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Hemoglobin a jeho derivaty

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

Je to tetramerni protein tvoreny ¢tyfmi podjednotkami. Vzdy dvé a dvé podjednotky jsou
identické. Ve fyziologicky se vyskytujicich hemoglobinech jsou zastoupeny Ctyfi typy
polypeptidovych retézcl a, B, vy, a b, které se lisi poc¢tem a sledem aminokyselin. Tetramer je
tvoren dvéma o retézci a dvéma dalSimi typy retézc(, které udavaji charakter celé molekuly
hemoglobinu. U dospélych prevladd 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.
Hemoglobin

Zakladem molekuly hemu je protoporfyrin, tvoreny 4 pyrrolovymi jadry spojenymi
methenylovymi mlstky s centrdiné vdzanym Zelezem. Hemové Zelezo je celkové Sestivazné -
¢tyrmi koordinacnimi vazbami je spojeno s atomy dusiku pyrrolovych jader. Dalsi koordinac¢ni
valenci se zelezo vaze s imidazolovou skupinou aminokyseliny histidinu v globinovém retézci.
Sestd valence Fe je uré¢ena pro molekulu kysliku (O5).

Hemoglobin v krvi

Stanoveni hemoglobinu v krvi patfi k nejzédkladnéjSim laboratornim vysetfenim. Koncentrace
hemoglobinu v krvi je hlavnim kritériem pro posouzeni, zda jde o anemii. Termin anemie Hem
(chudokrevnost) se pouziva pfi poklesu hemoglobinu nebo erytrocytl pod dolni limit

fyziologickych hodnot. Anemie patfi k velmi ¢astym klinickym nalezéim. Jde o stav, ktery

vede ke snizeni vazebné kapacity pro kyslik a k ndsledné poruse tkarnového dychani.

Anemie vznikd za situace, kdy erytropoéza neni schopna kryt pozadavky na tvorbu novych cervenych krvinek.
Vyviji se v dlsledku krevnich ztrat nebo zvyseného zaniku ¢ervenych krvinek ¢i nedostate¢né tvorby ¢ervenych
krvinek. Nasledujici prehled uvadi nékteré konkrétni pric¢iny anémii:

1. Anemie ze zvysenych ztrat krve:

s Akutni ztrata krve
= Chronicka ztrata krve

2.Anemie ze zvyseného rozpadu erytrocytd (hemolytické stavy)

Autoimunitni hemolytické anemie (pfitomnost protildtek proti viastnim erytrocytlim)
Porucha membrany erytrocytl (odchylka ve slozeni erytrocytové membrany)

Dédi¢né enzymové defekty erytrocytl (pyruvatkinasa, glukosa-6-fosfatdehydrogenasa)
Nestabilni hemoglobiny - hemoglobinopatie (napf. hemoglobin S u srpkovité anemie)

3.Anemie ze snizené tvorby erytrocyti

= Nedostatek latek potrebnych pro erytropoézu (nedostatek Zeleza, nedostatek vitaminu B12,
nedostatek kyseliny listové, nedostatek erytropoetinu - chronicka rendini onemocnéni, nedostatek
dalsich latek napt. vitaminl B1, B6)

= Anemie v dlsledku chemického, fyzikaIniho a radia¢niho poskozeni

= Anemie pfi chronickych zdnétlivych, infek¢nich a nddorovych onemocnénich

Zvyseni hodnot hemoglobinu mlze byt projevem dehydratace organismu nebo chronicky snizené plicni ventilace.
Vzacné mize byt zplsobena nékterymi myeloproliferativnimi stavy, napr. polycytemia vera.

