Hemoglobin a jeho derivaty (LF MU)

Tento clanek je urcen pro vyuku na LF MU. Pro toto téma je ve WikiSkriptech zakladni ¢léanek na strance
Hemoglobin.

Hemoglobin je ¢ervené krevni barvivo, které zajistuje transport kysliku z plic do tkani a transport CO, a protond z
perifernich tkani do dychacich organa.

Koncentrace hemoglobinu u zdravého dospélého muze je priblizné 150 g/I, S
u dospélé Zeny asi 140 g/I. Jeden gram hemoglobinu mlze navéazat az 1,34
ml kysliku.[!!

Struktura hemoglobinu

Je to tetramerni protein tvoreny ¢tyfmi podjednotkami. Vzdy dvé a dvé
podjednotky jsou identické. Ve fyziologicky se vyskytujicich
hemoglobinech jsou zastoupeny ¢tyfi typy polypeptidovych retézcl a, B,
Y, a 6, které se lisi poCtem a sledem aminokyselin. Tetramer je tvoren
dvéma a retézci a dvéma dalSimi typy retézcl, které udavaji charakter
celé molekuly hemoglobinu. U dospélych prevlddad hemoglobin A, na jehoz
strukture se podileji kromé dvou a retézcl (141 aminokyselin) dva B
retézce (146 aminokyselin).

Soucasti kazdé podjednotky je polypeptidovy retézec, na ktery je navazan
kovalentné jeden hem. Zakladem molekuly hemu je protoporfyrin,
tvoreny 4 pyrrolovymi jadry spojenymi methenylovymi mUstky s centralné
vazanym Zelezem. Hemové Zelezo je celkové Sestivazné - Ctyrmi
koordinacnimi vazbami je spojeno s atomy dusiku pyrrolovych jader. Dalsi
koordinacni valenci se zelezo véze s imidazolovou skupinou aminokyseliny
histidinu v globinovém Fetézci. Sestd valence Fe je uré¢ena pro molekulu Rozdil mezi vendzni a arterialni krvi
kysliku (O5).

Hemoglobin v krvi

Stanoveni hemoglobinu v krvi patfi k nejzédkladnéjsSim laboratornim vysetfenim. Koncentrace
hemoglobinu v krvi je hlavnim kritériem pro posouzeni, zda jde o anemii. Termin anémie
(chudokrevnost) se pouziva pri poklesu hemoglobinu nebo erytrocytl pod dolni limit fyziologickych
hodnot. Anemie patfi k velmi ¢astym klinickym nalez@im. Jde o stav, ktery vede ke sniZeni vazebné Hemoglobin
kapacity pro kyslik a k nasledné poruse tkdnového dychani.

Anemie vznika za situace, kdy erytropoéza neni schopna kryt pozadavky na tvorbu novych
¢ervenych krvinek. Vyviji se v disledku krevnich ztrat nebo zvySeného zéniku ¢ervenych krvinek ¢&i
nedostatecné tvorby Cervenych krvinek. Nésledujici prehled uvadi nékteré konkrétni pric¢iny anémii:

Priciny anémie v{%
s
T

o

Hem

1. Anemie ze zvysenych ztrat krve:
= Akutni ztrata krve.
= Chronickd ztrata krve.
2. Anemie ze zvyseného rozpadu erytrocytd (hemolytické stavy).
= Autoimunitni hemolytické anémie (pritomnost protilatek proti vliastnim erytrocytlim).
= Porucha membrany erytrocytl (odchylka ve sloZeni erytrocytové membrany).
= Dédi¢né enzymové defekty erytrocytl (pyruvatkinaza, gluk6za-6-fosfatdehydrogenaza).
= Nestabilni hemoglobiny - hemoglobinopatie (napr. hemoglobin S u srpkovité anémie).
3. Anemie ze sniZené tvorby erytrocytd.
= Nedostatek latek potrebnych pro erytropoézu (nedostatek Zeleza, nedostatek vitaminu B12, nedostatek
kyseliny listové, nedostatek erytropoetinu - chronickd renalni onemocnéni, nedostatek dalSich latek napfr.
vitamin® B1, B6).
= Anemie v dlsledku chemického, fyzikaIniho a radia¢niho poskozeni.
= Anemie pfi chronickych zdnétlivych, infekénich a naddorovych onemocnénich.

Zvyseni hodnot hemoglobinu se oznacuje jako polyglobulie. M{Ze byt projevem vyraznéjsi dehydratace (relativni
polyglobulie). S vyraznéjsi polyglobulii se nej¢astéji setkdme u stavl spojenych s chronickou hypoxii, napf. pri
plicnich onemocnénich, vzacnéji pfi pobytech ve vysokych nadmorskych vyskach apod. Vzacné muize byt
zpUsobena nékterymi myeloproliferativnimi stavy, napr. polycytemia vera.

Princip stanoveni hemoglobinu v krvi


https://www.wikiskripta.eu/w/Soubor:Venous_and_arterial_blood.jpg
https://www.wikiskripta.eu/w/Soubor:Hemoglobin3.jpg
https://www.wikiskripta.eu/w/Soubor:Hem.jpg
https://www.wikiskripta.eu/w/Soubor:Redo.png
https://www.wikiskripta.eu/w/Hemoglobin
https://www.wikiskripta.eu/w/Pl%C3%ADce
https://www.wikiskripta.eu/index.php?curid=3200&useskin=printer#cite_note-%C5%A0v%C3%ADglerov%C3%A1-1
https://www.wikiskripta.eu/w/Aminokyseliny
https://www.wikiskripta.eu/w/Hem
https://www.wikiskripta.eu/w/Stanoven%C3%AD_hemoglobinu_v_krvi
https://www.wikiskripta.eu/w/An%C3%A9mie
https://www.wikiskripta.eu/w/Anemie
https://www.wikiskripta.eu/w/Posthemorhagick%C3%A1_an%C3%A9mie
https://www.wikiskripta.eu/w/Hemolytick%C3%A1_an%C3%A9mie
https://www.wikiskripta.eu/w/Anemie_ze_sn%C3%AD%C5%BEen%C3%A9_tvorby_erythrocyt%C5%AF
https://www.wikiskripta.eu/w/Polycytemia_vera

