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Enzymové a jiné markery vyuzivané v diagnostice
vybranych patologickych stavu

Ustav patologické fyziologie LF MU



Ci

* laboratorni vysetreni informuji o probihajicich procesech v lidském organizmu a
jejich zménach
 fyziologickych i patologickych
e zmeny laboratornich hodnot mohou predchazet projevy nemoci
* nekt. zmeény se objevuji v minutach od vzniku poskozeni

» 70 — 80 % lékarskych rozhodnuti zavisi na testech
* nizké naklady (3 =5 % celkovych)
* poslednich 5 let narust
e vySetrovani glukdzy
* molekularni biologie

e a vyznam laboratorniho vysetreni

* cile
* urceni diagndzy
» stanoveni aktivity onemocnéni a prognozy
* monitorovani odpovedi na |écbu
* screening
* vyzkum nemoci
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Rozdéleni l[aboratornich vysetreni
* z hlediska dostupnosti * 7z hlediska pozadavku na rychlost
e zakladni provedeni
 rychle dostupna e rutinni
* specidlni e statimova

e vysoce specializovana * do 60 minut od doddani vzorku

* centralizované provadéni  vitalni indikace
e do 30 minut od dodani vzorku
* point-of-care testing
e vySetrfeni na misté

* ABR, kyslikovy metabolizmus,
diagnostickeé prouzky — krev a moc
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Obecneé charakteristiky metody

 stanoveni pozadovaného analytu mdze byt provadéno radou metod/postupl

* rlizna vypovédni hodnota

* spolehlivost metody
* dana pristroj. vybavenim, kalibraci, spravnym uchovavanim materialu, kvalitou personalu
e parametry
* spravnost = odchylka vysledku od skutecné hodnoty (nahodné a systematické vlivy)
* presnost
* tésnost shody mezi vzajemné nezavislymi vysledky analyzy
robustnost (=spolehlivost pfi béZzném pouzivani)
* mira kapacity analytického postupu zlstat nete¢ny vici malym zméndm parametri metod
selektivita — schopnost rozliSovat mezi stanovovanou latkou a ostatnimi slozkami
citlivost — nejmensi zjistitelny rozdil
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Validita testu

* predpokladem pro validitu testu je analyticka spolehlivost

* hranice, od které mUzZzeme povazovat zménu koncentrace analytu za pozitivni nalez
* u vétsiny analytd prekryv mezi zdravymi a nemocnymi
* skupina zdravych s pozitivnim testem (faleSné pozitivni)
* skupina nemocnych s pozitivnim testem (spravné pozitivni)

e parametry
* specificita (Sp) — negativni test = negativni diagnéza
» Sp = spravné negativni/(spravné negativni+falesné pozitivni)
* idedlné 1, v praxi >0.95 velmi dobré, >0.7 jesté pouzitelné

* vysoce spec. metody s nizkou faleSnou poz. — konecna diagndza u zavaznych chorob (falesnd pozitivita =
trauma)

* senzitivita (Se) — pozitivni test = pozitivni diagndéza
* Se = spravné pozitivni/(spravné pozitivni+faleSné negativni)

* vysoce senzitivni metody jsou dobré pro zachyt, idealné u zavaznych lécitelnych chorob, kde by nemél
selhat screening

» efektivita (Ef) = podil spravné uréenych ke vSem vysetrenym
» Ef = spravné pozitivni+spravné negativni/vsichni
* zjednodusené vyjadreni
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Referencni interval

radéji nez normalni interval (co je normalni?) se voli
referencni interval hodnot u jasné definované
referencni skupiny osob

* co je referencni skupina?