Princip stanoveni:

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

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

Hemoglobin v moci
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Mo¢i zcela zdravych lidi se vylouci az milién erytrocytd za
den. Toto velmi malé mnozstvi nelze prokazat béznymi
chemickymi zkouskami. Vyskyt vétéiho mnozstvi erytrocytd

1. oxidace hemogloh inu na methemoglohin
HbFe™ +  [Fe™([CMi|* — HbFe™ +  [Fe™{CN)]"

(hematurie) nebo prlnik volného hemoglobinu, prip. Hemoglokin Methemoghobin
svalového myoglobinu, do definitivni moci (hemoglobinurie,
resp. myoglobinurie) je témér vzdy patologickym nélezem. D A A CaE————
MocC s n,admernoy primési hemqglobmu,ma naruz/ovele az R i CIF —s  HBFE™ON
masove zbarveni a spektroskopicky v ni Ize prokazat , ,

. Lo . . o v , ¥ Methemoglobin kyanm ethemoglobin
hemoglobin; u masivni hemoglobinurie muze nabyt az
zbarveni ¢erného piva (degradace hemoglobinu na hematin). Princip stanoveni hemoglobinu v krvi

= Hematurie je nalezem, kterému je tfeba vénovat
patri¢nou pozornost, nebot mize byt priznakem )
redulovang chromogennd substrit axldavany chromopennl subsiril

zdvazného onemocnéni uropoetického traktu. Krev
v moci mlze byt rendlniho nebo extrarenalniho

bexbervi forma
plvodu. Je priznakem zanétlivych onemocnéni hemagiotin D
ledvin, jako jsou glomerulonefritidy a pyelonefritidy. "“1‘ Ha% mﬁ""""ﬂ’
Cﬂa mx Lo aktivita CH: CH;
o-tolidin
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Dalsim zavaznym zdrojem erytrocytl v moci mize

byt ruptura malych cév nebo krvaceni pri nddorech

¢i poranéni ledvin nebo jinych oblasti uropoetického Princip prikazu krve v moci
systému, a déle urolitidza.

= Hemoglobinurie se vyskytuje pfi intravaskularni hemolyze u hemolytickych anemii, pfi transfuzi
inkompatibilni krve nebo paroxysmalni hemoglobinurii. Chemicky nelze odliSit hemoglobin v erytrocytech
od volného hemoglobinu. To je mozné zjistit vysetfrenim mocového sedimentu, nebot pri hemoglobinurii
nenalezneme erytrocyty.

Principem chemického zjisténi hemoglobinu nebo erytrocytd v modi je tzv. pseudoperoxidazovy ucinek
hemoglobinu. Nékteré latky, jako napf. hemoglobin, hem a jeho derivaty (i chlorofyl), méné téz ionty Fe3+,
katalyzuji neenzymovou oxidaci (dehydrogenaci) vhodnych organickych slou¢enin peroxidem vodiku:

Soubor:Pseudoperoxiddsova aktivita.jpg

Vyhodné je ke sledovani reakce pouzit chromogenni substrat, tj. latku poskytujici dehydrogenaci vyrazné zbarveny
produkt (zde aminofenazon, ¢asto téz benzidin nebo jeho nekancerogenni derivaty). Diagnostické prouzky
hemoPHAN obsahuji v indikacni zéné o-tolidin (3,3'-dimethylbenzidin) a kumenhydroperoxid v kysele pufrované
smési. Stejnou reakci katalyzuji enzymy - peroxidazy, které slouzi k odstranovani peroxidu vodiku vznikajiciho v
prébéhu nékterych oxidoredukénich déji v bunkach. Z poznanych krevnich elementd maiji vysokou peroxidazovou
aktivitu leukocyty. Katalyticka aktivita enzymu se ztraci jeho tepelnou denaturaci. Pozitivita zkousky na
pseudoperoxidazovy Gc¢inek hemoglobinu v moci mlze tedy byt zplsobena i peroxiddzami leukocytd nebo
nékterych bakterii. V tomto pripadé opakovani zkousky s povarenym vzorkem d& negativni vysledek, zatimco
pseudoperoxidazova aktivita neenzymovych katalyzator( zlstava i po povareni vzorku zachovéana.

