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Zlucova barviva

Teoreticky uvod

1. Zlu¢ova barviva

Do skupiny zlucovych barviv tvotenych étyimi linearné uspoiddanymi pyrolovymi jadry
zahrnujeme bilirubin, urobilinogen a sterkobilinogen a jejich oxidacni produkty urobilin a sterkobilin.

Bilirubin vznika degradaci hemoglobinu uvolnéného z rozpadlych erytrocyta (75 %), zbytek
pochazi z jinych hemoproteint (cytochromy, katalasa, peroxidasa, myoglobin a dalsi).

Obr. 1 Vznik, transport a preména bilirubinu
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Vznik bilirubinu probiha v nékolika krocich (obr. 1, 2):
e odstépenim zeleza a globinu z molekuly hemoglobinu spole¢né s otevienim porfyrinového kruhu mezi
pyrolem I a II a uvolnénim CO se vytvaii linearni tetrapyrol zeleny pigment biliverdin;
e redukci centralniho methenylového mistku mezi pyrolem Il a IV v molekule biliverdinu u¢inkem
biliverdinreduktasy se zakoncuje pfeména na Zluty bilirubin.

Takto vznikly bilirubin se oznacuje jako nekonjugovany bilirubin. Je nerozpustny ve vodé a snadno
pronika membranami do bunék, pro které je silné toxicky. Mlze se vazat do riznych tkani. Infiltrace tkani,
zejména bazalnich ganglii bilirubinem, je zavaznou komplikaci postizeni plodu pti Rh-izoimunizaci. Proto
je bilirubin po uvolnéni z mista svého vzniku do cirkulace transportovan ve vazbé na albumin. Vazba je
nekovalentni a o vazbu na albumin s bilirubinem soutézi i jiné latky (mastné kyseliny, lipofilni 1éky a
dalsi). Komplex bilirubinu s albuminem nepronikd hematoencefalickou bariérou na rozdil od
nenavazaného bilirubinu.
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Obr. 2 Reakce a enzymy ucastnici se vzniku Zlu¢ovych barviv
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Krvi se bilirubin dostava do jater a vstupuje do hepatocytd, kde je komjugovin s kyselinou
glukuronovou pomoci UDP-glukosiduronattransferasy za vzniku bilirubinmonoglukosiduronata a
predevsim bilirubindiglukosiduronatt. V mensi mife se vytvareji estery s glukosou a xylosou. Konjugaci
se bilirubin stava rozpustnym ve vodé. Pro oznaceni této formy bilirubinu se pouziva termin konjugovany
bilirubin. Za fyziologickych podminek se naléza v krvi pouze ve stopovém mnozstvi.

Za patologickych stavi pii déle trvajicich zvysenych hladinach konjugovaného bilirubinu v plazmé
vznika tzv. delta bilirubin. Piedstavuje podil konjugovaného bilirubinu, ktery neenzymovou reakci vytvari
s albuminem a v men$i mife s jinymi plazmatickymi proteiny kovalentni peptidovou vazbu. Propionat
postranniho fetézce bilirubinu reaguje s volnou NH, skupinou lysinu albuminu. Hladina delta bilirubinu je
mirou pfedchoziho trvani konjugované hyperbilirubinemie. Komplex neprochdzi normalné glomerularni
membranou, a tim se vysvétluje nepfitomnost konjugovaného bilirubinu v mo¢i téchto nemocnych.

Konjugovany bilirubin se dostava do Zluovych kanalkli a je Zluci vyluCovan do duodena. Ve
stievé se po odstépeni zbytkl kyseliny glukuronové bakterialni 3-glukuronidasou redukuje na:

e urobilinogen (bezbarvy);

o sterkobilinogen (bezbarvy).
Mnozstvi urobilinogenu vytvofeného v organismu je umérné mnozstvi bilirubinu vylouc¢eného

zIu¢i do stfeva. Hlavni podil je vyluovan stolici. Mala ¢ast urobilinogenu je ze stfeva resorbovana a
enterohepatdlnim obéhem ptechazi do jater, odkud se znovu vylucuje do Zluc¢i. Nepatrny podil mize byt
vyloucen mo¢i. Analytické rozliSeni urobilinogenu a sterkobilinogenu je obtizné a nema klinicky vyznam.
Nevstiebané urobilinogeny a sterkobilinogeny se v tlustém stievé samovolné¢ oxiduji na:
e urobilin (hnédy);
e sterkobilin (hnédy), které jsou vylu¢ovany stolici.

