Analytické stanoveni enzymu



Mnozstvi enzymu v biologickém materialu lze
vyjadrit dvojim zpusobem

Neprimé stanoveni

e katalyticka koncentrace aktivity

e ukat/I

e stanovi se reakcni rychlost (odpovida koncentraci produktu

enzymoveé reakce — stanovujeme koncentraci produktu ¢i substratu)
® pfi 37 °C
e vétsina klinicky vyznamnych enzymu

Primé stanoveni

¢ hmotnostni koncentrace

* ug/l, ng/l

¢ stanovi se molekula enzymu jako antigen (imunochemicky -
existuje-li specificka protilatka proti stanovovanému enzymu)
¢ napr. tumorové markery - NSE, CKMB, ALP kostni



Metody stanoveni katalytické koncentrace
aktivity enzymu

Kinetické

e Spektrofotometrické stanoveni rychlosti enzymové reakce kontinualnim
meérenim absorbance v zavislosti na Case (zména absorbance za casovou
jednotku)

® Pribézné se méri [S] nebo [P]

e Rada méfeni

Konstantniho Casu

-,end-point”

e Méri se [P] po probéhnuti reakce — reakci nechame dobéhnout do konce
e Jedno méreni - zjisti se primérnad rychlost — méné presné

e nedoporucené, v klinickych laboratorich se neprovadi



Enzym

ALP
AMS

AST
ALT

CK
GGT
LD
LPS

CHS
PAMS

Doporucené metody

Referencni metoda

IFCC metoda
IFCC metoda

IFCC/IRMM metoda
IFCC/IRMM metoda

IFCC/IRMM metoda
IFCC/IRMM metoda

IFCC metoda

IFCC metoda

Certifikovany referencni material

JC ERM 20327
ERM-AD456 (IRMM Geel); JC-ERM 2032

JC-ERM 20327
ERM-AD454 (IRMM Geel); JC-ERM 20327

ERM-AD455 (IRMM Geel); JC-ERM 20327
ERM-AD452 (IRMM Geel); JC-ERM 20327

ERM-AD453 (IRMM Geel); JC-ERM 20327

ERM-AD456 (IRMM Geel); JC-ERM 20327

IFCC - International Federation of Clinical Chemistry



Opticky test

* Meérime zmeény absorbance v UV-oblasti

(pfi 340 nm) zplUsobené zménami koncentrace redukovanych forem
koenzymd NADH + H* nebo NADPH + H*

* Vyuziva se napriklad pri stanoveni ALT a AST
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Alaninaminotransferaza (ALT)
L-alanin:2-oxoglutarataminotransferaza, EC 2.6.1.2.

V metabolismu katalyzuje transaminacni reakci:
L-alanin + 2-oxoglutarat --> pyruvat + L-glutamat

ALT obsazZena v cytoplasmé vSech bunék, zvlasté
hepatocytl, bunék srdeéniho svalu, ledvin a kosternich
svalll

Klinicky vyznam

e onemocnéni jater (infekéni virova hepatitida,
mononukledza, chronické jaterni choroby,...)

e onemocnéni zluCovych cest

e dekompenzované srdecni vady



ALT

Referencni rozmeazi:
M 0,20 - 0,80 pkat/I
Z 0,20 - 0,60 pkat/!

Interference:

Vysledky ovlivnuje silna hemolyza - ALT 7x vice v erytrocytech
nez v plasmeé



Stanoveni ALT — doporucena metoda

Material : sérum, plasma

Do reakéni smési se pridava pyridoxal-5-fosfat (PDP) jako koenzym (aktivuje
Apo-ALT --> ALT*)

PDP obsazen v séru, ale patologicky ho muizZe byt nedostatek

L-alanin + 2-oxoglutarat <--> pyruvat + L-glutamat (ALT)
pyruvat + NADH + H* <--> L-laktat + NAD* (LD)

FOTOMETRICKY - pokles absorbance NADH pfi 340 nm
e predinkubace pri +37°C - pri ni dojde k odstranéni pyruvatu ze vzorku
e start : 2-oxoglutarat ( 2 ¢inidlovd metoda)