Ukol: Priikaz krve a krevniho barviva v moci - pdf

Hemoglobin ve stolici- okultni krvaceni

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

= Metody vyuzivaji pseudoperoxidazové aktivity hemoglobinu. Pacient musi drzet 3 dny pred
vysetrenim dietu, vyloucit ze stravy nedovarené maso, saldmy banany, raj¢ata, nesmi uzivat léky
obsahuijici kyselinu askorbovou nebo acetylsalicylovou. Poté si pacient sdm odebira vzorky ze tfi po sobé
jdoucich stolic a aplikuje je na testovaci karty. Vyhodnoceni se provadi v laboratofi, princip je podobny
jako u diagnostickych prouzk& hemoPHAN

= Dalsi metody jsou zalozeny na imunochemickém priikazu hemoglobinu pomoci protilatky proti
lidskému hemoglobinu. Imunochemické metody jsou citlivéjsi a specifictéjsi, neni zapotrebi drzet pred
vysetienim dietu. Pozitivni vysledky musi byt ovéreny dalSimi diagnostickymi metodami.

Ukol: Test na okultni krvaceni v zazivacim traktu - pdf

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

Hemoglobin nesouci kyslik se oznacuje jako oxyhemoglobin (oxyHb). Po uvolnéni kysliku hovorime o
deoxyhemoglobinu (deoxyHb). V obou formach je zelezo dvojmocné, nebot pouze hemoglobin obsahujici Fe2*
mdze reverzibilné vazat a prendset molekulu kysliku. Oxygenace molekuly hemoglobinu méni elektronovy stav
komplexu Fe2* - hem, coZ se projevi zménou barvy tmavé ¢erveného odstinu typického pro Zilni krev na jasné
cervenou barvu tepenné krve
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Methemoglobin

Methemoglobin (metHb) je charakterizovan pritomnosti trojmocného Zeleza, které vznika oxidaci dvojmocného
Zzeleza v hemoglobinu. Methemoglobin ztraci schopnost reverzibilné vazat kyslik. Na jeho misté vaze
Methemoglobin (metHb) je charakterizovdn pritomnosti trojmocného zeleza, které vznika oxidaci dvojmocného
zeleza v hemoglobinu. Methemoglobin ztraci schopnost reverzibilné vazat kyslik; na jeho misté vaze
FeMethemoglobin (metHb) je charakterizovan pritomnosti trojmocného

Zeleza, které vznika oxidaci dvojmocného zeleza v hemoglobinu. Daciyhamaglobin Oyhemogiabin
Methemoglobin ztraci schopnost reverzibilné vazat kyslik; na jeho misté i
véze Fe3* gestou koordina¢ni vazbou molekulu vody. Barva
methemoglobinu je ¢okolddové hnéda. Methemoglobin se stale tvori v
malém mnozstvi v erytrocytech. Denni produkce predstavuje asi 3 %. Jeho
zpétna redukce na hemoglobin je zajistovdna enzymovymi i
neenzymovymi reakcemi. Enzymovou redukci zabezpecuje NADH-
dependentni methemoglobinreduktasa. Neenzymové mechanismy
zahrnuji plsobeni glutathionu a kyseliny askorbové.
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Zvydend koncentrace methemoglobinu v krvi se oznacuje jako Oxyhemoglobin a deoxyhemoglobin

Vv

methemoglobinemie. Pri¢iny vzniku jsou rdizné.

1. vznik methemoglobine

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

= Ziskana methemoglobinemie je nejcastéjsi formou
methemoglobinemie. MzZe byt vyvolana plsobenim oxidujicich
latek:

oxidujics Btky
HbF&"  —————  metHh Fe™
hemoglabin methemoglobin Trenié ey

L redikee methemoglobinn na fremoglobin

a) otravou nékterymi latkami (nitrobenzen, anilin a jeho

derivaty - napr.néktera barviva) redukéni kitky

b) plsobenim nékterych 1ékd (lokalni anestetika, fenacetin, metHh Fe*" ————  HbFe®
Sulfonamidy) methemeyglobin hemoglobin

c) zvy$enym obsahem dusi¢nand a dusitanl ve vodé a v

potravinach Methemoglobinemie - vznik a terapie

Na zvyseny obsah téchto latek jsou zvlasté citlivi novorozenci v dlsledku
nezralosti redukénich systémi a zvyseného podilu fetadiniho hemoglobinu, ktery se snadnéji oxiduje.
Methemoglobinemie se projevuje cyandzou s charakteristickym Sedohnédym odstinem a hypoxif

