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Pfedmluva

Bilirubin je latka, jejiz historie a poznani jsou znamé vice nez 150 let. Presto na pocatku
21. stoleti zjistujeme nové informace o vyznamu, ptisobeni a vlastnostech bilirubinu -
»Cervené latky ze zluce®

Vseobecné znamy je vztah bilirubinu a zloutenky, vztah mezi hemoglobinem, re-
spektive jeho porfyrinovym jadrem, a bilirubinem. Tato kniha vak pfinasi radu dalsich
zjisténi o hyperbilirubinemiich, vztahu bilirubinu a aterosklerdzy.

V teoretické ¢asti se seznamujeme s metabolizmem bilirubinu. Na ni navazuje
nejrozsahlejsi ¢ast monografie vénujici se porucham metabolizmu bilirubinu - hyper-
bilirubinemiim.

Velice ptinosné jsou posledni kapitoly knihy, v nichz se ¢tenaf seznami s novymi
poznatky o vlastnostech bilirubinu - jeho schopnostech lapat singletni kyslik pfi oxi-
dac¢nim stresu. V ochrané pred oxida¢nim stresem se také vyznamné uplatiiuje enzym
hemoxygenaza-1. Posledni roky pfinesly celou fadu vyznamnych objevi o strukture a
funkcich tohoto enzymu v lidském organizmu pfi zdravi i nemoci. Hemoxygenaza-1
ma piimy vztah k oxidu uhelnatému - CO, ktery vs$ichni spojuji s toxickymi ucinky.
CO ma vsak také fadu biologickych ucinki a fadime jej mezi malé signalni moleku-
ly - podobné jako NO.

Objevovani a studium bilirubinu ma v nasi vlasti mnohaletou tradici. Mezi spolu-
objevitele biotransformace bilirubinu patfi MUDr. Edmund Talafant z Masarykovy
univerzity v Brné. Vyznamny predstavitel oboru biochemie profesor Milan Jirsa z 1. 1é-
katské fakulty UK v Praze prioritné publikoval strukturu konjugatu mezi bilirubinem
a taurinem.

Ceskd véda a medicina mé v profesoru Liboru Vitkovi nasledovnika nasich vy-
znamnych osobnosti a pokracovatele v oblasti studia bilirubinu. Gratuluji mu k velmi
zdatilému a ¢tivému dilu.

Praha 20. bfezna 2009 Tom4ds Zima






Uvod

Bilirubin, hlavni zlu¢ovy pigment, je kone¢nym produktem katabolizmu hemu v sys-
témové cirkulaci u v8ech placentarnich Zivoc¢icht. Hem i bilirubin patfi do skupiny
tetrapyrolovych sloucenin, které maji celou fadu jedine¢nych biologickych funkeci
u zéstupcu zivocisné i rostlinné fise.

Bilirubin je latka, jejiz produkce, metabolizmus i vylu¢ovani jsou v organizmu
udrzovany v rovnovaze. Pri naruseni této rovnovahy dochazi k akumulaci bilirubinu
v séru — hovorime o hyperbilirubinemii, ktera se klinicky manifestuje zloutenkou. Po-
ruch metabolizmu bilirubinu existuje velmi mnoho, obecné je rozlisujeme na hyperbili-
rubinemie premikrozomalni (nekonjugované) a hyperbilirubinemie postmikrozomalni
(vétsinou konjugované). Kombinaci obou typt vznikaji hyperbilirubinemie smiSené.

Bilirubin ma diky své chemické strukture specifické fyzikalné-chemické vlastnosti,
které vysvétluji celou fadu klinicky znamych skute¢nosti. Jako latka nepolarni je v cir-
kulaci vazan na albumin, kdy pouze méné nez 0,01 % celkového bilirubinu se v krevnim
recisti vyskytuje ve formé nevazané. Hovotrime o volném bilirubinu (Bf, bilirubin free),
ktery je zodpovédny za vétsinu biologickych ucinku této latky.