Aspartataminotransferaza (AST)

L-aspartat:2-oxoglutarataminotransferdza, EC 2.6.1.1

V metabolismu katalyzuje transaminacni reakci:
L-aspartat + 2-oxoglutarat <--> oxalacetat + L-glutamat

AST obsazena v cytoplasmé a v mitochondriich vSech bunék - zvlasté
hepatocytl, bunék srde¢niho svalu, ledvin a kosternich svalll

Klinicky vyznam

e onemocnéni myokardu (nekréza, IM)
e jaterni choroby

e onemocnéni kosterniho svalstva



AST

Referencni rozmeazi:
M 0,17 - 0,85 pkat/I
Z 0,17 - 0,60 pkat/I

Interference:
Vysledky ovliviuje hemolyza - aktivita AST 40x vyssi v
erytrocytech nez v séru



Stanoveni AST — doporucena metoda

Material : sérum, plasma

Do reakéni smési se pridava pyridoxal-5-fosfat (PDP) jako koenzym (aktivuje Apo-AST -->
AST*)

PDP obsazen v séru, ale patologicky ho muizZe byt nedostatek

L-aspartat + 2-oxoglutarat <--> oxalacetat + L-glutamat (AST)
oxalacetat + NADH + H* <--> L-malat + NAD* (MDH)

FOTOMETRICKY - pokles absorbance NADH pfi 340 nm

e predinkubace pri +37°C - pri ni dojde k odstranéni pyruvatu ze vzorku

(Ve vzorku enzym laktatdehydrogenaza - dochazi k reakci, pfi které je pyruvat
odstranfiovan, ale soucasné dochazi k ubytku NADH - faleSné vyssi rychlost ubytku NADH)

e start : 2-oxoglutarat ( 2 ¢inidlovda metoda)



Laktatdehydrogenaza (LD)

L-laktat: NAD*oxidoreduktasa, EC 1.1.1.27.

e Cytoplasmaticky enzym - katalyzuje reakci anaerobni glykolyzy, je pfitomen ve
vsech tkanich
pyruvat + NADH + H*<--> laktat + NAD*

COOH OOH :
i LD | |
—0 + NADH + H * === HO—C—H +NAD*
H3 H3
kys.pyrohroznova kys.L-mlé&na

e Zvyseni jeho aktivity v krvi neni organové specifické -
slouzi spiSe k vylouceni onemocnéni



LD

Referencni rozmeazi: < 4,2 pkat/I
S-LD1 30,3-37,3%
S-LD2 37,7-43,9%
S-LD3 16,0 - 23,6 %
S-LD4 09-3,1%
S-LD5 2,2- 4,6%
Interference:

Vysledky znacné ovliviuje hemolyza - LD az 160x vice v erytrocytech
nez v séru

Klinicky vyznam:

e onemocnéni srdecniho svalu (infarkt myokardu, myokarditida)
e onemocnéni svall

e hemolyticka a perniciozni anémie

e onemocnéni jaterniho parenchymu

e maligni choroby (tumory, leukémie)



Stanoveni LD — doporucena metoda

Material : sérum, plasma, (punktat)

Substrat: L-laktat

L-laktat + NAD* ¢ pyruvat + NADH + H* (LD)

FOTOMETRICKY - nartst absorbance NADH pfi 340 nm

Stanoveni izoenzymu:
* Elektroforetické metody — vyjimecne



Alkalicka fosfataza (ALP)

orthofosfat: monoesterfosfohydrolaza, alkalické optimum, EC 3.1.3.1.