Priznaky methemoglobinemie

Hodnoty methemoglobinu Priznaky

0-2% normalni hodnota

<10% cyandza

<35% cyandza a dalsi priznaky (bolest hlavy, dusnost)
70 % smrtelnd koncentrace

Soucasti terapie ziskané methemoglobinemie je podavani nékterych redukcnich Cinidel - methylénové modri nebo
kyseliny askorbové

Karbonylhemoglobin

Karbonylhemoglobin (COHb) vznikd vazbou oxidu uhelnatého na hemoglobin. Vytvorend vazba je 250 - 300 krat
silnéjsi nez vazba kysliku. Karbonylhemoglobin nemuize transportovat kyslik a v disledku snizené schopnosti krve
prendsSet kyslik se vyviji bunécnd hypoxie. V nadbytku kysliku je vazba oxidu uhelnatého na hemoglobin
reverzibilni. Proto je pri otravé oxidem uhelnatym nejdUlezitéjsi inhalace 0,2. 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 mize
zvysit koncentraci karbonylhemoglobinu na 50 %. Oxid uhelnaty vznikd pri nedokonalém spalovani fosilnich paliv,
déle je obsazen ve vyfukovych plynech a v koufi pfi pozarech v uzavfenych mistnostech.

Priznaky otravy oxidem uhelnatym

Hodnoty COHb v % Priznaky

10 pfi vétsi ndmaze dusnost

20-40 bolesti hlavy, dusnost, Unava, zvraceni

40 - 60 hyperventilace, tachykardie, synkopa, krece
60 - 80 kéma, smrt

Karbonylhemoglobin se vyznacuje karminové ¢ervenym zbarvenim; také osoby s tézkou otravou oxidem uhelnatym
mivaji ,,zdravé” r@izovou barvu pleti. Ve srovnani s hemoglobinem je karbonylhemoglobin odolnéjsi vi¢i chemickym
vlivim, plsobenim rznych ¢inidel se méni pomaleji.

Spektrofotometrie derivati hemoglobinu
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Hemoglobin a jeho derivaty maji ve viditelné oblasti svétla

charakteristickd absorpcni spektra, kterych se vyuzivéa k jejich analyze a yhermogiobin decyharagisbin {reaukoian} H) memamegisks krbony Inamagioti
rychlé identifikaci. Pro vSechny hemoproteiny jsou typickd vyraznd
absorpéni maxima v oblasti 400 - 430 nm, tzv. Soretlv péas. Dalsi
absorpcni vrcholy jsou podstatné nizsi. Oxyhemoglobin je
charakterizovan dvéma neuplné oddélenymi maximy v oblasti 540 a 578
nm. Deoxyhemoglobin ma jedno absorpcni maximum pfi 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 pfi 630 nm, nebot vznikd kyanmethemoglobin.
Pokles absorbance pfi 630 nm je Umérny koncentraci methemoglobinu.
Kyanmethemoglobin vykazuje Siroké absorp¢ni maximum pfi 540 nm, Absorpéni spektra hemoglobinu a jeho
kterého se vyuzivéa pri stanoveni koncentrace hemoglobinu v krvi. derivata

Spektrum karbonylhemoglobinu se podobd spektru oxyhemoglobinu,

ale poloha vrcholl je posunuta smérem k nizsim vinovym délkam.

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

Ukol: Spektrofotometrické vysetfeni hemoglobinu a jeho derivatu - pdf

Stanoveni karbonylhemoglobinu

Stanoveni karbonylhemoglobinu v krvi patfi mezi zakladni toxikologicka bis
vysetreni. Je objektivnim kritériem pri hodnoceni akutnich i chronickych il
otrav oxidem uhelnatym. - plsh
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m Spektrofotometrické hodnoceni. Karbonylhemoglobin Ize
stanovit rychle spektrofotometricky na zékladé odecteni posunu
absorpcniho maxima redéné krve od 586 nm. Posun maxima ve bl
spektru je zavisly na poméru COHb a O,2Hb ve vzorku. L —— T

= Reakce s taninem. Orienta¢né Ize karbonylhemoglobin stanovit = = R B e
reakci s taninem nebo Ajatinem (asi od 10 % COHb). Tanin S
vytvari v pritomnosti karbonylhemoglobinu jahodové cervenou
srazeninu. V nepfitomnosti karbonylhemoglobinu je zbarveni
srazeniny hnédosedé.