* zdravi, nebo spiSe osoby bez takového zdrav. stavu, ktery
pfimo ovliviiuje / interferuje s mérenou velic¢inou

stanoveni
 historicky: x+ 2 SD
* tj. 95% normalné rozlozenych hodnot
vlivy, které mohou ovlivnhovat distribuci
» vek, pohlavi, rasa, dieta, ...

hodnoty mimo referencni interval
* statistickd/metodologicka variabilita
* biologicka variabilita
* 5% zdravé populace mimo
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0.1
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0.3
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Prubéeh laboratorniho vysetreni

e preanalyticka cast

* mimo laborator (priprava vySetfrovaného, odbér, uchovani a transport biologického materialu)
i v laboratofi

 méne kontrolovatelna nez analyticka Cast
* az 60% chyb
* analyticka cast
* dodrzovani spravné laboratorni praxe
* interni a externi kontrola kvality — eliminace chyb

e postanalyticka cast
* interpretace vysledkU
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Preanalytickeé vlivy na vysledek vysetreni

e osoba pacienta odbeér vzorku

» faktory neovlivnitelné
* pohlavi, rasa, vék, cyklické zmény

transport vzorku

 gravidita, soucasné probihajici jind nemoc uchovani vzorku
» faktory ovlivnitelné

» fyzicka aktivita, stres, koureni

prvotni zpracovani a priprava vzorku k

nalyz
* vlivalkoholu, potravy a tekutin analyze

* |éky, operace

hemolyza
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Neovlivnitelné faktory

pohlavi
* hemoglobin, haptoglobin, zelezo
* CK, GMT, AK, kyselina mocova

® rasa
* granulocyty
* enzymy
* genova frekvence
e dédi¢né poruchy metabolizmu

v

e vek
e v détstvi je referenCni rozmezi ¢astéji nizsi
e vySSi
* ALP, fosfor

sezonni vlivy
e bilirubin, TAG, cholesterol

cyklické zmény
e diurnalni rytmus kortizolu
» Zelezo, mocovina

gravidita

* bilkoviny i jiné latky produkované
trofoblastem nebo organy plodu

* a-fetoprotein, placentarni ALP
* ALP, amylaza, kortizol, cholesterol

soucasné probihajici jina nemoc

biol. polocCas stanovované latky

» falesné negativni vysledek pri nevhodné
volbé testu

* infarkt myokardu
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Ovlivnitelné faktory

hmotnost

» korelace cholesterolu, TAG, kortizolu, kys.

mocoveé s obezitou

stravovaci navyky

» vysokoproteinova dieta
* narast mocoviny, cholesterolu, fosfat(

e koureni
* zvysuje cholesterol, TAG, kortizol, snizuje
vitaminy B, a C
 alkohol

e chronicky abuzus

e zvySeni ALT, AST, kortizolu
* mirné davky

e prechodné zvyseni HDL

styl zivota

léky a drogy

 vliv na biologické procesy (indukce
enzymd, cytotoxicita), interference

fyzicka zatéz
e zavisi na délce a intenzité

zevni prostredi
* nadmorska vyska, teplota, cestovani pres
casova pasma
mechanické vlivy

e svalové trauma — zvyseni ALT, AST, CK,
myoglobin
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Faktory ovlivnujici preanalytickou fazi

e odbér materialu

e oznaceni vzorku, odbérovy material,
technika odbéru

e transport materialu

* skladovani materialu
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Priklady zkreslenych vysledku

analyt vysledek | pricina

glukoza ™ pacient neni nalacno

TAG ™ pacient neni nalacno
kreatinin ™ ™ acetoacetat v plazmé
bilirubin J dlouhotrvajici expozice svétlu
K* ™ hemolyza

celkovy vapnik | { odebrano do EDTA

fosfat ™ dlouhotrvajici kontakt s Ery
kortizol ™ stres
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Diagnosticke markery

e cirkulujici
* jonty
* Na, K, Cl, ...
* metabolity
* glukdza, cholesterol, TG, ...
e odpadni produkty
* urea, kreatinin, bilirubin, ...

* nosice Ci latky se specifickou funkci (nejc.

bilkoviny )

* albumin, IgG, fibrinogen, dalsi srazeci
faktory, CRP, ...