2. Vysetreni zluéovych barviv v biologickych tekutinach

2.1. Stanoveni bilirubinu v séru

Témer vSechny metody pouzivané ke stanoveni bilirubinu jsou zalozeny na azokopulacni reakci
bilirubinu s nékterou diazoniovou soli. NejCastéji se pouziva diazotovanda kyselina sulfanilovd, ktera
vznika reakei kyseliny sulfanilové s dusitanem sodnym v nadbytku kyseliny chlorovodikové' - van den
Berghova diazoreakce. Bilirubin reaguje s diazoniovymi solemi za vzniku intenzivné zbarvenych
azosloucenin vhodnych k fotometrickému stanoveni. V pfitomnosti diazotované kyseliny sulfanilové se
bilirubin §té€pi na dvé molekuly azobilirubinu (obr. 3). Vznikly azobilirubin se chova jako acidobazicky
indikator s nékolika barevnymi pfechody, ve slabé kyselém prostredi je Cerveny a v silné alkalickém
modry.

Konjugovany bilirubin reaguje s diazotovanou kyselinou sulfanilovou pfimo a rychle - pfima van
den Berghova reakce . Tato frakce bilirubinu se oznacuje jako ,,piimy” bilirubin.

Nekonjugovany bilirubin, ktery je $patné rozpustny ve vodé a je nekovalentné vazan na albumin,
reaguje s diazocinidlem podstatn€ pomaleji a zbarveni se vyviji az po ptidani tzv. akcelerdtoru - nepiima
van den Berghova reakce. Jako akceleratoru se obvykle vyuzivaji alkoholy (methanol, ethanol) ¢i jiné
latky (benzoan sodny, kofein, mocovina). Akcelerator usnadiuje reakci s diazocinidlem tim, Ze napomaha
uvolnéni  bilirubinu z vazby na albumin a rozruSenim vnitinich vodikovych mdastki ¢ini bilirubin
rozpustné&jsi. Frakce bilirubinu, kterd vyzaduje akcelerator, je oznacovana jako ,,nepiimy* bilirubin.

V ptitomnosti akceleratoru reaguji vSechny formy bilirubinu. Timto zptisobem stanovime celkovy
bilirubin. Mnozstvi nekonjugovaného (nepfimého) bilirubinu mutzeme vypocitat jako rozdil celkového a
konjugovaného bilirubinu (obr. 4). Fotometrické stanoveni celkového bilirubinu je vhodné provadét
v alkalické oblasti, kde je nejcitlivéj§i a nejméné ruSeno jinymi latkami obsazenymi v krevnim séru.
Zasadité prostiedi je zajistovano silné alkalickym vinanem.

V soucasnosti je doporucenou rutinni metodou modifikace dle Jendrassik-Grofa, vyuzivajici jako
akcelerator kofein a benzoan sodny. Pro stanoveni celkového bilirubinu lze pouzit i piimou
spektrofotometrii, nebot’ absorbance séra pii 454 nm je imérna koncentraci bilirubinu. Vyuziva se toho

'"Ehrlichovo diazoginidlo - diazo I - kyselina sulfanilova v HCI, diazo II — dusitan sodny
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Obr. 3 Reakce bilirubinu s diazotovanou Kyselinou sulfanilovou®
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Obr. 4 Stanoveni celkového, pfimého a nepFimého bilirubinu®
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napf. pfi stanoveni bilirubinu v nékterych biologickych tekutinach jako je plodova voda nebo mozkomisni
mok. Existuje jesté orientacni zpiisob stanoveni bilirubinu, tzv. transkutdnni ikterometrie, ktera nasla
uplatnéni v neonatologii pfi vySetfovani novorozeneckych zloutenek. Pro méfeni se pouziva ru¢ni piistroj
bilirubinometr, ktery se pfiklada na ¢elo novorozence.