Ackoli byl bilirubin dlouho vniman jen jako potencialné toxicka latka s nebezpe-
¢im rozvoje toxickych uc¢inkid zejména v oblasti centralniho nervového systému, data
z posledni doby presvédcive ukazuji, ze mirna elevace jeho hladin v séru ma v daisledku
silnych antioxida¢nich a dal$ich biologickych vlastnosti bilirubinu pro organizmus
protektivni vyznam. Tyka se to predev$im nemoci, v jejichz patogenezi hraje velkou roli
oxida¢ni stres. Ochranné ucinky nekonjugovaného bilirubinu pfi jeho mirné zvysenych
hladinach byly skute¢né popsany pro onemocnéni, jako jsou aterosklerdza, nékteré
nadorové choroby ¢i zanétliva, autoimunitni nebo neurodegenerativni onemocnéni.
Na druhou stranu se také ukazuje, Ze prili§ nizké koncentrace bilirubinu v krevnim
séru jsou asociovany s vys$sim rizikem vzniku téchto chorob. Dtivody téchto asociaci
nejsou v soucasnosti zcela jasné; podle teorie reverzni kauzality je pravdépodobné,
ze u onemocnéni sdruzenych s vysokym oxida¢nim stresem dochazi ke zvysené kon-
zumpci antioxida¢né piisobiciho bilirubinu. Na druhou stranu ov§em neni vylouceno,
ze za nizké hladiny bilirubinu u jedincti postizenych témito nemocemi mohou alespon
caste¢né genetické faktory.

Studie z posledni doby také naznacuji, Ze stimulace katabolické drahy hemu, zejmé-
na prostfednictvim hemoxygenazy (HO), klicového enzymu této biochemické drahy,
miize zasadné prispivat k vy$e zminovanym ochrannym ucinkiim bilirubinu. Stimu-
lace této metabolické drahy vede navic ke zvysené produkci oxidu uhelnatého (CO),
dal$i donedavna zcela prehlizené biomolekuly, ktera ma velmi podobné u¢inky jako
oxid dusnaty. Neni zfejmé daleko doba, kdy budeme moci katabolickou drahu hemu
vyuzivat i terapeuticky, at uz pomoci induktort HO, donort CO, terapeutik zvysuji-
cich hladiny bilirubinu nebo suplementaci organizmu latkami s podobnou strukturou
a vlastnostmi jako bilirubin.

Cilem této publikace je shrnout souc¢asné klinické i experimentalni znalosti z oblasti
katabolizmu hemu a diferencialni diagnostiky hyperbilirubinemii stejné jako nejnovéjsi
poznatky o biologickém vyznamu bilirubinu v obrané pred oxida¢nim stresem. Tato
kniha je ur¢ena jako zdroj informaci pro hepatology, gastroenterology, internisty, prak-
tické lékare, neonatology, porodniky, klinické biochemiky i fyziology. Z objektivnich
davodu vsak nebylo mozné pojmout celou problematiku do vSech detaild, nebot by
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7 v.o

to bylo na tkor prehlednosti pro vétsinu ¢tenaftl. Zajemce o podrobnéjsi informace
tykajici se problematiky bilirubinu proto odkazuji na seznam zdrojové literatury na
konci knihy.
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+ Metabolizmus bilirubinu