Stanoveni karbonylhemoglobinu-
spektrofotometrie

vvvvvv

a metHb umozniuji rovnéz moderni analyzatory acidobazické rovnovahy, které maji zabudovany
fotometricky systém pro jejich méreni.

Ukol: Orientaéni stanoveni karbonylhemoglobinu - pdf
Glykovany hemoglobin HBA;

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

Hladina glykovaného hemoglobinu proto odrazi koncentraci glukosy v krvi -
po celou dobu existence erytrocytu, tj. asi 120 dni, a vyuzivéd se k ™
posouzeni Uspésnosti 1é¢by/kompenzace diabetu v obdobi 4-8 tydnd pred i
vySetienim. Nejcastéji se stanovuje forma stabilni frakce HBA; .. Pouzivé [ remamens i

se nasledujici terminologie:

Glykovany hemoglobin - suma sacharidovych aduktd na N- eSS S Loy
termindlnim konci nebo € aminoskupindach lysinu v hemoglobinu. ] [~
HbA; - suma rlznych minoritnich frakci hemoglobinu (glykovanych), wen P
vcetné HbA;c, HbAja1/a2, HPA1p1/h2/03, HPAL41/d2/d03 @ HDATe.

HbA - - glukosovy adukt valinu na N-terminalnim konci B-globinu;
odpovida tzv. stabilnimu ketoaminu (N-[1-
deoxyfruktosyllhemoglobinu).

Princip neenzymové glykace protein(

Glykovany hemoglobin je mozné stanovit pomoci iontoménicové chromatografie s naslednou spektrofotometrif.

Hodnoceni: MnoZstvi glykovaného hemoglobinu se vyjadfuje v % k celkovému hemoglobinu. Referenéni meze
zdravych dospélych je 2,8-4,0 %.

Ukol: Stanoveni glykovaného hemoglobinu - pdf
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Zelezo

Vv

Zelezo je jednim z nejddlezit&jsich prvkdl v lidském organismu. V normalnim lidském téle dospélého ¢lovéka je
obsazeno vice nez 70 mmol (4,0 - 4,5 g) Zeleza. Nejvétsi podil Zeleza je zabudovén v hemoglobinu.

Distribuce zeleza v organismu

Forma a funkce Protein Mnozstviv g
AKTIVNI ZELEZO
Transport kysliku hemoglobin 2,5-3,0
myoglobin 0,3
Prenos elektront cytochromy, cytochromoxidasa|0,2

Rozklad peroxidu vodiku | katalasa, peroxidasa
ZASOBNi ZELEZO feritin, hemosiderin 0,8-1,0
TRANSPORTN{ 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. Nezaddoucim G¢inkem Zeleza jako
prechodného a velmi reaktivniho prvku je Ucast v radikdlovych reakcich,
pfi nichz vznikaji tzv. reaktivni formy kysliku. Ty mohou posSkozovat
buné&né membrany, proteiny a DNA. Zelezo je absorbovéno jako Fe?+
aktivnim transportem v duodenu a v horni ¢asti jejuna. Po vychytani
stfevni mukoézou je Cast inkorporovana do zasobni formy - feritinu v
intestinalnich bunkach. Cast absorbovaného Zeleza prestupuje do plazmy,
kde je transportovano ve vazbé na transferin . Plazmatické zelezo je
zachycovano bunkami cilovych tkani prostrednictvim receptoru pro Distribuce Zeleza v organismu

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 plasobeni
oxidoredukéné aktivniho zeleza.

vatfabdvani skladovani

1 a2 2 mg/den Img v knd 500 img + 2500 mg
E.