Oxidace hemoglobinu na methemoglobin:

HbFe'! + [Fe(CN)g*~ -  HbFe!l +  [Fel(CN)g]*~

Hemoglobin Methemoglobin

Preména methemoglobinu na kyanmethemoglobin:

HoFel!l + CNT - HbFellcn

Methemoglobin Kyanmethemoglobin

Fotometrické stanoveni je zalozeno na oxidaci dvojmocného zeleza v hemoglobinu hexakyanozelezitanem
draselnym na trojmocné Zelezo. Vznikly methemoglobin se v dalsi reakci s kyanidem draselnym preménuje na
velmi stdly kyanmethemoglobin s jedinym Sirokym absorp¢nim maximem ve viditelné oblasti pfi 540 nm.

Hodnoceni: Referencni rozmezi koncentrace hemoglobinu v krvi(B hemoglobin)pro dospélého muze je 130-180 g/I
a pro zenu 120-160 g/I.

Ukol: Stanoveni hemoglobinu v krvi (http://portal.med.muni.cz/download.php?fid=658) (pdf)

Hemoglobin v moci

Moci zcela zdravych lidi se vylouci az milion erytrocytl za den. Toto velmi malé mnozstvi nelze prokazat béznymi
chemickymi zkouskami. Vyskyt vétsiho mnozstvi erytrocytl (hematurie, erytrocyturie) nebo prinik volného
hemoglobinu, pfip. svalového myoglobinu, do definitivni moci (hemoglobinurie, resp. myoglobinurie) je témér
vzdy patologickym nélezem. Makroskopickou hematurii pozorujeme pouhym okem; mo¢ ma nardzovélé
zbarveni (pfirovnava se k vodé z vypraného masa) a spektroskopicky v ni Ize prokdzat hemoglobin. V moci byva
nejméné 1 g hemoglobinu na litr. U masivni hemoglobinurie mize mit mo¢ az zbarveni ¢erného piva (degradace
hemoglobinu na hematin). Mikroskopicka hematurie je prokazatelnd pouze biochemicky.

Stanoveni hemoglobinu v moci

Hemoglobin katalyzuje, podobné jako peroxiddza, oxidaci (dehydrogenaci) nékterych substratl (napr. derivatd
benzidinu) peroxidem vodiku:

peroxidazy
H;O; + H A »2H,O + A
nebo hemoglobin a ji.né lz;,tky

Nejednd se vSak o enzymovou aktivitu (katalyzu podmirnuje hemové zelezo), a proto se neztraci ani po tepelné
denaturaci. Hovorime o pseudoperoxidazové aktivité, kterd se vyuziva k citlivym, ale nespecifickym dbkazim
hemoglobinu nebo stopovych mnozstvi krve. Vyhodné je ke sledovani reakce pouzit chromogenni substrat, tj. latku
poskytujici dehydrogenaci vyrazné zbarveny produkt (¢asto benzidin nebo jeho nekancerogenni derivaty,
aminofenazon apod.).

Reagencni zéna diagnostickych prouzk( obsahuje chromogen (napf. tetrametylbenzidin) se stabilizovanym
peroxidem vodiku (napf. kumenhydroperoxidem). V pfitomnosti volného hemoglobinu (hemoglobinurie) se
indika¢ni zéna zbarvi rovhomérné modre. Pokud jsou v moci pritomny erytrocyty (erytrocyturie), vytvareji se
intenzivné zelenomodre zbarvené tecky az skvrny.

H4C CHs H;C CH;
HZN Q Q NH; + H,0, k”—f- HN CC NH + 2H,0
H4C CHs HyC CHs
tetrametylbenzidin benzidinova modf
(bezbarvy)

S hemoglobinurii se mizeme setkat u intravaskularni hemolyzy. K ¢astéjsi erytrocyturii vede jak poskozeni
glomeruldrni membrany (glomerularni hematurie), tak krvaceni z jakékoliv ¢asti vyvodnych cest mocovych.
Casto ji nachazime u infekci mocovych cest, urolitidzy a nddord urogenitalniho traktu.

Kromé hemoglobinu poskytuje pseudoperoxiddzovou reakci i myoglobin, ktery se mlze do moci vylu¢ovat pfri
rozpadu kosterniho svalstva (rabdomyolyza, crush-syndrom). Pozitivita zkousky mlze byt zplsobena i
peroxiddzami leukocytl ¢i nékterych bakterii, kvasinek nebo plisni, které se mohou vyskytovat v moci zejména pfi
infekcich mocovych cest. Chceme-li vyloucit moznost faleSné pozitivni reakce Gc¢inkem bunéénych peroxidaz, je
nutno reakci provadét s povarenou moci.
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Kontaminace odbérové nadoby silnymi oxida¢nimi Cinidly rovnéz vyvolava faleSnou pozitivitu reakce. Na druhé
strané mUze pritomnost silné redukujicich latek (napr. kyselina askorbova) zpomalit az zastavit
pseudoperoxiddzovou reakci a byt tak pri¢inou faleéné negativnich vysledka.