Prvni odborny ¢lanek o strukture bilirubinu publikoval jiz v roce 1847 Rudolf Virchow.
Slavny lékat v ném popsal pritomnost krystaltl cerveného pigmentu (kterému dal nazev
hematoidin) v prokrvacenych tkanich; tyto pigmentové krystaly mu ndpadné pripomi-
naly krystaly zlu¢ovych pigmentd. V roce 1864 Georg Stideler izoloval ze Zluce tmavé
Cerveny pigment, ktery poprvé nazval bilirubinem - timto ndzvem nahradil do té doby
uzivany obecny nazev gallenfarbstoff, tedy zlucové barvivo (kupodivu terminy zlu¢ova
barviva nebo zlucové pigmenty stale uzivame pro rizné formy bilirubinu). Slovo bi-
lirubin je odvozeno z latinského nazvu bilis, tedy zluc, a ruber, tedy cerveny. Stideler
byl také prvni, kdo dal do souvislosti s timto pigmentem zluté zabarveni ktiZe a sliznic
u pacienttl s jaternimi chorobami. Také jako prvni priSel s hypotézou, ze bilirubin je
pigment vznikajici v krevni cirkulaci z hemu. Tato hypotéza byla posléze potvrzena
v roce 1874 Tarchanowem, ktery prokazal, Ze po intravendzni aplikaci hemu dochazi
ke zvyseni bilidrni sekrece bilirubinu. Paul Ehrlich v roce 1883 popsal diazoreakci
bilirubinu a v roce 1916 prokazali van den Bergh (po kterém je diazoreakce dodnes
pojmenovana) spolu s Miillerem dva rtizné typy bilirubinu u ¢lovéka. Prvnim typem je
bilirubin reagujici v diazoreakci pfimo; tento typ bilirubinu se fyziologicky vyskytuje
pouze ve zludi a odpovida bisglukuronozyl bilirubinu, tedy bilirubinu konjugovanému
s kyselinou glukuronovou. Druhym typem bilirubinu, identifikovanym obéma védci,
byl bilirubin reagujici s diazo¢inidlem pouze za pritomnosti akceleratoru (alkoholu);
tento typ bilirubinu se fyziologicky vyskytuje v krvi a jde tedy o bilirubin nekonjugo-
vany. V roce 1933 ur¢il Hans Fischer (jediny lauredt Nobelovy ceny za vyzkum hemu
a chlorofylu) strukturu bilirubinu a v roce 1941 jako prvni provedl jeho syntézu. V roce
1956 objevily tfi nezavislé skupiny védcti zptisob biotransformace bilirubinu v jatrech,
kterou je jeho glukuronozylace. Mizeme byt velmi hrdi, Ze vedle slavnych védcti Rudi-
ho Schmidta a Barbary Billingové byl tfetim objevitelem brnénsky Edmund Talafant.
Ceska véda se pysni jesté jednim velikanem, a to Milanem Jirsou, ktery jiz pred obje-
vem konjugace bilirubinu s kyselinou glukuronovou jako prvni publikoval chemickou
strukturu konjugatu bilirubinu s taurinem. Ve své praci pak predpovédél, ze primy
bilirubin s podobnymi vlastnostmi jako taurokonjugat ma povahu konjugatu s polarni
slouceninou odli$nou od taurinu. V roce 1968 byl Tenhunenem popsan enzym HO
a o dva roky pozdéji stejnou vyzkumnou skupinou i biliverdinreduktaza. V roce 1976
byla na zakladé rentgenové krystalografie objevena a publikovana v ¢asopise Nature
konformace nekonjugovaného bilirubinu se 6-intramolekuldrnimi vodikovymi mstky.
V roce 1987 vysla v casopise Science kli¢ova prace Rollanda Stockera o antioxida¢nich
vlastnostech bilirubinu (i kdyZ nékteré japonské prace na toto téma se objevily bez po-
vs§imnuti jiz dfive), ktera znamenala novy impulz ve vyzkumu metabolizmu bilirubinu.

Hem radime do skupiny tetrapyrolovych sloucenin, které patii v rostlinné i zZivocisné
Fi$i mezi nejvice konzervované molekuly. Hem slouzi jako prosteticka skupina pro
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celou fadu hemoproteint, napriklad pro hemoglobin, myoglobin, cytochrom P-450,
kataldzu, peroxidazu, tryptofanpyroldzu nebo mitochondrialni cytochromy. Kromé
hemu a jeho degradac¢nich produktt - bilirubinu a biliverdinu - patfi mezi tetrapy-
rolové slouceniny i chlorofyl a tzv. biliny (napfiklad fytochromobilin nebo fykocya-
nobiliny), které slouzi jako akcesorni svétlosbérné pigmenty u vyssich rostlin, sinic
a nékterych fas. Dal$im prikladem modifikované tetrapyrolové molekuly je vitamin
B, patfici mezi tzv. corriny.

Mezi rozmanité biologické ucinky tetrapyrold patfi zejména:

a) Zachycenisvételné energie u sinic, fas a vyssich rostlin. Fotosyntetizujici organizmy
obsahuji sofistikovany systém molekul chlorofylu a dalsich akcesornich svétlosbér-
nych pigmentt, které silné absorbuji svételnou energii a generuji adenozintrifosfat
(ATP) v procesu fotosyntézy.

b) Tvorba energie v bakteridlnich a eukaryotickych bunkach. Hemoproteiny lokali-
zované v buné¢né membrané a v mitochondriich podstupuji celou fadu redoxnich
reakei, pfi kterych vznikd ATP. Tento proces oxidativni fosforylace je podobny
fotosyntéze a ukazuje na evolu¢ni zaklady téchto Zivotné dilezitych systémt tvorby
energie.