* enzymy
* secernované
* bunécné
* markery abnormalni proliferace a
dediferenciace
* mikrobiologické

* tkdanové/bunécné
* molekularni
* proteiny
* kvantitativni zména exprese

* RNA

* kvantitativni zména transkripce (genové
exprese)

* DNA

» kvalitativni prikaz poruchy - napf.
mutace/polymorfizmy
* velké — cytogenetika
* malé-PCR

 kultivace bunék in vitro
* mikrobiologické
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Enzymy

biokatalyzatory

snizuji aktivacni energii

neovliviuji rovnovazny stav reakce
bilkovina

holoenzym = apoenzym + kofaktor

kofaktor

* prostheticka skupina
e koenzym

aktivni misto

7N prechodny stav
7 \

aktivaéni energie

Polypeptde chai
active site residues

pall B

FOLDING

Pocket formed by
active site residues

N
Substrate "’@
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Lokalizace a vlastnosti enzymu

e extracelularni

* intracelularni
e membranove vazané
e cytosolické CK-MB
e organelové

Mitochondria

* Ucinnost

 specifita — reakcni a substratova
* pracuji za mirnych podminek

, - . u\ /coou
* snadno regulovatelné >C_C"0_(|:_COO” > T
Ve, 7 4 - . art; C V
* slozZita struktura = NH, m nood H
o rychl é opotFebovénl' ASPARTIC ACID FUMARIC ACID
MUNI



Plazmatickée enzymy

* specifické
* enzymy srazeni krve, ceruloplazmin, lipoproteinova lipaza

* nespecifické
* enzymy exokrinnich zlaz
* amylaza, kysela fosfataza

* intracelularni enzymy
* enzymy hlavnich metabolickych drah
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Faktory ovlivnujici koncentraci enzymu v plazmeé

e aktivita enzymu v bunce
* lokalizace enzymu v bunce

e propustnost cytoplazmatické
membrany

* mira poskozeni bunék
 celkova masa postizenych bunék
* rychlost eliminace enzymu

enzymovy ,vzorec“ organu
Zavisi na
* specifické aktivité enzymu
 zastoupeniizoenzym

zmeéna v prubéhu ontogeneze

uvolnéni enzymu — indikator
poskozeni
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Priklad
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Formy vyskytu enzymu

* proenzymy (zymogeny)
* jzoenzymy
* primarni
e sekundarni
e priklady
 |laktatdehydrogenaza, kreatinkinaza, PKC
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Detekce izoenzymu

* fyzikalné-chemicky
* elektroforéza
e chromatografie

* imunochemicky

* chemicky

» stanoveni reakéni rychlosti za rlznych
podminek — pH, t, c substratu
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SRDECN| MARKERY
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Laboratorni diagnostika nekrozy myokardu

e Cim je molekula mensi, tim rychleji  klasicky
uvolnovana (clearance) * myoglobin

* proteiny vazané na membranu jsou * kreatinkinaza (CK)
uvolfiovany > nez cytosolické > vazané * isoenzym CK-MB
na kontraktilni aparat * troponiny Ia T (Tnla TnT)

e specificita pro myokard = troponiny * aspartataminotransferaza (AST)
100% * laktatdehydrogenaza (LDH)

* Noveji
* heart fatty acid binding protein (HFABP)
* natriureticky peptid B (BNP)
 ischemii modifikovany albumin (IMA)
 ve zkouseni

e karboanhydraza lll
* |lehké retézce myosinu (MLC)
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Dynamika srdecnich markeru

V prvnich hodinach

= Myoglobin
6 - = Total CK
«=== CK-MB
LDH

==== Troponin |

x Upper limit of normal

-
------
______________
- -

Hours from onset of infarction

V horizontu dni

Cardiac Markers: Approximate Levels vs. Time of Onset Post MI

100 x
ULRR — Ay OGIODIN
T — KB
— Tropoon |
— Tropoon T
(e 4
LOH

Cardiac Marker Concentration

0 1 2 3 ] s 6 7 14
Time (days)
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Srdecni strukturalni a funkcni proteiny — casna diagnostika M