Bilirubin je siln€ fotosenzitivni, proto je nutno vzorky uchovavat ve tmé a zpracovavat co nejdrive.

Fyziologické hodnoty:
Koncentrace celkového bilirubinu v séru (fS - celkovy bilirubin): do 17 pmol/l
Koncentrace piimého bilirubinu v séru (fS — pfimy bilirubin): do 5 pmol/l

2.2. Stanoveni bilirubinu a urobilinogenu v moci

Bilirubin v mo¢i

V moci Ize prokazat pouze konjugovany bilirubin. Nekonjugovany bilirubin je vazan na albumin a
do glomerularniho filtratu neprochazi. Za normalnich okolnosti se bilirubin v mo¢i prakticky nevyskytuje.
Zkousky na bilirubin v mo¢i jsou pozitivni pii hladin€ konjugovaného bilirubinu v séru zvysené na 30 - 34
pmol/1 (ledvinny préh pro bilirubin). Pfitomnost bilirubinu v moc¢i se projevi jejim tmavé hnédym
zbarvenim. Indikaci k vySetteni je diagnostika ikterti. V mnoha piipadech se bilirubin v moc¢i vyskytuje
v poc¢ateénich stadiich choroby, popft. pted rozvojem klinickych piiznakd.

Bilirubin v moc¢i prokazujeme pomoci diagnostickych prouZkii. Test je zalozen na azokopulacni
reakci, kterou poskytuje konjugovany bilirubin se stabilni diazoniovou soli. Vznika rtizové az Cervené
barvivo. Pii soucasném vyskytu vysokych koncentraci urobilinogenu se zbarveni méni do oranzova.
V tomto piipadé se doporucuje vyhodnotit zbarveni az po 2 minutdch od namoceni indikacni zony. Niz$i az
falesn¢ negativni vysledky mohou byt zpisobeny vysokymi koncentracemi kyseliny askorbové. Vzorky
moci je nutno chranit pfed pfimym slune¢nim svétlem, které vyvolava oxidaci bilirubinu s naslednym
falesné niz§im az negativnim nalezem.

Dtikaz bilirubinu je mozno téZ provadét na principu oxidace na zeleny biliverdin nebo modry
bilicyanin (Gmelinova zkouska s kyselinou dusi¢nou, Rosinova zkouska s jodovou tinkturou).

Urobilinogen v moci

Urobilinogen je normalnim katabolickym produktem bakterialniho odbourdvani bilirubinu, ktery za
fyziologickych podminek vznika v ur€itém mnozstvi a je také v malé mife vyluCovan do moci. Za horni
hranici fyziologického vylucovani urobilinogenu mo¢i je povazovana koncentrace 17 pmol/I.

Zvysené mnozstvi urobilinogenu v mo¢i je citlivou znamkou pietizeni funkéni kapacity jaterniho
parenchymu, ktery neni schopen vychytat z krve vétSinu z urobilinogentl resorbovanych v tlustém stfeve.
S touto situaci se setkavame napft. pii nadprodukcei bilirubinu (prehepatalni ikterus) nebo pii primarnim
poskozeni hepatocytu (hepatocelularni ikterus) - viz tab. 2.

Naopak upiné chybéni urobilinogenu doprovazi kompletni uzdavér Zlucovych cest nebo je
znamkou #plného selhdni exkrece Zluci pti velmi tézkém poskozeni jater. Jinou pfiCinou je nepiitomnost
stifevni flory, kterd podminuje redukci bilirubinu. Tento stav nastava fyziologicky u novorozenct nebo
nekdy pfi terapii antibiotiky. Pii uzavéru zlucovych cest je barva stolice béloseda v dusledku neptitomnosti
zluCovych barviv a vysokého obsahu nestravenych tukt.. V ptipadé chybéni bakterialni flory je stolici
vylucovan nezménény bilirubin, popt. dochazi k jeho oxidaci na zeleny biliverdin.