c) Transport a homeostaza kysliku, zprostfedkované hemoglobiny a myoglobinem
u zivocicht a leghemoglobinem u bobovitych rostlin.

d) Antioxida¢ni ucinky, zprostredkované hemoproteiny, peroxidazou a katalazou,
stejné jako eliminace reaktivnich forem kysliku linedrnimi tetrapyroly. Tyto tc¢inky
se tykaji nejen biliverdinu a bilirubinu, ale také tetrapyrolti vyskytujicich se v fasach,
znamych jako fykocyanobiliny.

e) Produkce reaktivnich forem kysliku t¢inkem NADPH-oxidazy, s vyznamem pro
signalni transdukci a obranu proti patogentim.

f) Bunécna signalizace v eukaryotnich bunkach, zprostfedkovana pisobenim HO
a biliverdinreduktazy. Produkty reakci katalyzovanych témito enzymy, bilirubin,
biliverdin a CO, zasahuji do regulace mnoha metabolickych drah. Oba uvedené
enzymy ucinkuji na bunééné membrané i jako bunééné receptory, a v jadie dokonce
jako transkrip¢ni faktory.

g) Pigmentace rostlin (vlivem chlorofylu), zvifecich tkani (vlivem hemu) nebo ptacich
vajec ¢i peti (vlivem riiznych porfyrind a biliverdinu). Tato pigmentace se podili na
jejich maskovani. Mimochodem jeden zeleny list obsahuje az 10'® molekul chloro-
fylu a chlorofyl je tak nejrozsifenéjsim pigmentem na Zemi.

h) Asimilace anorganického dusiku a siry rostlinami prostfednictvim specifickych
reduktaz obsahujich jako kofaktor sirohem.

Ackoli chemie a biochemie jsou vétsinou lékarti vnimany jako obory obtizné a nema-
jici velky dopad na klinickou medicinu, neni to pravda a tésny vztah mezi fyzikalné-
chemickymi vlastnostmi bilirubinu a jeho chovanim v lidském téle to jen dokazuje.
Znalost chemické struktury bilirubinu umoznuje pochopit, pro¢ se do moce dostava
pouze bilirubin konjugovany s kyselinou glukuronovou nebo pro¢ funguje fototerapie
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Obr. 1 47,15Z-bilirubin IX«
Konvencni linedrni tetrapyrolova struktura ptirozené se vyskytujiciho bilirubinu IXa.
Molekula je zobrazena jako laktamovy tautomer v konfiguraci Z,Z.

Obr. 2 Konformace 4Z,15Z-bilirubinu IXa

Plandrni zobrazeni trojrozmérné konformace molekuly bilirubinu s vodikovymi miistky
(...) mezi karboxylovymi skupinami postrannich fetézcii a C = O a NH skupinami po-
strannich pyrolovych kruhii protilehlé poloviny molekuly. Tyto vodikové miistky udrzuji
molekulu nekonjugovaného bilirubinu v rigidni, nepoldrni, trojrozmérné konformaci.

zévazné novorozenecké zloutenky. Z tohoto divodu si dovolim hlubsi exkurz do této
problematiky.

Nekonjugovany bilirubin je linearni tetrapyrolovy pigment nepolarniho charakteru.
Ptirozené se vyskytujici bilirubin je oznacovan jako 4Z,15Z-bilirubin IXa (viz obr. 1),
coz vyjadruje, ze vznika z izomeru IX protoporfyrinu, ktery se nachazi vhemu a hemo-
proteinech, a to nastépenim a-methinového mistku porfyrinového makrocyklu, kde
stereochemické uspotradani uhlikt v poloze 4 a 15 je v konfiguraci Z.