Ukol: Prikaz krve a krevniho barviva v mo¢i (http://portal.med.muni.cz/download.php?fid=652) (pdf)

Hemoglobin ve stolici - okultni krvaceni

Priikaz okultniho (skrytého) krvaceni slouzi k zachytu ¢asnych fazi kolorektalniho karcinomu, kdy je mozna radikalni
a efektivni |é¢ba. Vysetreni spociva v zachyceni stop krve ve stolici, pouzivaji se rlizné metodické postupy:

= Metody vyuzivaji pseudoperoxidazové aktivity hemoglobinu. Pacient musi drzet 3 dny pred vySetfenim
dietu, vyloucit ze stravy nedovarené maso, saldmy, bandny, rajcata, nesmi uzivat Iéky obsahujici kyselinu
askorbovou nebo acetylsalicylovou. Poté si pacient sdm odebira vzorky ze tri po sobé jdoucich stolic a aplikuje
je na testovaci karty. Vyhodnoceni se provadi v laboratori, princip je podobny jako u diagnostickych prouzkd
hemoPHAN

= Daldi metody jsou zaloZzeny na imunochemickém priikazu hemoglobinu pomoci protilatky proti lidskému
hemoglobinu. Imunochemické metody jsou citlivéjsi a specifi¢téjsi, neni zapotrebi drzet pred vysetifenim dietu.
Pozitivni vysledky musi byt ovéreny dalsimi diagnostickymi metodami.

Ukol: Test na okultni krvaceni v zazivacim traktu (http://portal.med.muni.cz/download.php?fid=660)
(pdf)

Derivaty hemoglobinu
K derivatdm hemoglobinu se radi nasledujici typy:
Oxyhemoglobin a deoxyhemoglobin

Hemoglobin nesouci kyslik se oznacuje jako oxyhemoglobin (oxyHb).
Kazda molekula Hb mdze vézat 4 molekuly kysliku. Po uvolnéni kysliku Dagyhemoglodin Oxyhemaglobin
hovorime o deoxyhemoglobinu (deoxyHb). V obou forméach je zelezo '
dvojmocné, nebot pouze hemoglobin obsahujici Fe!'* méze reverzibilné
vazat a prenaset molekulu kysliku. Oxygenace molekuly hemoglobinu
méni elektronovy stav komplexu Fe!'*-hem, coZ se projevi zménou barvy
tmavé cerveného odstinu typického pro zilni krev na jasné ¢ervenou barvu
tepenné krve. V lidském organismu je asi 98,5 %!2kysliku vdzano pravé na
hemoglobin.
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Karbaminohemoglobin Oxyhemoglobin a deoxyhemoglobin

Karbaminohemoglobin je hemoglobin, na kterém je navdzany CO,. Oxid
uhlic¢ity se vaze na globinovy fetézec hemoglobinu. Vazba CO, na hemoglobin snizuje afinitu hemoglobinu ke
kysliku.

Methemoglobin

Methemoglobin (metHb; téz hemiglobin nebo ferihemoglobin!l) je charakterizovan pritomnosti trojmocného
zeleza, které vznikd oxidaci dvojmocného Zeleza v hemoglobinul3!. Methemoglobin ztraci schopnost reverzibilné
vézat kyslik. Na jeho misté vaze Fel'* Sestou koordina¢ni vazbou molekulu vody. Barva methemoglobinu je
¢okolddové hnéda.

Methemoglobin je v erytrocytech v malém mnozstvi pritomen i fyziologicky (asi 1-3 % celkové koncentrace
hemoglobinul). Dé&je se tak pfedevsim G¢inkem dusitan(, které vznikaji z dusi¢nanl obsazenych v potravé.
Zpétnou redukci methemoglobinu na hemoglobin zajistuje predevsim NADH-dependentni cytochrom-bg reduktaza
(téz methemoglobinreduktaza). Mensi roli hraje NADPH-dependentni methemoglobinreduktaza, kterd je zavisla na
dodavce NADPH z pentézového cyklu a na pfitomnosti dal$iho elektronového prenasece (napf. flavinu).!>!
Neenzymové mechanismy zahrnuji plsobeni glutathionu a kyseliny askorbové.

Zvysend koncentrace methemoglobinu v krvi se oznacuje jako methemoglobinemie. Pri¢iny vzniku jsou rdzné:

= Dédiéna methemoglobinemie je obvykle zplsobena vrozenym defektem NADH-dependentni
methemoglobinreduktazy nebo pritomnosti abnormalniho hemoglobinu M.

= Ziskand methemoglobinemie je nej¢astéjsi formou methemoglobinemie. Mlze byt vyvolana plsobenim
oxidujicich Iatek!®!:

= otravou nékterymi ldtkami (nitrobenzen, anilin a jeho derivaty - napr. néktera barviva),
= plsobenim nékterych Iékl (lokalni anestetika - benzokain, dale fenacetin, sulfonamidy),
= zvySenym obsahem dusi¢nan( a dusitand ve vodé a v potravinach.

Na zvyseny obsah téchto latek jsou zvlasté citlivi novorozenci v disledku nezralosti redukénich systéma a
zvySeného podilu fetdiniho hemoglobinu, ktery se snaze oxiduje. Methemoglobinemie se projevuje cyanézou s
charakteristickym Sedohnédym odstinem a hypoxii.
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Ph’znaky methemoglobinemie 1. vanik methemoglobine

Hodnoty methemoglobinu PFriznaky
Y, oxcidujics Btky
0-2 % normalni hodnota 2
- HbF¢®  —————  metHh Fe®
<10% Cyanoza hemeglabin methemoglobin Trenié cdy
<35% cyandza a dalsi priznaky (bolest hlavy, dusnost)
70 % smrtelna koncentrace

L rednkea mathemogiobimn na fremoglobin

Soucdasti terapie ziskané methemoglobinemie je podavani nékterych
redukénich Cinidel - methylénové modfi nebo kyseliny askorbové. reduken kitky
metHb Fé* —————  Hb Fe™

Ka rbonylhemoglobin methamadglobin hemoqglobin

Karbonylhemoglobin (COHb, karboxyhemoglobin) vzniké vazbou oxidu Methemoglobinemie - vznik a terapie
uhelnatého na hemoglobin. Vytvorena vazba je 250-300krat silnéjsi nez

vazba kysliku. Karbonylhemoglobin nem{ze transportovat kyslik a v

dUsledku snizené schopnosti krve prendaset kyslik se vyviji bunééna hypoxie. V nadbytku kysliku je vazba oxidu
uhelnatého na hemoglobin reverzibilni. Proto je pfi otravé oxidem uhelnatym nejddlezitéjsi inhalace O,.

