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Téma: Hemoglobin a jeho deriváty

Úkol: Stanovení koncentrace Hb v krvi

- Princip: Hb je červené krevní barvivo, zajišťuje transport kyslíku, CO2 a protonů (z periferních tkání do dýchacích orgánů). Jedná se o tetramerní protein tvořený čtyřmi podjednokami, každá podjednotka kovalentně váže hem. Hem se skládá z protoporfyrinu, tvořený 4 pyrrolovými jádry spojenými s šestivazným železem. 4 vazby Fe se váže s atomy dusíku pyrrolových jader, další koordinační vazbou se váže na globinovém řetězci, šestá valence je určena pro molekulu kyslíku.

     Hladiny Hb v krvi jsou hlavním kritériem pro posouzení , zda jde o anémii (pokles Hb nebo erytrocytů). Anémie se vyvine z důsledku: krevních ztrát, zvýšeného zániku erytrocytů, nedostatečné tvorby ery. Zvýšení hodnot Hb může být projevem dehydratace organismu nebo chronicky snížené plicní ventilace, případně zvýšené tvorby ery při pravé polycytémii.

     Fotometrické stanovení Hb v krvi je založeno na oxidaci dvojmocného železa v Hb hexakyanoželezitanem draselným na trojmocné železo. Vzniklý metHb se s kyanidem draselným přeměňuje na stálý kyanmethemoglobin s absorpčním maximem při 540 nm.

     Fyziologické hodnoty Hb: muž 130 – 180 g/l, žena 120 – 160 g/l.

- Měření a výpočet:

   absorbance: Astad = 0,534

                       Avz = 0,403

   výpočet: a) pomocí molárního absorpčního koeficientu:

                      Hb (g/l) = A . Mr . ředění vzorku/ ((. šíře kyvety)

                      Hb = 0,403 . 1,61 . 104 . (5,02 : 0,02) / (1,1 . 103 . 10) = 148,05 g/l

                 b) postup se standardním roztokem:

                      Hb = Avz/Astand . cstand . ředění vzorku

                      Hb = 0,403/0,534 . 0,846 . 5,O2/0,02 = 160,25 g/l

- Závěr: Koncentrace Hb  v krvi je 148,O5 g/l podle jednoho postupu a 160,25 g/l podle druhého postupu. Metoda se standardním roztokem je přesnější za těchto podmínek. V obou případech nám však vyšly hodnoty fyziologické.

Úkol: Průkaz krve a krevního barviva v moči

- Princip: Moč zdravých jedinců může obsahovat malý počet ery (2 – 3 ery/(l). Je-li v moči zvýšené množství ery nebo Hb, mluvíme o hematurii. Příčinou může být průnik ery glomerulární membránou poškozenou zánětem (i proteinurie) nebo ruptura malých cév nebo krvácení do močových cest. 

     Přítomnost samotného Hb bez ery nazýváme hemoglobinurií. Vyskytuje se v důsledku intravaskulární hemolýzy, při transfúzi inkompatibilní krve nebo paroxyzmální hemoglobnurii.

     Princip stanovení se opírá o tzv. pseudoperoxidázovou aktivitu Hb (Hb katalyzje nenzymový rozklad peroxidu vodíku, uvolněný kyslík současně oxiduje chromogenní substrát – o-tolidin podobně jako peroxidáza). Na stejném principu je založen důkaz krve v moči pomocí diagnostických proužků. 

- Provedení a závěr:

 + Benzidinová zkouška: o-tolidin rozpustíme v ethanolu a okyselíme koncentrovanou kyselinou octovou. Přidáme peroxid vodíku a poté vzorek moči. Pozitivní výsledek je zmodrání vzorku.

 + Heitz-Boyerova zkouška. smícháme moč se stejným dílem Heitz-Boyerova činidla. Převrstvíme po stěně zkumavky peroxidem vodíku. V přítomnosti Hb vznikne na styčné ploše červenofialový prstenec.

 + Průkaz krve diagnostickými proužky: 

         dusitany: +

         pH = 5

         bílkoviny: -

         kys. askorbová: 0,3 mmol/l

         glukóza: normál

         urobilinogen: normál

         bilirubin: normál

         ketony: normál

         Hb: ( 250 mmol/l

         ery: -

Úkol: Spektrofotometrické vyšetření derivátů Hb

- Princip: Hb nesoucí kyslík se označuje jako oxyHb, má jasně červenou barvu. Po uvolnění kyslíku hovoříme o deoxyHb, je tmavě červený. Důvodem odlišnosti odstínů barev je změna elektronového stavu komplexu Fe2+ - hem po oxygenaci molekuly Hb.

     MetHb (hemiglobin) je charakterizován přítomností trojmocného železa. Ztrácí schopnost reverzibilně vázat kyslík, Fe3+ váže šestou koordinační vazbou molekulu vody. Barva metHb je čokoládově hnědá. Denní produkce metHb je kolem 3%. Jeho zpětná redukce je zajišťována NADH-dependentní methemoglobinreduktázou, glutathionem nebo kyselinou askorbovou. Jeho zvýšená koncentrace  v krvi se označuje jako methemoglobinémie, může být dědičná nebo získaná. Projevuje se cyanózou a hypoxií.