Urobilinogen v mo¢i stanovujeme podobné jako bilirubin pomoci diagnostickych prouzkii, které
vyuzivaji principu azokopulacni reakce s diazoniovou soli. Indika¢ni zona se barvi v pfitomnosti
urobilinogenu rtzoveé az Cervené. Slabé rtizové zbarveni odpovida jesté fyziologickému vylucovani
urobilinogenu. V pfitomnosti bilirubinu je zbarveni zluté, které pfechazi po 1 minuté do zeleného az
modrého odstinu. Jako orientacni zkouSku Ize pouzit nespecifickou Ehrlichovu reakci s Ehrlichovym
aldehydovym Cinidlem" (4-dimethylaminobenzaldehyd v HCI).
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3. Hyperbilirubinemie a typy iktert

Stanoveni zluCovych barviv v séru a v mo¢i nas informuje o intenzité rozpadu cervenych krvinek
a hemoglobinu, o funkci jater a stavu zlu¢ovych cest.

Jestlize hodnota bilirubinu v séru ptesdhne 17 wmol/l, hovoiime o hyperbilirubinemii. Bilirubin
prostupuje tkanémi a piekroci-li bilirubinemie asi 35 pmol/l, zptisobuje zbarveni o¢niho bélma a kiize za
vzniku Zloutenky — ikteru (obr. 8). Protoze se bilirubin rozklada svétlem, je nejprve zlutavé zbarveni patrné
jen na sliznicich a na ¢&asti sklér kryté vicky (subikterus). Zabarveni kaze pfi mirnéjSich
hyperbilirubinemiich nebyva vysloven¢ zluté, ale mtze pfipominat opaleni.

Hyperbilirubinemie miZze byt zplisobena nadprodukci, poruchami metabolismu a vyluCovani
bilirubinu na riznych urovnich.

Podle pievaZujiciho typu bilirubinu v krvi se rozlisuji 3 zakladni skupiny hyperbilirubinemii:

e nekonjugovand hyperbilirubinemie;
e konjugovand hyperbilirubinemie;
e smiSend hyperbilirubinemie (tab. 1).

Obr. 8 Priciny Zloutenek
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Podle mista poruchy vyvolavajici hyperbilirubinemii se popisuje ikterus:
e prehepatidlni (hemolyticky), zplisobeny nejcasteji nadmérnym vznikem nekonjugovaného
bilirubinu u hemolytickych anemi;
e posthepatalni (obstrukéni), vznikajici v disledku obstrukce Zlu¢ovych cest;
e hepatocelularni (hepatalni), vyvolany poskozenim nebo dysfunkci hepatocyti.
Charakteristické nalezy zlucovych barviv v séru a v moci u jednotlivych typt ikterii jsou uvedeny v tab. 2.

Tab. 2 Charakteristické nalezy Zlu¢ovych barviv u jednotlivych typi iktera

Nalez v séru Nalez v mo¢i
Typ ikteru —_— —_— — Barva moci | Barva stolice
Bilirubin Bilirubin | Urobilinogen
Prehepatalni zvysSeny nepiimy ., . o .
o negativni zvysen normalni tmava
bilirubin
zvyseny ptimy negativni
Posthepatalni bilirubin* pozitivni (pti uplné tmava odbarvena
obstrukci)
Hepatocelularni ySeny primy i o, " , "y
P " ! ZV}C, y primy pozitivni zvysen tmava svétla
nepiimy bilirubin

* P¥i déle trvajicim posthepatalnim ikteru zpravidla dojde k druhotnému poskozeni funkce hepatocyti. Laboratorni
nalez pak odpovida kombinaci posthepatalniho a hepatocelularniho ikteru.
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Zlucova barviva