* myoglobin

intraceluldrni protein srdecnich i kosternich svalovych bunék ucastnici se
aerobniho metabolismu

pfi posSkozeni bunék se vyplavuje velmi rychle do krevniho obéhu (za 0.5
az2h)

nejmensi ze srdecnich marker (~18kDa) - rychle se zvysuje a velmi
rychle se odbourdva (normalizace do 24 hod.)

vzhledem k vyskytu myoglobinu i v bunkach kosternich sval(i je markerem
nespecifickym
* myopatie, Urazy, rendlni selhani

* troponiny

troponinovy komplex — soucast strukturalnich proteind, které se podili na
kontrakci pficné pruhovanych sval(l

* heterotrimer sloZeny z troponinG |, Ta C

tésné spojen s kontraktilnim aparatem — nizké koncentrace srdecnich
troponin( v obéhu

* neni-li srdecni sval poSkozen, koncentrace Tnl je prakticky nulova a to i pfi
poskozeni kosterniho svalstva = vysoka senzitivita

srdecni izoforma troponinu | (Tnl) se strukturné lisi od analogické
izoformy v kosternim svalu — absolutni kardiospecificita

Tropomyosin Ca?* binding site
Actin | Troponin complex TnC, Tnl, TnT
R, W R i
~ ‘-\ y ~ N 5\ 2
» SN ” . \ d ~ "

(a) Myosin binding sites blocked; muscle cannot contract

c.zo
Myosin
binding site
c,zo
Ca2* ) § . Ca?*
\ 2 0 : — '0'6,‘ Do < (=] ‘ (=) .\_ 2,
o BB a NN AD /s
N y ’ @ - ) 4@ ~
N i P TR W &)
< s b N—

(b) Myosin binding sites exposed; muscle can contract
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Troponiny

* vyhody stanoveni Tnl
e absolutni kardiospecifita

* dlouha doba vylu¢ovani — sledovani prabéhu

* citlivost — detekce mensich poskozeni

* neni ovlivhén chronickou renalni insuficienci

* nevyhody stanoveni Tnl

e pomalejsi nastup nez myoglobin (nespecificky)

Myoglobin Tnl CK-MB

je zvysena po 0,5-2h 3-6h 3 —-8h
vrcholi mezi 5-12h 14-20h 9-30 h
pretrvava zvysena 18 -30h 5-7dnu 48-72 h

= =
m e
O =



Srdecni enzymy

 kreatinkinaza (CK)
* cytoplazma a mitochondrie

 katalyzuje reverzibilni prenos fosfatu z ATP na
kreatin

* ATP + kreatin - ADP + kreatinfosfat
* dimer —M (muscle) a B (brain)

* 3izoformy
* CK-BB - hladky sval, mozek, prostata
* CK-MB — myokard (kosterni sval)
* 40% CK v myokardu
* CK-MM - kosterni sval, myokard

e CK-MB —diagndéza akutniho infarktu
myokardu a monitorovani reperfuze v
pribéhu trombolytické 1écby AMI

e AST
e aktivita i koncentrace

 LDH
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Dynamika kardiomarkeru

enzym pocatek maximum | normalizace |nasobek v
vzestupu maximu

AST 4-8 hod 16-48 3-6d do 25

CK 3-6 hod 16-36 3-5d do 25

LD 6-12 hod |24-60 7-15d do 8

myoglobin |0,5-2 hod |6-12 0,5-1d do 20

troponin | | 3,5-10 12-18 7-20d do 300
hod
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JATERN{ MARKERY
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Laboratorni diagnostika v hepatologii

* jaterni poskozeni je v praxi Casté

* vyznamny vyvoj v poslednich letech
* pokles akutnich poskozeni (HAV, HBV)
* nardst chronickych (HCV)
e 170 mil. osob (3% svétové populace)
e cirhdza — vzestup mortality
e narust HCC (5. nej¢astéjsi malignita celosvétové)
* hepatologie
» velky vyznam laboratornich vysetreni (predevsim biochemické a sérologické)
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Biochemicka vysetreni jater