     Hb a jeho deriváty mají ve viditelné oblasti viditelného světla charakteristická absorpční spektra, kterých se využívá k jejich analýze a rychlé identifikaci. Pro všechny hemoproteiny jsou typická výrazná absorpční maxima v oblasti 400 – 430 nm, tzv. Soretův pás. OxyHb má 2 maxima v oblasti 540 a 578 nm. DeoxyHb při 555 nm. MetHb při 630 nm a druhé maximum je závislé na pH a to při 500 nm. KyanmetHb vykazuje široké absorpční spektrum při 540 nm. Spektrum karbonylHb se podobá spektru oxyHb, ale poloha vrcholů je posunuta směrem k nižším vlnovým délkám.

- Měření a závěr:

	vlnová délka nm
	Hb
	oxyHb
	metHb
	metHb ( Hb
	COHb

	500
	0,901
	0,315
	0,429
	2,064
	0,3

	540
	0,992
	0,663
	0,324
	1,834
	0,632

	555
	1,061
	0,529
	0,265
	1,763
	0,530

	570
	0,987
	0,540
	0,228
	1,630
	0,584

	578
	0,912
	0,670
	0,230
	1,401
	0,512

	zbarvení
	zakalená světle růžová
	světle červená
	čirá světložlutá
	zakalená žlutohnědá
	světle červená

	maxima
	při 555 nm
	při 540 a 578 nm
	při 500 nm, teor. při 630
	při 500 nm
	při 540 nm


   - Naměřená maxima odpovídají teoretickým hodnotám.

Úkol: Důkaz karbonylHb v krvi

- Princip: KarbonylHb vzniká vazbou oxidu uhelnatého na Hb. Vytvořená vazba je 250 – 300 krát silnější než vazba kyslíku. COHb nemůže přenášet kyslík. V malém množství se může vyskytnout i u zdravých osob (2% - 10% u silných kuřáků). V nadbytku kyslíku je vazba CO na Hb reverzibilní. COHb se vyznačuje karmínově červeným zbarvením.

     Stanovení COHb v krvi patří mezi základní toxikologická vyšetření. COHb lze stanoit spektrofotometricky na základě odečtení posunu absorpčního maxima ředěné krve od absorpčního maxima didymového filtru při 586 nm. Posun maxima ve spektru je závislý na poměrem COHb a O2Hb ve vzorku.

     Orientačně lze COHb stanovit reakcí s taninem nebo ajatinem.

- Provedení a závěr:

 + Zkouška s taninem: krev s CO nám dává růžovou sraženinu, krev bez CO nám dává nahnědlou sraženinu.

 + Zkouška s Ajatinem: krev bez CO – trochu zakalené hnědožluté, světlé

                                      krev s CO – čiré, tmavší odstín

Úkol: Stanovení koncentrace železa v séru

- Princip: V normálním lidském těle je okolo 70mmol (4 – 4,5 g) železa. Největší podíl Fe je zabudován v Hb. Fe je absorbováno jako Fe2+ aktivním transportem v duodenu. Část je inkorporována do zásobní formy – ferritinu v intestinálních buňkách. Část absorbovaného Fe přestupuje do plazmy kde je transportováno ve vazbě na transfein.

       Laboratorní vyšetření metabolismu Fe zahrnuje následující vyšetření: Fe v sér, sérový transferin a vazebná kapacita pro Fe, sérový ferritin, transferinový receptor.

     Hladiny sérového Fe podléhají cirkadiálnímu rytmu a jsou ovlivněny i dalšími faktory.

     Pro stanovení Fe v séru se používají kolorimetrické metody, atomová absorpční spektrofotometrie a další speciální techniky. Všechny zahrnují tyto kroky: 

     - uvolnění Fe3+ z vazby na transferin pomocí kyseliny nebo tenzidů

     - redukce Fe3+ na Fe2+ kys. askorbovou

     - reakce Fe2+ s komplexotvorným činidlem za vzniku barevného komplexu, používají se 2 komplexotvorné látky: bathofenantrolin a ferozin

     Fyziologické hodnoty: muži 9 – 29 (mol/l, ženy 7 – 28 (mol/l

- Měření a závěr:

   absorbance: Avz séra = 0,235

                       Astand = 0,168

                       Asl vz 1 = 0,025

                       Asl vz 2 = 0,051

   cstand = 20 (mol/l

   Fe ((mol/l) = (Avz séra – (Asl vz 1 + Asl vz2)) / (Astand – Asl vz 1) . cstand
   Fe = (0,235 – (0,025 + 0,051)) / (0,168 – 0,025) . 20

   Fe = 22,24 (mol/l

 - Naměřená hodnota je fyziologická.