V malém mnozstvi se COHb mUze vyskytnout i u zdravych osob. U obyvatel mést se prokazuji hodnoty kolem 2 %,
u silnych kurdkd mize COHb stoupnout az na 10 % z celkového hemoglobinu. Nékolikaminutovy pobyt v prostredi
obsahujici 0,1 % CO mUze zvysit koncentraci karbonylhemoglobinu na 50 %.

Oxid uhelnaty vznikd pri nedokonalém spalovéani paliv, déle je obsazen ve vyfukovych plynech a v koufi pfi
pozarech v uzavrenych mistnostech.

Priznaky otravy oxidem uhelnatym 100

Hodnoty COHb v % PFiznaky f

10 pri vétsi namaze dusnost 2"

20-40 bolesti hlavy, dusnost, Unava, zvraceni é

40-60 hyperventilace, tachykardie, synkopa, krece g“E 50

60-80 kéma, smrt é — saturace hemoglobing & oxider ubelnatym
5+ saturace hemoglobinu F kyslikem

Karbonylhemoglobin se vyznacuje karminové ¢ervenym zbarvenim. Proto saturace femogiobiny A kysilkem

neni zachytitelny béZznou oxymetrii. Téla ponechana v atmosfére s 0

vysokou koncentraci CO mohou mit ,zdravé” rézovou barvu pleti. U dosud z 4 6 & 10 1w

pO; nebo pCO v kPa
Saturacni kfivka hemoglobinu

Nivs s

Zijicich pacientl se vSak otrava nemusi na barvé pleti viibec projevit. Ve
srovnani s hemoglobinem je karbonylhemoglobin odolné&;jsi vici
chemickym vliviim, plsobenim rliznych ¢inidel se méni pomaleji.

Spektrofotometrie derivati hemoglobinu

Hemoglobin a jeho derivaty maji ve viditelné oblasti svétla
charakteristicka absorp¢ni spektra, kterych se vyuziva k jejich analyze a
rychlé identifikaci. Pro vSechny hemoproteiny jsou typickd vyrazna
absorp¢ni maxima v oblasti 400-430 nm, tzv. Soretlv péas. Dalsi absorpéni
vrcholy jsou podstatné nizsi. Oxyhemoglobin je charakterizovan dvéma
nelplné oddélenymi maximy v oblasti 540 a 578 nm. Deoxyhemoglobin
ma jedno absorpcni maximum pri 555 nm. Hlavni absorpcni maximum
methemoglobinu je pfi 630 nm a druhy nevyrazny vrchol pfi 500 nm je
zavisly na pH. Reakci methemoglobinu s kyanidem draselnym mizi
maximum pri 630 nm, nebot vznikd kyanmethemoglobin. Pokles
absorbance pfi 630 nm je Umérny koncentraci methemoglobinu.
Kyanmethemoglobin vykazuje Siroké absorp¢ni maximum pri 540 nm,
kterého se vyuziva pri stanoveni koncentrace hemoglobinu v krvi.
Spektrum karbonylhemoglobinu se podobd spektru oxyhemoglobinu,
ale poloha vrchold je posunuta smérem k niz$im vinovym délkam.

axghernogiobin decoyhamoglstin [redukovang Ha) methemegioiin karbony|hemogiois

Absorpcni spektra hemoglobinu a jeho
derivatd

Absorpéni maxima hemoglobinu a jeho derivatt
Derivat hemoglobinu Absorp¢ni maxima [nm]
Hemoglobin redukovany 431, 555

Oxyhemoglobin 414, 540, 578
Methemoglobin 404, 500, 630
Karbonylhemoglobin 420, 538-540, 568-569
Kyanmethemoglobin 421, 540

Stanoveni karbonylhemoglobinu:

Stanoveni karbonylhemoglobinu v krvi patfi mezi zakladni toxikologickd vySetreni. Je objektivnim kritériem pfi
hodnoceni akutnich i chronickych otrav oxidem uhelnatym.
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m Spektrofotometrické hodnoceni. Karbonylhemoglobin Ize stanovit rychle spektrofotometricky na zakladé
odecteni posunu absorpéniho maxima fedéné krve od 586 nml’!. Posun maxima ve spektru je zavisly na
poméru COHb a O,Hb ve vzorku.

m Reakce s taninem. Orientacné Ize karbonylhemoglobin stanovit reakci
s taninem nebo Ajatinem (asi od 10 % COHb). Tanin vytvari v
pritomnosti karbonylhemoglobinu jahodové ¢ervenou srazeninu. V
nepritomnosti karbonylhemoglobinu je zbarveni srazeniny 3
hnédosedé. el

» Analyzatory acidobazické rovnovahy. Analyzu toxikologicky 024
nejdllezitéjsich derivati hemoglobinu COHb a metHb umoznuji Bl
rovnéz moderni analyzatory acidobazické rovnovéhy, které maji 0 e e
zabudovany fotometricky systém pro jejich méreni. A i ’“ L

u
G88 nm

0,6 1

0,54
586 nm
0.4 s

Ak 11 am

Ukol: Spektrofotometrické vysetfeni hemoglobinu a jeho derivati Stanoveni karbonylhemoglobinu-
(http://portal.med.muni.cz/download.php?fid=655) (pdf) spektrofotometrie

Ukol: Orientaéni stanoveni karbonylhemoglobinu (http://portal.me
d.muni.cz/download.php?fid=650) (pdf)

Glykovany hemoglobin HBA;

Glykovany hemoglobin vznikd neenzymovou reakci mezi hemoglobinem a glukézou v krvi. Jeho tvorba je
ireverzibilni.