* rozdéleni testU

statické — hodnoceni okamzité metabolické situace

e ALT, AST, GMT, ALP, proteiny, lipidy, bilirubin, zlucové kyseliny
dynamické — urceni funkcni jaterni rezervy

* bromsulfoftalein, galaktodza, lidokain, antipyrin

* jaterni vysetreni obecneé

Casto nespecifickeé

neni zadny jednoduchy test, vidy kombinace nékolika

v pocatecni fazi onemocnéni — dlouhodobé faleSné negativni vysledky

racionalni postup a volba vysetreni

standardizace metod v laboratorich neni optimalni, postupy se lisi i méni
opakované vysetreni v Casovém horizontu je prinosnéjsi nez jednorazové (progndza)
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Déleni biochemickych vysSetreni jater

* ukazatelé poskozeni hepatocytU
* ALT, AST, LDH

» ukazatelé obstrukce zluCovych cest
* ALP, GMT

* ukazatelé syntetickeé funkce jater
e albumin, CHE, LCAT, PT

* testy konjugace a jaterniho transportu organickych aniontu
* bilirubin, urobilinogen
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Markery poskozeni hepatocytu

e Alaninaminotransferaza (ALT) Aspartataminotransferaza (AST)

* L-alanin+2-oxoglutarat - L-aspartat+2-oxoglutarat -
pyruvat+L-glutamat oxalacetat+L-glutamat

* reverzibilni reakce reverzibilni reakce

e syntéza, odbouravanii preména * syntéza, odbouravanii preména
amlnokyselm ammokyselln

e cytoplazmaticky enzym cytoplazmaticky a mitochondrialni

* nejvice je obsazen v hepatocytech, !z,oenzym , .
hladina zvysena jiz pri poruse jatra, myokard, kosterni sval, ledviny a
membranové permeability pankreas

Uvolneni cytoplazmatického
izoenzymu pfi naruseni permeability
membrany, uvolnéni
mitochondrialniho izoenzymu pfri
nekrozu
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Interpretace ALT/AST

zvyseni aktivity ALT i AST u mnoha jaternich chorob

* extremne vysoké hodnoty (10-100x) u toxickych a akutnich virovych hepatitid a Sokovych
stavl

aktivita aminotransferaz v plazme nerika nic o exkretorické Ci metabolické funkci
hepatocytu

neni vzdy korelace mezi hladinou aminotransferaz a zavaznosti jaterni |éze
De Ritistv index = AST/ALT

* méne nez 0,7...dobra progndza
e 1 avice...Spatna progndza (nekrdza)

za normalniho stavu i u vétsiny jaternich chorob ALT > AST
vyjimky - AST/ALT >2

 alkoholické poskozeni
* postnekrotické cirhozy

glutathion-S-transferaza
* indikator hepatocelularniho poskozeni
* vysoka cena a horsi dostupnost
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Laktatdehydrogenaza

e LDH 1 a LDH 2 — premeéna laktatu na pyruvat ve tkanich s aer.
metabolizmem

 LDH 4 a LDH 5 — pyruvat na laktat ve tkanich s anaer. glykolyzou

H
H3C—ﬁ—COO' H;C—C—COO"
O OH
pyruvat >E< laktat
NADH + H" NAD™"
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Markery obstrukce zlucovych cest

 alkalicka fosfataza (ALP)

* membranovy enzym
* hydrolyzu fosfatovych esteru pfi alkalickém pH

* tetramer, do cirkulace je z membran
uvolnovany jako dimer

* Siroce rozsirena
 jatra, strevo a kost (rizné izoenzymy)