ALP katalyzuje reakci:

monoester kyseliny o-fosforecné + H,0 <> alkohol/fenol + fosfore¢nan (hydrolyza)

R-OPO(OH), + R-OH ¢ R-OH + R"-OPO(OH), (pfenos fosfatové skupiny na jiny alkohol
-transfosforylace)

U dospélych zdravych osob prevazuji jaterni izoenzymy, u zdravych déti kostni

izoenzym, u téhotnych zen placentarni (az 50%), u osob s krevni skupinou 0 a B je
dokazatelny i strevni izoenzym



ALP

Referencni rozmezi:

M (18-120r) 0,67 - 2,17 pkat/I 7 (18-120r) 0,58 - 1,75 pkat/!
(1-18r) 1,35-7,50 pkat/|

Klinicky vyznam:

e onemocnéni jater

e onemocnéni zlucovych cest
e onemocnéni kosti

e fyziologicky zvySené hodnoty: rostouci déti a téhotné Zzeny (max. 3 trimestr
téhotenstvi)

¢ zanétlivé strevni choroby, karcinomy

Nespecificky



Stanoveni ALP — doporucena metoda

Material : sérum, plasma

ALP hydrolyticky stépi 4-nitrofenylfosfat (substrat) v pritomnosti pufru AMP (2-
amino-2-methyl-1-propanol) na 4-nitrofenol a fosforecnan

4-nitrofenylfosfat + H,0 <> 4-nitrofenol + fosforeénan (ALP)

FOTOMETRICKY: ZvySeni absorbance 4-NITROFENOLU pri 410 nm

Pozn.: V CR dfive unifikovana metoda s pufrem MEG (N-methyl-D-glukamin) — vyvinuta v
Lachema Brno



Stanoveni izoenzymu ALP

Provadi se vyjimecné
* Elektroforetické metody

* Imunoanalytické metody

- pro stanoveni koncentrace kostniho izoenzymu

- po reakci se specifickou protilatkou proti stanovovanému
izoenzymu imunoanalyticky (hmotnostni koncentrace)



GAMA GLUTAMYLTRANSFERAZA (GGT)

gama-glutamyl-peptid:aminolyselina gama-glutamyltransferasa, EC 2.3.2.2.

* GGT katalyzuje prenos y-glutamylového zbytku z y -
glutamylpeptidl na jiny akceptor (napt. peptid nebo
aminokyselinu)

* GMT je vazana na cytoplasmatické membrany epitelu
zlucovych cest, ledvinnych tubuld, jater, pankreasu,

stfeva, erytrocytd,...)

* V krvi dokazatelny enzym je prevainé jaterniho plivodu



GGT

Referencni rozmezi: M 0,17 - 1,19 pkat/I
Z 0,10 - 0,70 pkat/I

Klinicky vyznam:

® onemochnéni jater

¢ obstrukce zlucovych cest

¢ sekundarni nadory jater

¢ monitorovani chronického alkoholismu (poskozeni jater alkoholem)



Stanoveni GGT — doporucena metoda

Material : sérum, plasma
Substrat: L-gama-glutamyl-3-karboxy-4-nitroanilid (Glucane)

GGT prenasi gama-glutamylovou skupinu ze substratu (Glucane) na glycylglycin
(GlyGly), ktery v metodé funguje i jako pufr

Glucane + Glygly ¢ 5-A-2NB + Glu-GlyGly (GGT)

FOTOMETRICKY: ZvySeni absorbance Zlutého 5-amino-2-nitrobenzoatu (5-A-2NB)



o -amylaza (AMS)
alfa-1,4-D-glukan-4-glukanohydrolasa, EC 3.2.1.1.

AMS stépi a -1,4 glykozidické vazby

! branch
H OHO /

alpha 1-6

H

Polysacharidy + H,0 - Oligosacharidy -> Maltéza
Stépi glykozidické vazby uvnitF polysacharidového fetézce (endohydrolaza)

AMS je sekrecni enzym vytvareny pankreatem a slinnymi zldzami, vznika ¢asteCné i v
jatrech

Fyziologicky sérum obsahuje pfiblizné stejnou katalytickou koncentraci pankreatického a
slinného izoenzymu