Tab. 1 Typy hyperbilirubinemii

Typ Mechanismus vzniku

Vyskyt (priklady)

Pti zvySeném rozpadu erytrocytd se vytvaii
velké mnozstvi bilirubinu, ktery je zdravymi
jatry konjugovan a vylucovan zluéi. Protoze
je vsak prekrocena vylucovaci schopnost
jater, dochazi k hromadéni nekonjugovaného
bilirubinu v séru. Ve stieveé vznika veétsi
mnozstvi urobilinogenu, ktery se zpétné
resorbuje. Piesazeni kapacity hepatocytt
vychytévat urobilinogen je piic¢inou
urobilinogenurie. Bilirubin v moci
neprokazujeme.

Jina pticina nekonjugované
hyperbilirubinemie mtize byt na urovni
poruchy vychytavani bilirubinu na krevnim
polu hepatocytu nebo porucha konjugace

s kyselinou glukuronovou (neni vyvinuta u
novorozenci).

Nekonjugovana hyperbilirubinemie

kel sinuaoiciaind kapias

T piivod nekonjugowaného

P T rekonjugowany bilirubin
bilirubinu i Higerarly

HEPATOCYT
T Flova kapliara

krevail sinwsoidaing kapilara
N

T rekonjugovanid bilirubin

porucha konjugacs

bilirubirg

HEPATOCYT T Flafova kaniars

hemolyticka anemie

snizen¢ vychytavani

bilirubinu jatry a porusena

konjugace

o fyziologicka Zloutenka
novorozencl

e 7Zloutenka nedonoSenych

o n¢které dédicné poruchy
(napf. Gilberttiv syndrom,
Crigler-Najjartiv
syndrom)*
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=12983120
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Je porusen odtok konjugovaného
bilirubinu do zlucovych cest, konjugovany
bilirubin prostupuje ze Zlu¢ovych kapilar
zpét do jaternich sinusoidu, do krve a poté
do moci. Pfi tiplném uzavéru je stolice svétla
(acholicka) a v moci nenalézame zadny
urobilinogen. Pokud v mo¢i prokazujeme
vedle bilirubinu i urobilinogen, znamena to,
Ze obstrukce neni tiplna. Konjugovana
hyperbilirubinemie byva provazena
zvySenim katalytické koncentrace j-
glutamyltransferasy a alkalické fosfatasy.

Konjugovana hyperbilirubinemie

krenni sinusoiciaing kapilars

« afekafks adfaky

konjugovaného bilirubinu
= pordchd exkrece

kanjugovaného bilirubing

T Flufova lkaoiiara

HEFATOCYT

e obstrukce Zlucovych cest
e cholelitiaza
e nadory zlucovych cest a
hlavy pankreatu
e porucha exkrece
konjugovaného bilirubinu
e ngkteré dédicné
poruchy
(Dubin-Johnsontv a
Rotortv syndrom)

U onemocnéni postihujici pfedevsim
hepatocyty je porucha vylu¢ovani

)
'S | konjugovaného bilirubinu i porucha

8 |konjugace.V séru nalézame zvyseni

:-§ koncentrace nekonjugovaného i

.5 | konjugovancho bilirubinu. Konjugovany

3.5 bilirubin pfestupuje do moci. Poskozené

& hepatocyty nejsou schopny vychytavat

2 | vSechen urobilinogen a ten piechazi do mo¢i.
2

5

krevnl sindsoicaint kapliars

_’E‘-\:‘ —

T rekonjugowani bilirubin

porucha konjugace

bilirabing '

HEPATOCHT

]

v porucha vyl udowdni
. .. konjugovaného bilirubing

oy kanalkek

e virové hepatitidy
e toxické poskozeni jater

> Upraveno podle:Leevy CM (editor) Evaluation of liver function, 2nd edition, Indianopolis, Lilly Research Laboratories, 1974.
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