Tato struktura a konfigurace umoznuji vznik vodikovych vazeb mezi postrannim
fetézcem tvorenym kyselinou propionovou na kruhu C a polarnimi skupinami na
kruhu A a mezi postrannim fetézcem tvorenym kyselinou propionovou na kruhu B
a polarnimi skupinami na kruhu D (viz obr. 2). Tyto intramolekulové vodikové vazby
zptisobuji vyznamné konformacéni zmény, které blokuji expozici polarnich skupin
molekuly vodnimu prostredi; zaroven tvori rigidni strukturu molekuly. Tato konfor-
mace je tudiz zakladem hydrofobniho chovani bilirubinu a vysvétluje, pro¢ musi byt
bilirubin konjugovan v jatrech s kyselinou glukuronovou, aby mohl byt z téla vyloucen.
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Obr. 3 Konstitucni izomery bilirubinu Illa, IXx a XIIla

Vzhledem k tetrapyrolové strukture se nekonjugovany bilirubin mutize vyskytovat
v nékolika typech izomert. Podle toho, ktery methinovy mustek je v porfyrinovém
kruhu hemu $tépen, rozlisujeme konstitu¢ni izomery IXa, IXP, IXy a IXS. Prevla-
dajicim izomerem v plazmé je bilirubin IXa. Zbylé izomery, bilirubin IX, bilirubin
IXy a bilirubin IX$§, nevytvareji intramolekularni vodikové mustky, jsou tedy ve vodé
rozpustnéjsi a nevyzaduji konjugaci pro vylouceni zluci. Tyto izomery se vyskytuji
v dospélém organizmu pouze ve stopovych mnozstvich, u novorozenct je v§ak prito-
men ve zna¢né mife i izomer IXp, ktery je podstatné snaz vylucovan nezralymi jatry
novorozenct do Zluce. Dal$im typem izomerie bilirubinu jsou konstitu¢ni izomery
vzniklé spontannim rozstépenim molekuly bilirubinu na dvé poloviny s naslednou na-
hodnou asociaci obou polovin za opétovného vzniku tetrapyrolové slouceniny. Protoze
molekula bilirubinu je asymetrickd, rozeznavame tfi typy takto vzniklych izomert, a to
bilirubin IIla, IXa a XIIIa (viz obr. 3).

Poslednim typem izomerie jsou konfigura¢ni izomery ZZ, EE a jejich kombinace,
které se li$i konfiguraci vazby mezi pyrolovymi jadry A a B, respektive Ca D (viz obr. 4).

Konfigurace této vazby opét vede ke zmeéné polarity molekuly. Pfirozeny izomer
bilirubinu 4Z,15Z se snadno méni fotoexcitaci na ZE/EZ izomery, které prechazeji na
stabilni a relativné polarni derivaty oznac¢ované nazvy lumirubin, cyklobilirubin nebo
fotobilirubin II (viz obr. 4). Tyto produkty jsou vylucovany jatry bez nutnosti gluku-
ronozylace, coz umoznuje eliminovat bilirubin z krevniho obéhu. Tohoto principu se
vyuziva pti fototerapii patologické novorozenecké zloutenky nebo tézké hyperbiliru-
binemie doprovazejici vzacny Criglertiv-Najjartv syndrom L. typu.
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Obr. 4 Konfiguracni izomery bilirubinu

Produkce bilirubinu dosahuje u dospélého ¢lovéka priblizné 7,5 pmol (4,4 mg) na kg té-
lesné hmotnosti denné, coz predstavuje denni produkci bilirubinu zhruba 450-600 pmol
(250-350 mg). Za fyziologickych podminek se priblizné 75-80 % veskerého bilirubinu
tvori z rozpadu hemu ze starnoucich ¢ervenych krvinek v mononuklearnim fagocytar-
nim systému (viz obr. 5). Zivotnost cervenych krvinek je v préiméru 120 dnti, onéch vyse
uvedenych 250-350 mg denni produkce bilirubinu odpovida zhruba 7-10 g kataboli-
zovaného hemoglobinu.

Fyziologicky dochazi k rozpadu hemu zejména ve sleziné, odkud se produkovany
nekonjugovany bilirubin dostévé portalnim fecistém k jatrim. Ovsem pfi portalni hy-
pertenzi zna¢na ¢ast portalni krve obchdazi jatra a u téchto pacientti miizeme pozorovat
i z tohoto divodu zvysené hladiny bilirubinu v krevnim séru. Jind situace nastava za
podminek intravaskuldrni hemolyzy nebo po splenektomii, kdy se v katabolizmu hemu
ve zvy$ené mife uplatiuji Kupfferovy bunky v jatrech stejné jako makrofagy kostni
drené. Pfi intravaskuldrni hemolyze se uvolnény hemoglobin vaze na sérovy protein