VysSetreni metabolismu zeleza

V praxi se bézné setkavame s onemocnénimi spojenymi se zménami metabolismu a utilizace Zeleza. Laboratorni
vySetreni 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 zésob Zeleza jesté ve
stadiich, kterd nejsou doprovdzena vyraznymi klinickymi projevy.

Stanoveni zeleza v séru

Pro stanoveni zeleza v séru se pouzivaji kolorimetrické metody, atomova s

absorpcni spektrofotometrie a dalsi specialni techniky. Nejuzivanéjsi jsou 1) tramderinFe” ), e
fotometrické metody, zaloZzené na reakci zeleza s komplexotvornou latkou.
VSechny postupy zahrnuji nésledujici kroky: 7 Fo* + redikujiciitka — Fe®

{kyselina askorbova)

= uvolnéni Fe3* z vazby na transferin pomoci kyselin nebo tenzidl 5 e+ ferrozin  ——» e
(napf. HCI)

» redukce Fe3* na Fe2*, kterd je nezbytnéa pro reakci s
komplexotvornym cinidlem, k redukci se pouziva napf. kyselina
askorbova

= reakce Fe2* s komplexotvornym ¢inidlem obsahujicim reaktivni skupiny -N=C-
C=N- za vzniku barevného komplexu. lonty kovu vytvareji chelaty s dvéma atomy
dusiku. V soucasnosti se vyuzivaji predevsim dvé komplexotvorné latky -
bathofenentrolin a ferrozin (3-(2-pyridyl)-5,6-bis(4-sulfofenyl)-1,2,4-triazin -
PST, chranény néazev FerroZine), ktery ma vyssi absorpcni koeficient a je 1épe
rozpustny ve vodé. Hodnoceni: Koncentrace sérového zeleza podléhaji Ferrozin
cirkadidlnimu rytmu a jsou ovlivnény i dalSimi faktory. To omezuje diagnosticky
vyznam tohoto parametru. Je Spatnym ukazatelem tkdnovych zasob Zeleza a je
nutné ho vzdy posuzovat v kombinaci se sérovym transferinem a vazebnou kapacitou pro Zelezo. Snizené
koncentrace doprovazeji nedostatek zeleza, zplsobeny napr. velkymi nebo opakovanymi krevnimi
ztrdtami, nedostate¢nym prijmem Zeleza potravou nebo naruSenou absorpci. Ndlez neni specificky, nebot
se snizenymi hladinami se setkdvame rovnéz u akutni infekce nebo chronickych zanétlivych onemocnéni
(presun zeleza do tkani). Vysoké hladiny Zeleza se vyskytuji u hemochromatézy (viz nize), za podminek

Princip stanoveni zeleza v séru
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predavkovani nebo intoxikace Zelezem, pri zvy$eném rozpadu erytrocytl a u nékterych jaternich
onemocnéni.

Referen¢ni hodnoty: muzi: 9-29 umol/l zeny: 7-28 umol/I

Ukol: Stanoveni Fe v séru kolorimetrickou metodou - pdf
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 neprimo Umérna zasobam Zeleza v organismu; zvysuje se pri
nedostatku Zeleza a pri nadbytku klesd. Biologicka funkce transferinu spociva ve schopnosti snadno tvorit
netoxické komplexy se Zelezem a prenaset Fe absorbované sliznici tenkého stfeva do kostni dfené nebo do
zasobnich forem (feritinu nebo hemosiderinu). Kazda molekula transferinu vaze 2 atomy Fe3* (1 g transferinu vaze
25,2 umol Zeleza). Transferin mlze byt stanoven primo pomoci imunochemickych metod nebo neprimo jako
schopnost transferinu vazat Zelezo - tzv. vazebnd kapacita pro Zelezo. Celkova vazebna kapacita pro zelezo
(TIBC - total iron binding capacity) je mnozstvi Zeleza, které je transferin schopen vazat v pripadé, ze vSechna
vazebnd mista jsou obsazena. Odpovidd normalni koncentraci transferinu. Obvykle je Zelezem nasycena pouze 1/3
transferinu - vazana kapacita. Volny transferin bez navadzaného zeleza predstavuje volnou vazebnou kapacitu
(2/3 transferinu), ktera je k dispozici pro transport Zeleza pfi zvySenych poZzadavcich.

