absorpc¢ni
spektra ve viditelné oblasti zareni

= typicka vyrazna absorpCni maxima v oblasti 400-430 nm

(Soretliv pas), dalSi absorpéni vrcholy jsou podstatné nizsi
oxyhemoglobin deoxyhemoglobin (redukovany Hb) methemoglobin karbonylhemoglobin

0

< i

[eoH
(32 H
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2
o

absorpce

404 120 450 nm vinova délka %650 nm
414 1500 1540555 578 1630

Prekreslil Petr Menzel, 2011.



Stanoveni hemoglobinu

e NejCasteji v pIné krvi
e Stopy Vv seru, plasmé&, mocCi a stolici - na zaklade

pseudoperoxidazové aktivity - hem obsahujici Fe?* katalyzuje
oxidaci nekterych barviv benzidinového typu peroxidem vodiku

Stanoveni Hb v pIné krvi s hexakyanozelezitanem (Drabkin) —
referencni metoda (drive jako soucCast stanoveni krevniho
obrazu,1966 mezinarodni standard, pomala a nesnhadno se
automatizuje, toxicky odpad):

Hb se lyza¢nim roztokem (hypotonicky pufr) uvolni z erytrocytu
Hb + Fe (CN) &% — MetHb + Fe (CN)*

Met Hb + CN- —» MetHbCN

Vznik kyanidoveho komplexu, meri se fotometricky pfi 540 nm



Stanoveni Hb v piné krvi
S

e Soucast stanoveni krevniho obrazu (na hematologickych
automatech ):

- nejprve se pridavkem specialniho roztoku zlyzuji
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, presné
meri i vzorky s obsahem methemoglobinu a kontrolni krve

e V biochemii jako soucast ABR analyzatoru - mérfeni
absorpce svétla v plné krvi (vyuziti rozptylu svétla Cervenymi
krvinkami - svetelnym zdrojem je laser



Stanoveni derivatu hemoglobinu
(v plné krvi)

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

e Derivaty hemoglobinu - meri se
spektrofotometricky na zakladé 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
|

Stanoveni glykovaného hemoglobinu:
e Stanoveni frakce HBA 1c zvysSené u diabetikl
e Metody HPLC, kapilarni elfo

Stanoveni hemoglobinu ve stolici:
e Screening na OK — viz. screeningova stanoveni

Stanoveni hemoglobinu v moci:

e Soucast chemické analyzy mocCe s diagnostickymi
prouzky



Stanoveni volneho hemoglobinu
v plasmeé nebo seéru

e <50 mgll

e Metoda pro zjisteni intravaskularni hemolyzy (> 300 mg Hb/l)

e Setrny odbér - nadobka s heparinatem litnym, stacet pfi
20000t/min

Rucéni metoda:
e Absorpcni spektrum pri 340 — 600 nm, derivuje se
max. 403 — 405 nm

Metoda na automatickem analyzatoru:

e semikvantitativni stanoveni

e vyuziva méreni 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 elektroforéza

e Dnes dominuji molekularni techniky,
Imunometody, HPLC, kapilarni elektroforéza

aMS



COO COO

Bilirubin

Linearni tetrapyroloveé barvivo, hydrofobni charakter
Prirozené zluté barvivo
Neni jednotna latka - fada tetrapyrolu

Zlu€ové barvivo, nadbytek — zluté zabarveni sliznic a kiize —
Zloutenka (ikterus)

e Produkt katabolismu hemoproteint (hemoglobin, myoglobin, katalasa,

cytochromy)

e VétSina (85%) vznika z uvolnéného hemoglobinu pfi rozpadu
erytrocytu

e V krvi vétSina bilirubinu vazana na albumin



Odbouravani Hb

Retikuloendotelovy systém (RES): jatra, slezina, kostni dfen
Zivotnost erytrocytt 120 dni

Rozpad ery — uvolnéni Hb — hem — biliverdin — nekoj. bilirubin — konj. bilirubin (jatra)
— Zlu€ — urobilinogen (stfevo) — sterkobilin (stolice) / urobilin (mog€)

Degradace hemu:
Biliverdin (zeleny) — nepfimy bilirubin (zluty), ve vodé nerozpustny
Bilirubin vazany na albumin transportovan do jater

V jatrech extrahovan hepatocyty, uvolnéni vazby na albumin, vazba na kyselinu
glukuronovou — stava se ve vodé rozpustnym

