2 2 ENZYMY V KLINICKE DIAGNOSTICE

Druhy enzymu v plasmeé:

»normalneé fyziologicky prfitomny v plasme pouze enzymy kaskady
krevniho srazeni nebo cholinestersa (fyziologicka funkce)

»Enzymy uvolfiované z bunék ruznych tkani, pfitomny v plasmé (jsou

uvolnovaneé z bunek), ale nemaji zde funkci, v plasme v nizké,
nepatrné koncentraci za fyziologickych podminek (DIAGNOSTIKA)

Bunécné a sekrecni enzymy:

»Bunééné enzymy -enzymy metabolickych déju, lok. v cytoplasmé
nebo organelach — mitochondriich, pri poskozeni bunek se uvolnuji
do krevniho obehu, vetSina enzymu v klinicko-biochemicke
diagnostice (AST, ALT, CK, LD, GMT)

»Sekrecni enzymy — jsou sekretovany bunkami Zlaz (slinné zlazy,
pankreas) do extracelularniho prostoru, NE do plasmy! (typicky —travici
engil]my), pri onemocneni organu se tyto enzymy dostavaji do krevniho
obéhu... (amylasa, pankreaticka lipaza)

V krvi zdr. ¢lovéka — koncentrace obou typl enzymu velmi nizka
X v bunice asi 103 -10%x vysSsSi
- malé mnozstvi enzymu v plasmeé je diusledkem prirozené obmény bunék.
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STANOVENI ENZYMU V
DIAGNOSTICE

e KREVNI SERUM
e PLASMA
e MOZKOMISNI MOK, MOC A DALSI



Enzymy v diagnostice

Slozeni krve Sloteni krevni plazmy

Eervend krvinky - 42%

bilé krvinky - 1%
voda - 90%
| - 57%
plazna mineralnf ktky - 2%
plazmatické bilkoviny - 8%

o

Plazma tvoti 55% nasi krve a sestava se 91% z vody. Obsahuje
vice nez 120 riznych proteint, které prebiraji Zivotné dilezite
funkce, jakymi jsou napt. obranyschopnost organismu pred
Infekcemi a srazlivost Krve pii poranénich.
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ENZYMY V KLINICKE DIAGNOSTICE

2. Plasma vs. serum

°.Pla.sma is the Serum is the liquid
liquid, cell-free part of blood AFTER
part of blood, that coagulation, therfore
has been treated devoid of clotting
with anti- factors as fibrinogen.
coagulants.

Anticoagulated Clotted

Yol e, B )

4
)~ vm—

e *serum= plasma - fibrinogen
fed bixed oty |04 ‘ IM
k -\
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Priciny zvySené aktivity, koncentrace enzymu v plasmé

1. Patologické 1 konc. enzymu v plasmé — dusledek
zvysene permeability bunécne steny - poskozena
chemickymi latkami, anoxii, hypoxii, viry, zanétem. Muze
vést k degradaci bunky. Pri odumirani, zaniku bunky —
zvysS. aktivity fosfolipas, ty odbouravani fosfolipidu
cytopl.membrany — perforace — uvolnéni obsahu +
enzymy do extracelularniho prostoru — plasmy

2. Pricinou zvysené hladiny E, zvySena syntéza E — neni
patol., ale souvisi se stavem v org :

Pr. rust kosti 1 aktivitu osteoblastu 1 v krvi alkalicka
fosfatasa

U deti ALP 3x-7x vyssi nez dospelych

Léky, alkohol 1 aktivitu enzymu (jaternich) — ALP, GMT
apod.
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Priciny zvySené koncentrace enzymu v plasmé

3. Uvolnovani z bunék nesouvisejici s smrti bunky nebo zvys.
svyntezou —

Pr. ethanol uvolniiuje expresi mitochondrialni AST v hepatocytech,
jeji pfesun na povrch hepatocti — uvolnéni do krve.