Hladina glykovaného hemoglobinu proto odrazi koncentraci glukézy v krvi B
po celou dobu existence erytrocytu, tj. asi 120 dni, a vyuzivéd se k ™
posouzeni uspésnosti lécby/kompenzace diabetu v obdobi 4-8 5
tydnu pred vysetfenim. Nej¢astéji se stanovuje forma stabilni frakce [ et e
HBAlc- Hao - st

Terminologie

= Glykovany hemoglobin - suma sacharidovych adduktl na N- " ey s
terminalnim konci nebo € aminoskupinach lysinu v hemoglobinu. it Sy

= HbA; - suma rlznych minoritnich frakci hemoglobinu (glykovanych), Princip neenzymové glykace protein(
vcetné HbA;c, HbAja1/a2, HDA1R1/h2/03, HPAL41/d2/d03 @ HDATe.

» HbA; - glukézovy adukt valinu na N-terminainim konci B-globinu;
odpovida tzv. stabilnimu ketoaminu (N-[1-deoxyfruktézyllhemoglobinu).

Glykovany hemoglobin je mozné stanovit pomoci iontoménicové chromatografie s ndslednou spektrofotometrii.

Hodnoceni
Mnozstvi glykovaného hemoglobinu se vyjadfuje v % celkového hemoglobinu nebo nyni nové v mmol/mol dle
IFCC (International Federation of Clinical Chemistry).

Referencni meze

= u zdravych dospélych do hodnoty 39 mmol/mol, (2,8-4,0 %)!®!
= diabetik( svédci koncentrace HbA;. do 45 mmol/mol (4,5 %) o vynikajici kompenzaci diabetu, do 60 mmol/mol
(6,0 %) o pfijatelné a vy$si hodnoty o neuspokojivé kompenzaci diabetu!®’

Ukol: Stanoveni glykovaného hemoglobinu (http://portal.med.muni.cz/download.php?fid=657) (pdf)

Zelezo
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70 mmol (4,0-4,5 g) Zzeleza. U Zen je toto mnozstvi nizsi nez u muzl, coz se pricitd ztratdm krve pri menses.

Distribuce zeleza v organismu

Forma Funkce Protein Mnozstviv g
3 hemoglobin 2,5-3,0
transport kysliku -
. myoglobin 0,3
Aktivni zelezo—; " —
prenos elektronu cytochromy, cytochromoxidaza 0.2
rozklad peroxidu vodiku | kataldza, peroxidaza
Zasobni zelezo feritin, hemosiderin 0,8-1,0
Transportni zelezo transferin 0,003

Metabolismus Zeleza

Pritomnost Zeleza je nezbytna pro funkci bunék. Jako soucast hemu se Gcastni transportu kysliku a jako soucast
cytochrom@ podminuje prenos elektronl v dychacim retézci. Nezadoucim G¢inkem Zeleza jako prechodného a
velmi reaktivniho prvku je Ulast v radikalovych reakcich, pfi nichz vznikaji tzv. reaktivni formy kysliku. Ty mohou
poskozovat bunécné membrany, proteiny a DNA.
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Zelezo se absorbuje jako Fe?* aktivnim transportem v duodenu a v horni ¢sti jejuna, a to dvéma zplisoby:

1. na porfyrin vdzané Fe ve formé stabilniho lipofilniho komplexu;
2. Fe!'* - chelaty rozpustné ve vodé.

Jen nepatrna ¢ast se vstrebava v ionizované formé.

Ve stravé byva prlimérné 10-50 mg Zeleza za den, ale vstrebd se pouze 10-15 %. Ve slou¢enindch hemu (maso) se
absorbuje |épe, nehemové Fe v rostlinné stravé mnohem hire. Kromé toho rostliny obsahuji oxalaty, fytaty, taniny
a jiné fenolické slouceniny, jez tvori s Fe nerozpustné nebo cheldtové komplexy, které se tézko vstrebavaji.
Askorbova kyselina na druhé strané absorpci Zeleza zlepSuje.

Po vychytani stfevni mukdzou se &ast zeleza inkorporuje do zasobni formy - feritinu v intestinalnich burikach. Cast
absorbovaného Zeleza prestupuje do plazmy, kde je transportovano ve vazbé na transferin. DileZitou roli pfi
prenosu zeleza pres bazolateradlni membranu enterocytll ma protein ferroportin (nachazi se i v membrané
makrofagl a hepatocytd). Je to hlavni misto regulace homeostézy Zeleza v organismu. Klicovym faktorem regulace
je protein hepcidin, ktery je syntetizovan v jatrech. Vazbou na ferroportin inhibuje transport Zeleza z bunék a tim
prispiva k jeho sekvestraci v nich. Hladina hepcidinu se zvysSuje pfi zanétu. Hepcidin je ¢aste¢né zodpovédny i za
anémii chronickych chorob. Mutace genu pro hepcidin vedou k juvenilni hemochromatéze typu 2B.

Plazmatické Zelezo je zachycovano bunkami cilovych tkani prostiednictvim receptoru pro transferin a bud' je
zabudovano do hemu nebo uloZzeno do zasoby ve formé feritinu. Vyuziti specifické transportni bilkoviny transferinu
a zdsobniho proteinu feritinu pro uskladnéni Zeleza predstavuje ochranné mechanismy, které maji zamezit
toxickému plsobeni oxidoredukéné aktivniho Zeleza.