Prepocet mezi koncentraci transferinu a celkovou vazebnou kapacitou:
Celkova vazebna kapacita (umol/l) = transferin (g/1) x 25,2

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

Saturace transferinu: Z hodnot koncentrace Zeleza a transferinu mizeme vypocitat saturaci transferinu (TfS),
kterd je definovana jako pomér sérové koncentrace zeleza k sérové koncentraci transferinu. Jedna se o citlivy
parametr pro odhaleni latentniho nedostatku zeleza.

. S — zelezo (umol/1)
Saturace transferinu (%) = - Ferin (g/1) x 25,2 x 100
— transferin (g/1) x 25,

Hodnoty saturace transferinu:

fyziologické hodnoty: 25-50%
snizeni saturace pfi nedostatku zeleza: < 15% (nutno zahadjit substitu¢ni 1é¢bu)
zvysSeni saturace pfi nadbytku zeleza: > 50%

Feritin a hemosiderin

vvvvvv

24 B

vézat velké mnozstvi Fe3* v rozpustné a netoxické formé pro organismus. Feritin je oot
tvoren vnéjSim proteinovym obalem z 24 podjednotek - apoferitinem (Mr 440 000),
ohranicujicim dutinu, ve které mUze byt soustfedéno az 4500 atom( Zeleza ve formé
oxyhydroxidu Zelezitého (FeO.OH),, v mikrokrystalické podobé s fosfaty (FeO.OPOsH>).

Vstup a vystup atomU 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 vylerpani celkové télesné rezervy Zeleza a slouzi k Schema struktury feritinu
c¢asnému odhaleni anemie z nedostatku Zeleza jesté v prelatentni fazi. ZvySené

koncentrace feritinu jsou doprovodnym jevem vysokych tkanovych zasob zeleza. Déle

se s nimi setkdvdme u mnohych pacientl s onemocnénim jater, nékterymi malignimi nddory (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 zdsobnim proteinem pro zelezo. Vznika agregaci denaturovaného feritinu s dalSimi
komponentami. Vytvari partikule o velikosti 1 az 2 um, které jsou pri pouziti barveni na zelezo viditelné ve
svételném mikroskopu. Hemosiderin obsahuje vétsi mnozstvi Fe nez feritin, ale vzhledem ke Spatné rozpustnosti ve
vodé je obtizné dostupné. Tvofi se za situace, kdy mnozstvi zeleza v organismu prevysi skladovaci kapacitu feritinu.

Transferinovy receptor

Zelezo transportované krvi transferinem je zachycovano bufikami prostfednictvim specifického transferinového
receptoru (TfR). V urcitém stadiu vyvoje se nachazi na povrchu vSech bunék, nejvice je vSak exprimovan na
povrchu prekursord bunék ¢ervené rady v kostni dreni. TfR je transmembranovy protein, ktery je tvoren dvéma
identickymi podjednotkami, spojenymi disulfidovou vazbou. Oddélenim extraceluldrnich domén receptoru se do
cirkulace uvolriuje tzv. solubilni (rozpustnd) frakce transferinového receptoru (sTfR), ktery mlze byt v
podobé dimeru nebo monomeru. Buriky reaguji na snizeni zdsob Zeleza syntézou zvySeného mnozstvi
transferinovych receptorl. Zvyseni sTfR je spolehlivym ukazatelem nedostatku Zeleza pro krvetvorbu. Se
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zvySenymi hladinami sTfR se setkdvdme u anemii z nedostatku Zeleza nebo u hemolytickych anemii. Cenné je
stanoveni sTfR u anemickych pacientd, u nichz je zvysen feritin z dlvod{ reakce akutni faze. Stanoveni
koncentrace sTfR je mozno vyuzit i u pacientl s transplantovanou kostni drfeni pro sledovani pribéhu erytropoézy.