AMS

Referencni rozmezi: S,P <1,67 pkat/I
U <7,67 pkat/I

Klinicky vyznam

e onemocneéni pankreatu (akutni pankreatitida)
e onemocneéni slinnych zlaz ( parotitis)

e pritomnost makroamylasového komplexu

e onemocneéni jater

e ledvinna nedostatecnost



Stanoveni AMS — doporucena metoda

Materidl : sérum, plasma, moc (predevsim jednorazovad), punktat

substrat : EPS-G7-PNP
4,6-ethyliden(G7)-4-nitrofenyl(G1)- a -(1,4)-D-maltoheptaosid

EPS-G7-PNP + H,0 ¢ 7 glukdza + 4-nitrofenol (AMS)

FOTOMETRICKY: Zvyseni absorbance 4-NITROFENOLU pfi 405 nm

Ethylidinova koncova skupina je vazana na koncovou molekulu glukdzy(G7), ktera chrani
substrat pred ucinkem jinych enzymu typu glukoziddz, na opa¢ném konci je navazan 4-
nitrofenol. AMS v substratu hydrolyticky Stépi vnitfni vazby, vznikaji jednotlivé fragmenty
(oligosacharidy). Zbytek retézce rozstépi a-glukozidaza a uvolni se-nitrofenol. V konec¢né
fazi je muze byt substrat rozStépen az na glukdzu.



Izoenzymy AMS

e SLINNY
e PANKREATICKY

MAKROAMYLAZOVY komplex = komplexy glykosylovanych izoenzymd s

imunoglobuliny a jinymi bilkovinami v séru (Mr = 400 000 az 2 000 000)

- ZpUsobuje zvySeni hodnot AMS v krevnim séru bez patologickych
priznaku

Metody stanoveni
1.Selektivni INHIBICE isoenzymU monoklonalnimi protilatkami - takto
stanoveni pankreatické AMS - referencni rozmezi: 0,22 — 0,88 pkat/!

2.ELEKTROFOREZA (pankreatickd + slinnd)



Lipaza (LPS)

triacylglycertol-acylhydrolasa, EC 3.1.1.3.

LPS katalyzuje reakci
triacylglycerol + 3H,0 - glycerol + 3 mastné kyseliny  (LPS)
postupné

Vyskyt: pankreaticka lipaza, jaterni lipaza, lipoproteinova lipaza,...



LPS

Referencni rozmezi: 0,22 - 1,00 pkat/I (plati pro metodu Roche)
do 3,3 pkat/I (turbidimetrie)

Klinicky vyznam:

e detekce a vylouceni akutni pankreatitidy
e chronicka pankreatitida

e obstrukce pankreatického traktu



Stanoveni LPS

Material: sérum, plasma, punktat

Referencni metoda: neni k dispozici

Rutinni metody:

a) Fotometrie

substrat :

DGGR (1,2-0-DILAURYL-rac-GLYCERO-3-GLUTARIC ACID-(6"-METHYLRESORUFIN) ESTER - patent
Roche

DGGR¢&> glutarova kyselina + 6°-methylresorufin (LPS)

FOTOMETRICKY: Narust absorbance METHYLRESORUFINU pti 580 nm

substrat : 1,2-DIGLYCERID

1,2-diglycerid + H,0 ¢ glycerol + mastna kyselina (LPS)
glycerol + ATP - glycerol-3-fosfat + ADP (GK)
glycerol-3-fosfat + O, - dihydroxyacetonfosfat + H,O, (GPO)

H,0, + 4-aminoantipyrin +fenol -> chinonmonoiminové barvivo + H,0 (peroxidaza)
FOTOMETRICKY: Narust absorbance barevného produktu

b) Turbidimetrické metody



Kreatinkinaza (CK)

ATP-kreatin N-fosfotransferasa, EC 2.7.3.2.

Kreatinkinaza katalyzuje defosforylaci kreatinfosfatu v pritomnosti komplexu
ADP-Mg?* (a opacné)

» Kreatinfosfat - dulezita rezerva energie ve svalu

e Tvorbou ATP dodava energii pro svalovou praci

Kreatinfosfat + ADP <> Kreatin + ATP (CK)

CK pritomna v cytoplazmé a mitochondriich bunék kosterniho svalstva, srdce, mozku a
hladké svaloviné, ne v erytrocytech

lzoenzymy:
v myokardu: 80% CK-MM a 20% CK-MB
v kosternim svalstvu: 98% CK-MM a 2% CK-MB(!)