Pri deskvamaci odumrelych slizni¢nich bunék odchdazi nezuzitkované zelezo stolici spolu s nevstfebanym zelezem.

vstrebavani skladovani

RES*
makrofagy

erritin

1az2mg/den 3 mg v krvi 500 mg + 2500 mg 1000 mg
*RES = retikuloepitelialni systém = mononukleami fagocytami systém = MFS

Vysetreni metabolismu Zeleza

V praxi se bézné setkdvdme s onemocnénimi spojenymi se zménami metabolismu a utilizace Zeleza. Laboratorni
vySetrfeni metabolismu Zeleza zahrnuje nasledujici vySetrent:

zelezo v séru

sérovy transferin a vazebnd kapacita pro Zelezo
sérovy feritin

transferinovy receptor

Uvedené parametry jsou dllezitymi diagnostickymi ukazateli pro priikaz poklesu ¢i narlistu zdsob Zeleza jesté ve
stadiich, kterd nejsou doprovazena vyraznymi klinickymi projevy.

Stanoveni Zzeleza v séru
Pro stanoveni Zeleza v séru se pouzivaji kolorimetrické metody, atomova absorpcni spektrofotometrie a dalsi

Vsechny postupy zahrnuji nasledujici kroky:

1. Uvolnéni Fe3* z vazby na transferin pomoci kyselin nebo tenzid@ (napf. HCI).
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2. Redukce Fe3* na Fe2™, kterd je nezbytna pro reakci s komplexotvornym ¢inidlem. K redukci se pouzivé
napr. kyselina askorbova.

3. Reakce Fe2* s komplexotvornym ¢inidlem obsahujicim reaktivni skupiny -N=C-C=N- za vzniku barevného
komplexu. lonty kovu vytvéareji cheldty s dvéma atomy dusiku. V soucasnosti se vyuzivaji pfedevsim dvé
komplexotvorné latky - bathofenentrolin a ferrozin (3-(2-

pyridyl)-5,6-bis(4-sulfofenyl)-1,2,4-triazin - PST, chranény nazev o HCI = :
FerroZine®), ktery mé vyssi absorpéni koeficient a je 1épe rozpustny B drandeniba )l ——: 2Eay Tneiain
ve vodé.

2) Fe” « redukujicilitka —— Fe™
{kyselina askorbova)

Hodnoceni
Koncentrace sérového zeleza podléhaiji cirkadidnnimu rytmu a jsou 3 Fe+femozin ——  barewny komplex
ovlivnény i dalSimi faktory. To omezuje diagnosticky vyznam tohoto Princip stanoveni Zeleza v séru

parametru. Je Spatnym ukazatelem tkanovych zasob zeleza a je

nutné ho vzdy posuzovat v kombinaci se sérovym transferinem a

vazebnou kapacitou pro Zelezo. Snizené koncentrace doprovazeji nedostatek zeleza,
zpUsobeny napf. velkymi nebo opakovanymi krevnimi ztratami, nedostate¢nym prijmem
Zeleza potravou nebo narusenou absorpci. Nalez neni specificky, nebot se snizenymi
hladinami se setkdvame rovnéz u akutni infekce nebo chronickych zanétlivych
onemocnénich (presun zeleza do tkani). Vysoké hladiny zeleza se vyskytuji u
hemochromatézy (viz nize), pfi predavkovéni nebo intoxikaci zelezem, pfi zvyseném
rozpadu erytrocytd a u nékterych jaternich onemocnéni. Ferrozin

Referencni hodnoty
muzi: 9-29 umol/I
zeny: 7-28 pmol/I

Sérovy transferin a vazebna kapacita pro zelezo

Zelezo je transportovéno krvi ve vazbé na specificky protein s B;-elektroforetickou pohyblivosti - transferin, ktery
je syntetizovan v jatrech. Rychlost jeho tvorby je nepfimo Umérna zasobam Zeleza v organismu; zvySuje se pfi
nedostatku Zeleza a pri nadbytku klesd. Biologicka funkce transferinu spociva ve schopnosti snadno tvorit
netoxické komplexy se zelezem a prendset Fe absorbované sliznici tenkého streva do kostni difené nebo do
zasobnich forem (feritinu nebo hemosiderinu). Kazda molekula transferinu vaze dva atomy Fe3* (1 g transferinu
vaze 25,2 umol Zeleza). Transferin mlze byt stanoven pfimo pomoci imunochemickych metod nebo neprimo jako
schopnost transferinu vazat Zzelezo - tzv. vazebna kapacita pro Zelezo. Celkova vazebna kapacita pro zelezo
(TIBC - total iron binding capacity) je mnozstvi zeleza, které je transferin schopen vézat v pripadé, ze vSechna
vazebna mista jsou obsazena. Obvykle je Zelezem nasycena pouze 1/3 transferinu - vdzana kapacita. Volny
transferin bez navazaného Zeleza predstavuje volnou vazebnou kapacitu (2/3 transferinu), ktera je k dispozici
pro transport Zeleza pfi zvySenych pozadavcich.

Prepocet mezi koncentraci transferinu a celkovou vazebnou kapacitou:
Celkova vazebna kapacita [pmol/I] = transferin [g/I] - 25,2.

Referencéni rozmezi pro koncentraci transferinu v séru (S-transferin) je 2,0-3,6 g/l a pro celkovou vazebnou kapacitu
je 50-70 pmol/l.

Saturace transferinu

Z hodnot koncentrace Zeleza a transferinu mdzeme vypocditat saturaci transferinu (TfS), kterd je definovéna jako
pomeér sérové koncentrace Zeleza k celkové vazebné kapacité transferinu pro zelezo. Jedna se o citlivy parametr
pro odhaleni latentniho nedostatku zeleza.