Konjugovany bilirubin vylu€ovan zlu€ovymi cestami do tenkého strfeva

Ve stfevé redukce na bezbarvé urobilinogeny, které se dale preménuji na dalSi barevné
produkty urobiliny, sterkobiliny (oranZova barviva)

Cast vstiebana zpét do jater (enterohepatalni obéh), éast vyluéovana moéi a stolici
U zdravého €lovéka se moc¢i zadny bilirubin nevylu€uje
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Konverze hemu na biliverdin
a redukce biliverdinu na bilirubin
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Hemova skupina, bilirubin

COO COO

hem bilirubin



Bilirubin- primy a neprimy

e Bilirubin pfimy
- Dava po pfidani smési diazocCinidel k séru pfimo zbarveni
- PFfimy odpovida bilirubinu konjugovanému - podil, ktery jiz
prosSel jatry, kde byl konjugovan s kys. glukuronovou

e Bilirubin nepfimy
-~ Nerozpustny ve vodé, vazany na albumin, dosud jatry
neprosel

- Nekonjugovany, je treba uvolnit z vazby na albumin
(kofeinu, benzoatu sodného)

— Toxicita — pronika do lipofilni tkané, v€etné CNS

Sérum nutno chranit pred primym svétlem — pokles



Ikterus
(hyperbilirubinemie)
-

e Prehepatalni (hemolyticka) zloutenka
— ZvySeny rozpad erytrocytu
— 1 neprimy bilirubin v séru
-~ Negativni nalez v moci

- Hemolyticka anemie, novorozenecka Zloutenka, Rh inkompatibilita matky a
plodu

e Hepatalni (jaterni) zloutenka
- Poskozené hepatocyty (alkoholem, toxiny, viry)
— 1 celkovy, konj. bilirubin v séru
— Pozitivni nalez v moci

e Posthepatalni (obstrukéni) zloutenka
— Uzaveér zluCovych cest (litiaza, nador...)
— 1 celkovy, konj. bilirubin v séru
— Poazitivni nalez v moci

—  Uplna obstrukce — pFeruseni odtoku Zluéi — absence degradacnich produkttl
bilirubinu — acholicka stolice (Sedo-bila)



Referencni hodnoty
]

e Bilirubin celkovy S/P:
dospeéeli do 20 umol/l
novorozenci 1den do 100 umol/
novorozenci 2dny do 120 umol/
novorozenci 3dny do 205 umol/

e Bilirubin primy S/P:
dospeli do 5 umol/l
e U O arb. jednotek



Bilirubin
« /]

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

e Referencni metoda: Doumas — Perry



Stanoveni bilirubinu - historie
« ]

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



Stanoveni bilirubinu

Metoda Doumase - Perry (r. 1985):
e \/ychazi z metody Jendrassik — Grof,
vsechny kroky optimalizovany a specifikovany



Stanoveni bilirubinu celkového a primého
s diazotovanou kyselinou sulfanilovou

Metoda Jendrassik — Grof ( r. 1938):
e Azokopulacni metoda

e Pridat diazotovanou kyselinu sulfanilovou (€inidlo z dusitanu
sodného a kyseliny sulfanilové)

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

e Pri stanoveni primého bilirubinu reakci zastavit kyselinou
askorbovou



Kopulace bilirubinu s diazotovanou kyselinou
sulfanilovou - tvorba azobilirubinu

2 (HO,S-C4H,N,*Cl) + O

N=N-C4H,-SO,H

Pr Me Me V
+

——/\

_A
HO,S-C¢H,-N=N -
N H



Stanoveni bilirubinu celkového s DPD

Celkovy bilirubin v pfitomnosti vhodného solubilizaéniho
¢inidla kopuluje s diazoniovymi ionty v silné kyselém
prostredi

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

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

Intenzita Cerveného zabarveni je pfimo umerna celkovému
bilirubinu a muze byt stanovena fotometricky

V praxi nejrozsirenéjSi metoda
Hemolyza rusi az od vysokych koncentraci hemoglobinu



Stanoveni bilirubinu
«_ ]

Enzymové stanoveni bilirubinu pres biliverdin:

e Oxidace bilirubinu kyslikem na zeleny biliverdin
— S bilirubinoxidasou

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

Stanoveni bilirubinu primou spektrofotometrii
u novorozencu:

e Absorbance se meri pri 454 nm

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



Interpretace biochemickych nalezu
G

e Kamen zluCniku
e Jaterni selhani
e Virova hepatitida
e Alkoholismus

e Porfyrie