CK

Referencni rozmezi: M <3,12 pkat/I
Z <2,87 pkat/I

Interference: Pfi hemolyze rusi adenylkinaza z erytrocyt(

Klinicky vyznam:

e onemocneéeni kosterniho svalstva

e onemocnéni srdecniho svalu (infarkt myokardu — sledovani dynamiky)
e onemocnéni centralni nervové soustavy (CNS)



Stanoveni CK — doporucena metoda

Material : sérum, plasma

Kreatinfosfat + ADP ¢ Kreatin + ATP (CK)
ATP + D-Glukdza €> ADP + D-Glukdzo-6-fosfat (Hexokinaza)
D-GLU-6-P + NADP* ¢ D-Glukonat-6-P+NADPH+H* (G6PD)

FOTOMETRICKY - narlst absorbance NADPH pfi 340 nm

Po odbéru krve - CK rychle inaktivovana oxidaci SH-skupin
Reaktivace pfi stanoveni: N-ACETYL CYSTEIN ( NAC)



Izoenzymy CK

CK se sklada ze 2 podjednotek (dimer; Mr=40 000): M ( muscle) a B (brain)

Kombinaci vznikaji 3 izoenzymy: CK-MM, CK-MB, CK-BB
Je mozné detekovat i makroenzym: CK- makro
lzoformy izoenzymu: vznikaji odstépenim koncovych lysinovych molekul CK-

MB1 (zadny lysin) a CK-MB2 (1 lysin) CK-MM1 (zadny lysin), CK-MM2 (1 lysin)
a CK- MM3 (2 lysiny)



Stanoveni izoenzymu CK

IMUNOCHEMICKY - CK-MB mass (hmotnostni koncentrace)
* je kardiospecificka
e vySsSi analyticka citlivost stanoveni

IMUNOINHIBICNE - aktivita CK-MB (neprovadi se)
* zaloZeno na inhibici M-podjednotek protilatkou



Cholinesterazy (CHE)

estery CHOLINU + H,0 - CHOLIN + pfislusna kyselina  (CHE)
hydrolyza

e Acetylcholinesterazy
acetylcholin + H,O - CHOLIN + CH3COOH (CHE)

- obsazeny v erytrocytech, mozku, plicich; stépi acetylcholin (nervova
zakonceni)

e Pseudocholinesterazy (butyrylcholinesterazy) pochazeji z ribosomu
jaternich bunék - krev - sérum, plazma - stanovuje se na biochemii



CHE

Referencni rozmezi:
(40-110r) 89-215 pkat/!

Klinicky vyznam:
e otravy organofosfaty a karbamaty (nekompetetivni inhibitory
cholinestraz)

e poruchy proteosyntézy - tézké hepatopatie - hladovéni organismu
* vrozené chybéni, atypické varianty

Patologickeé je predevsim snizeni aktivity



Stanoveni CHE

Material : sérum, plasma

Chybi referencni metoda

butyrylthiocholin + H,0 - thiocholin + butyrat (CHE)
thiocholin + DTNB - 5-merkapto-2-nitrobenzoova kyselina
Zluté zbarveni

DTNB = kyselina 5,5 dithio-bis-nitrobenzoova



Enzymy -Tumorové markery

* NSE (neuronspecificka enolaza)
cytoplazmaticky, glykolyticky izoenzym enolazy - katalyzuje
preménu 2-fosfoglyceratu na fosfoenolpyruvat
malobunécny karcinom plic

 TK (thymidinkinaza)
enzym podilejici se na syntéze DNA ukazatel bunécné proliferace
hematologické malignity



Interpretace biochemickych nalezu

Kamen zlucniku
Chronicka pankreatitida
Virova hepatitida
Alkoholismus

Otrava houbami
Makroamylazémie