) S-zelezo[pumol/1]
Saturace transferinu[%] = S-transferin [g/1] x 25,2 x 100
-transferin [g/1] x 25,

Hodnoceni saturace transferinu
fyziologické hodnoty: 25-50 %
snizeni saturace pfi nedostatku zeleza: < 15 %
zvyseni saturace pfi nadbytku Zeleza: > 50 %

Feritin a hemosiderin
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Feritin je nejdClezitéjsi zasobni protein pro Zelezo. Molekula feritinu je prizplsobena vézat velké mnozstvi Fe3+ v
rozpustné a netoxické formé pro organismus. Feritin je tvoren vnéjSim proteinovym obalem z 24 podjednotek -
apoferitinem (Mr 440 000), ohrani¢ujicim dutinu, ve které mdze byt soustfedéno az 4500 atomU zeleza ve formé
oxyhydroxidu zelezitého (FeO-OH), v mikrokrystalické podobé s fosfaty (FeO-OPO3H5). Vstup a vystup atomd Zeleza
umoznuji péry mezi jednotlivymi podjednotkami obalu molekuly feritinu. Normalné je jeho kapacita vyuzita asi z

20 %. Uklada se do bunék v jatrech, sleziné a strevni sliznici.

V krevnim séru se feritin nachazi ve velmi nizké koncentraci. Sérové koncentrace feritinu jsou méritkem zasob
zeleza v organismu. Nizké koncentrace indikuji vyCerpani celkové télesné rezervy Zeleza a slouzi k ¢asnému
odhaleni anémie z nedostatku zeleza jesté v prelatentni fazi. ZvySené koncentrace feritinu jsou doprovodnym
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jevem vysokych tkanovych zasob Zeleza. Déle se s nimi setkdvdme u mnohych pacientl s onemocnénim jater,
nékterymi malignimi nadory (nddorovy marker) nebo zanétlivymi onemocnénimi (pozitivni reaktant akutni faze).

Referencni rozmezi pro koncentraci feritinu v séru (S-feritin) je pro muze 30-300 ug/l a pro zeny 20-120 ug/I.

Hemosiderin je dalsim zasobnim proteinem pro Zelezo. Vznika agregaci denaturovaného feritinu s dalSimi
komponentami. Vytvari partikule o velikosti 1 az 2 um, které jsou pfi pouziti barveni na Zelezo viditelné ve
svételném mikroskopu. Hemosiderin obsahuje vétsi mnozstvi Zeleza nez feritin, ale vzhledem ke Spatné
rozpustnosti ve vodé je obtizné dostupné. Tvori se za situace, kdy mnozstvi Zeleza v organismu prevysi skladovaci

kapacitu feritinu.
Transferinovy receptor

Zelezo transportované krvi transferinem je zachycovano burikami
prostrednictvim specifického transferinového receptoru (TfR). V urditém
stadiu vyvoje se nachazi na povrchu vsech bunék, nejvice je vSak
exprimovan na povrchu prekursorl bunék ¢ervené rady v kostni dreni. TfR
je transmembrdnovy protein, ktery je tvoren dvéma identickymi
podjednotkami, spojenymi disulfidovou vazbou. Oddélenim
extraceluladrnich domén receptoru se do cirkulace uvolfuje tzv. solubilni
(rozpustnad) frakce transferinového receptoru (sTfR), ktery mlze byt
v podobé dimeru nebo monomeru. Bunky reaguji na snizeni zasob zeleza
syntézou zvySeného mnozstvi transferinovych receptord.

Zvyseni sTfR je spolehlivym ukazatelem nedostatku zeleza pro
krvetvorbu. Se zvySenymi hladinami sTfR se setkdvdme u anemir z
nedostatku Zeleza nebo u hemolytickych anemii. Cenné je stanoveni sTfR
u anemickych pacient(, u nichz je zvysen feritin z dGvodd reakce akutni
faze. Stanoveni koncentrace sTfR je mozno vyuZzit i u pacientd s
transplantovanou kostni dreni pro sledovani pribéhu erytropoézy.

Ke stanoveni se pouzivaji imunochemické metody.

Poruchy metabolismu zeleza

Nedostatek zeleza (sideropenie)

Nedostatek Zeleza v organismu byva zpravidla zplsoben jeho
nedostate¢nym vstrebavanim ze stfeva nebo chronickymi ztratami krve.
MUze vyustit v sideropenickou anémii (hypochromni mikrocytarni
anémie), kterd patii mezi nej¢astéjsi hematologickda onemocnéni.
Anémie je vSak zpravidla pozdni pfiznak postupné se vyvijejici

24 bilkavinngch
podjednoiek
tvoli obal
farritinu

misto pro
telezo

Schema struktury feritinu

transferinovy T
receplor (Tir) 8
misto
aditépeni sTir
(sérového)

plasmaticka

intraceluldmi
domena

Transferinovy receptor

sideropenie. V krevnim obraze se projevi az po témér Uplném vymizeni zeleza. Proto je potfebné odhalit nedostatek

Zeleza v ¢asném stadiu, které jesté neni doprovézeno anémii.

Na zékladé stanoveni zdkladnich parametrd metabolismu Zeleza rozliSujeme tfi stupné nedostatku:

= Prelatentni nedostatek zeleza je oznaceni pro stav, kdy dochdzi k postupnému poklesu zasob, ale jesté
neni ovlivnéna dodavka Zeleza do erytroblastd kostni dfené. Asi u poloviny nemocnych jsou hladiny feritinu v

séru snizené pod 12 ug/l.

= Pri latentnim nedostatku Zeleza jsou jeho zdsoby v podstaté vylerpdny. Feritin je snizen pod dolni hranici
normy a je v tomto stadiu jiz doprovazen i snizenim hladiny Zeleza v séru a snizenou dodavkou do erytroblastd
kostni difené. ZvySuje se vazebnd kapacita pro zelezo. Citlivym ukazatelem latentniho nedostatku zeleza je

pokles saturace transferinu pod 15 %. Nerozviji se vsak jesté anémie.

= Pri manifestnim nedostatku zeleza dochazi k rozvoji anémie s poklesem hodnot hemoglobinu pod dolni
hranici normy. U anémie z nedostatku zeleza je typicky ndlez nizkého sérového zeleza a feritinu, je zvySend
koncentrace transferinu (vazebnd kapacita pro zelezo). U hemolytickych anémii nebo pfi nadbytku Zeleza je
naopak sérové zelezo zvysené, soucasné je snizend celkova vazebnd kapacita pro zelezo.