Ke stanoveni se pouZivaji imunochemické metody.
Poruchy metabolismu zeleza
Nedostatek Zzeleza (sideropenie)

Nedostatek Zeleza v organismu byva zpravidla zplsoben jeho nedostate¢nym
vstfebavanim ze stfeva nebo chronickymi ztratami krve. Mze vyustit v ~
‘sideropenickou anemii (hypochromni mikrocytarni anemie)”, kterd patri mezi ~

trrr

‘nejcastéjsi hematologickd onemocnéni”. Anemie je vSak zpravidla pozdni priznak

postupné se vyvijejici sideropenie. V krevnim obraze se projevi az po témér Gplném i
vymizeni zeleza. Proto je potfebné odhalit nedostatek zeleza v ¢asném stadiu, které w—
jesté neni doprovazeno anemii. Transferinovy receptor

Na zakladé stanoveni zdkladnich parametrl metabolismu Zeleza rozliSujeme tfi stupné
nedostatku:

= Prelatentni nedostatek zeleza je oznaceni pro stav, kdy dochéazi k postupnému poklesu zésob, ale
jesté neni ovlivnéna dodavka Zeleza do erytroblastd kostni drené. Asi u poloviny nemocnych jsou hladiny
feritinu v séru snizené pod 12 ug/I.

= Pri latentnim nedostatku Zeleza jsou jeho zasoby v podstaté vycerpdany. Feritin je snizen pod dolni
hranici normy a je v tomto stadiu jiz doprovdézen i snizenim hladiny zeleza v séru a snizenou dodavkou do
erytroblastd kostni dfené. Zvysuje se vazebnd kapacita pro Zelezo. Citlivym ukazatelem latentniho
nedostatku Zeleza je pokles saturace transferinu pod 15 %. Nerozviji se vSak jesté anemie.

= Pri manifestnim nedostatku Zzeleza dochéazi k rozvoji anemie s poklesem hodnot hemoglobinu pod
dolni hranici normy. U anemie z nedostatku zeleza je typicky nélez nizkého sérového Zeleza a feritinu, je
zvysend koncentrace transferinu (vazebnd kapacita pro Zzelezo). U hemolytickych anemii nebo pfi
nadbytku Zeleza je naopak sérové Zelezo zvysené, soucasné je snizena celkovéd vazebna kapacita pro
zelezo.

Laboratorni nélez u nedostatku zeleza
Prelatentni nedostatek zeleza Latentni nedostatek zeleza Manifestni nedostatek zeleza
snizovani zasobniho Zeleza - pokles feritinu| nedostatek zasobniho Zeleza - pokles feritinu| nedostatek zasobniho Zeleza - pokles feritinu
snizeni sérového Zeleza snizeni sérového Zeleza
pokles saturace transferinu pod 15% pokles transferinu pod 10%
zvyseni celkové vazebné kapacity pro Zelezo | zvyseni celkové vazebné kapacity pro zelezo
zvyseni sTfR zvyseni sTfR

snizeni koncentrace hemoglobinu - anemie
Nadbytek Zzeleza

Organismus neni vybaven exkrec¢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 stadia:

= 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 zasobni 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 nalez u nadbytku zeleza

Prelatentni nadbytek zeleza Latentni nadbytek zeleza Manifestni nadbytek zeleza
zvySovani zdsob Zeleza - zvySovani zasob Zeleza - zvySeni feritinu | zvySovani zésob Zeleza - zvyseni feritinu (pfi tézkém
zvyseni feritinu nad 300 ug/I postizeni nad 2000 pg/I

zvyseni zeleza v séru vyrazné zvyseni Zzeleza v séru

zvjEen saturace transferinu nad 55% zvys$eni saturace transferinu (pfi tézkém postizeni mlze
() v s
prevysit 90%)

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

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

= Sekundarni hemochromatéza se mulze vyvinout jako nasledek napr. opakovanych transfizi,
nadbyte¢ného prijmu pripravkd obsahujicich Zelezo nebo hemolytické anemie. V biochemickém obraze
nalézame zvysujici se hladiny feritinu a Zeleza v séru, stoupa saturace transferinu pfi jeho sou¢asném
poklesu.