* posouzeni kostnich a hepatobiliarnich
onemocneéni

* znacna cast jaterni ALP v membranach bunék
vystelky zluCovych cest — pri cholestaze
naruseni membran mechanicky a ucinkem
Zlucovych kyselin

e kromé cholestazy zvysend i u dalsich stavu
(tumory jater, cirhéza)

v-glutamyltransferaza (GMT)

membranovy enzym
e jatra, ledvina, pankreas, strevo a prostata

katalyzuje prenos v -glutamylu z glutathionu
na aminokyselinu a umoznuje tak transport
aminokyseliny pfes bunécnou membranu.

vyskytuje se hlavneé v jatrech, ledvinach,
tenkém strevé a v prostate

posouzeni hepatobiliarnich onemocnéni
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Markery syntetické funkce jater

e albumin

* tvoren v jatrech, urceni hladiny v
Séru

* dlouhy polocas — neklesa u
akutnich poruch

* vylouceni jine pfriciny poklesu
(malabsorpce, snizeny privod

bilkovin, onemocneni ledvin) —
jde o jaterni poskozeni

* vyrazneé snizeni u alkoholickych
cirhoz

 cholinesteraza

* sekreCni enzym produkovany
jaternimi bunkami do krve

* v plazme katalyzuje hydrolyticke
stepeni esteru cholinua
nékterych dalSich substratu

* syntéza cholinesterazy as timi
jeji aktivita v plazme klesa
v pripade poskozeni jaterniho
parenchymu nebo pfi
nedostatku proteinl v dieté

* nevratne je enzym inhibovan
organofosfaty
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Markery syntetické funkce jater

* hemokoagulacni faktory
* tvoreny v jatrech, kratky polocCas — jejich zmeény jsou rychlé
e Quickuv test — vnéjsi cesta aktivace koagulacniho systému

* hodnoty se méni u onemocnéni jaterniho parenchymu provazenych poruchou
proteosyntézy

* nebo u obstrukéniho ikteru s poruchou vstrebavani tukd a v nich rozpustnych vitamind
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Praktickeé cviceni

Stanoveni izoenzymu LDH ve vzorku séra
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Laktatdehydrogenaza (LD

tetramer
— M (gen LDHA, ch.11)
— H (gen LDHB, ch.12)

LDH, (HHHH)

* srdce, erytrocyty

LDH, (HHHM)

* retikuloendotelialni systém

LDH, (HHMM)
* plice
LDH, (HMMM)

* |edviny

LDH. (MMMM)

* kosterni sval, jatra

=

=

m
O =



Elektroforetické déleni LDH

* izoenzymy se lisi nabojem — elfo
e agaro6za s barbitalovym pufrem
* barvici roztok
* lithium laktat
 NAD*
* barvivo (NBT)
e fenazinmethosulfat — prenasec elektront mezi NADH a barvivem

* 5% kyselina octova
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Detekce LDH

laktat + NAD*—— pyruvat + NADH + H*

NADH + H* + tetrazoliova sul (NBT)

|

NAD* + formazan
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Detekce elektroforetickych drah
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Denzitometrické rozdeleni
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Kvantitativni stanoveni katalytickeé aktivity

absorpcni spektrofotometrie
e diag. souprava LDH IFCC ROCHE

rychlost vzniku NADH je pfimo umeérna katalytické aktivité LDH, méfri se narust
absorbance pri 340 nm

preanalyticka faze
e zadné nadstandardni pozadavky
e standardni odbér krve, stanoveni v séru nebo plazmé (heparin)

pouziti

* onemocnéni kosternich svalll, hemolytickych anemii, non-hodgkinskych lymfoma a dalsich
hematologickych chorob, u testikularnich germinalnich tumord
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Interpretace vysledku

e priciny zvyseni aktivity v séru
* hemolyza (i arteficialni)
e stoupa izoenzym H4

infarkt myokardu
e stoupa izoenzym H4

e onemocnéni jaterniho parenchymu
e stoupa izoenzym M4

e onemocnéni svall
e zvyseni neni tak vyrazné
dalsi choroby

e pernicidzni anémie, tumory, leukémie, embolizace do plicnice
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