Laboratorni ndlez u nedostatku Zeleza

Prelatentni nedostatek zeleza Latentni nedostatek Zeleza

Manifestni nedostatek zeleza

snizovani zédsobniho Zeleza - pokles feritinu| nedostatek zdsobniho Zeleza - pokles feritinu | nedostatek zasobniho Zeleza - pokles feritinu

snizeni sérového Zeleza

snizeni sérového Zeleza

Nadbytek zeleza

pokles saturace transferinu pod 15 %
zvyseni celkové vazebné kapacity pro Zelezo

zvyseni sTfR

pokles transferinu pod 10 %

zvyseni celkové vazebné kapacity pro zelezo
zvyseni sTfR

snizeni koncentrace hemoglobinu - anémie


https://www.wikiskripta.eu/w/Soubor:Schema_struktury_feritinu.jpg
https://www.wikiskripta.eu/w/Soubor:Transferinov%C3%BD_receptor.jpg
https://www.wikiskripta.eu/w/Hemosiderin
https://www.wikiskripta.eu/w/%C5%BDelezo
https://www.wikiskripta.eu/w/Sideropenick%C3%A1_an%C3%A9mie
https://www.wikiskripta.eu/w/Kostn%C3%AD_d%C5%99e%C5%88
https://www.wikiskripta.eu/w/Feritin
https://www.wikiskripta.eu/w/Transferin

Organismus neni vybaven exkre¢ni cestou pro Zelezo, a proto se za urcitych okolnosti mdze prebyte¢né Zelezo
hromadit ve tkanich. V¢asna diagnostika mlze zabranit poskozeni tkani nadbytkem Zeleza. Pretizeni Zelezem se
rozviji vétsinou velmi pomalu. RozliSujeme 3 stédia:

= Ve stddiu prelatentniho nadbytku Zeleza se zvysuje jeho obsah v orgdnech, ale bez prekroceni jejich
zdsobni kapacity.

= V obdobi latentniho stadia pretiZzeni Zelezem je prekrocena zdsobni kapacita bunék, ale jesté neni
poskozena funkce organd, zvysuje se hladina feritinu i hladina Zeleza v séru a stoupd saturace transferinu nad
55 %.

= Ve fazi manifestniho nadbytku Zeleza jsou jiz poskozeny nékteré organy.

Laboratorni ndlez u nadbytku Zeleza

Prelatentni nadbytek zeleza Latentni nadbytek zeleza Manifestni nadbytek Zeleza
zvySovani zasob Zeleza - zvySovani zasob zeleza - zvyseni feritinu | zvySovani zasob zeleza - zvySeni feritinu (pri tézkém
zvyseni feritinu nad 300 ug/I postizeni nad 2000 pg/l)

zvyseni zeleza v séru vyrazné zvyseni Zeleza v séru

ZvV&eni saturace transferinu nad 55 % zvys$eni saturace transferinu (pfi téZkém postizeni mlze
y prevyiit 90 %)

Hemochromatéza
Hromadéni Zzeleza v tkanich souvisi s onemocnénim, které oznacujeme jako hemochromatéza.

= Primarni hemochromatéza je dédi¢né onemocnéni zplsobené zvysenou resorpci zeleza ze streva.
Prebytecné Zelezo se uklada v parenchymatdznich organech jako jsou jatra, srdce, pankreas, nadledviny. V
postizenych orgénech pUsobi toxicky a narusuje jejich funkci tim, ze m0ze katalyzovat chronické reakce
vedouci k tvorbé volnych radikald. Hlavnimi klinickymi projevy jsou hyperpigmentace klze,
hepatosplenomegalie a diabetes mellitus.

= Sekundarni hemochromatéza se mlze vyvinout jako nasledek napr. opakovanych transfizi, nadbyte¢ného
prijmu pripravk( obsahujicich Zelezo nebo hemolytické anémie. V biochemickém obraze nalézdme zvysujici se
hladiny feritinu a Zeleza v séru, stoupd saturace transferinu pri jeho sou¢asném poklesu.

Otrava zelezem

N&hodné poziti vétsiho mnozstvi pripravkd hrozi détem (tablety podobné lentilkdm). Smrtelnd davka pro dité je 600
mg. Pro dospélého je pfijem Zeleza 40 mg/ kg toxikologicky zavazny, pfijem 60 mg/kg je smrtelny!t0l,

Priznaky zahrnuji nevolnost, zvraceni (i zvraceni krve), bolesti bricha, prijem (nékdy krvavy). Velké ztraty tekutin
jsou pri¢inou Soku, selhani ledvin a smrti. Pokud nemocny prezije tuto fazi otravy, mdze po 12 hodinach upadnout
do bezvédomi, kredi a jaterniho selhani. Prezije-li i tuto druhou fazi, otrava mize zanechat trvalé nasledky
(poskozeni streva).

Lécba akutni otravy

= Vyplach zaludku.

= Nasogastralni sondou podat chelacni Cinidlo deferoxamin#, (5-10 g do 50-100 ml vody).

= Zvazit intravendzni podani desferoxaninu k vyvazani vstifebaného Zeleza. V moci se objevi rlizové ¢erveny
komplex deferoxaminu se Zelezem. Lé¢bu je tfeba opakovat do té doby, neZ se barva moci vrati k normél10l,

Ukol: Stanoveni Fe v séru kolorimetrickou metodou (http://portal.med.muni.cz/download.php?fid=656)
(pdf)

Odkazy
Souvisejici ¢clanky

Karbonylhemoglobin

Karbaminohemoglobin

Methemoglobin

VysSetrenie hemoglobinu a jeho metabolizmu
Hem
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