Pr. Prijem potravy — uvolnéni strevni ALP —do lymfy, 1 v krvi .

Pr. Jaterni enzymy jsou vazany na povrch hepatocytl, mohou byt
uvolnovany do krve....

4. Nékteré pripady zvys.hodnot — nedostateCcné odstranovani z
cirkulace.

Pr. malé enzymy — amylasa, lipasa — odstranovany z cirkulace
glomerularni filtraci.

Porucha fce ledvin, renalni selhani 1 jejich hodnoty v Krvi.

Tvorba komplext E-Ab (tzv. makroenzym), polo¢as rozpadu Ig-
3tydny
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Casovy priibéh narustu a poklesu enzymové aktivity v
plasmeé

Casovy prubé&h — ovlivnén fadou faktor(:

»Pri apoptose se defekty buné¢. membrany prohlubuji s
casem. Dusledek- z buriky se uvolniuji nejdfive malé
molekuly E, pozdeji velke E.

Pr. pri infarktu myokardu(IM) — nejdrive v plasmé AST a CK
(malé molekuly), pozdéji LD (vétsi). Pri IM — koncentrace
CK v plasmé je umérna velikosti loZiska zasazeného |IM.

»Kdyz pri¢ina poskozeni bunék vymizi, koncentrace
enzymu pretrvava néjakou dobu, poté klesa.

Pr. akutni hepatitida se da odliSit od toxického poskozeni
jater. Pri vir. hepatitidée — imunologicke poskozeni bunek,
delSi setrvavani zvys. koncentrace enzymu, tox. poskozeni —
rychlejsi navrat hladiny enzymu k normalu (GGT,AST, ALT).




Aktivita enzymu v plasmé

»Gradient koncentrace enzymu mezi bunkou a plasmou —
uvnitf hepatocytu v cytoplasmé = vyssi koncentrace AST
nez ALT , LD zde minimalné.

 PF. pfi poSkozeni hepatocytu - nejrychlejSi narust AST, ale
LD minimalné.

* Pf. myokard — vysoka konc.CK, nizka LD, poskozeni—
rychly vzestup CK v plasmé

Koncentraci enzymu v plasme urcuje rychlost jeho
odstranovani.

»nizkomolekularni —glomerul. filtrace

»ostatni (vétSina) - inaktivovany v plasme, odstranéeny
bunkami RES pres receptory, endocytoza




Definice - biologicky poloCas enzymu

Dobllj,po kterou je enzym v plasmeé zvysen urcuje jeho biologicky
polocas .

Biologicky polo€as enzymu — doba, za kterou by mnozstvi enzymu
Kleslo na polovinu, pokud by nebyl enzym ze tkani doplnén

Enzymy Biol.polo¢as
ALP 3-7 dny
AMS 9-18 hod
ALT 2 dny
AST 12-14 hod
CHS 10 dni
CK 10 hod
GMT 3-4 dny
LDH1(HHHH) 4-5 dni

LDH5(MMMM) 10 hod



Subcelularni lokalizace nékterych enzymu v jaterni bunce

Hlavni diagnostické enzymy jaterni buriky jsou lokalizovany v rznych oblastech hepatocytu.
ALT a cytoplazmaticky isoenzym AST se nachazi v cytoplazmé.

cytoplazma — napi. ALT. LD, cAST (30 % AST)
"3 ;::"‘ vPla Y - mitochondrie — napi. GMD. mAST (70 % AST)
- Golgiho komplex_ endoplazmatické retikulum (CHS. AMS)
R lyzosom (ACP)

bunééna membrana (GGT. ALP') T E ST

Pfi membranovém poskozeni (napf. virovém, nebo chemickou latkou) jsou tyto enzymy
uvolnény a dostavaji se do sinusoidu. Dusledkem je zvySeni hladiny v plazmé.

Mitochondrialni AST je primarné uvolnéna pfi poSkozeni mitochondrii, napf. pfi pusobeni
alkoholu.

ALP a GGT se nachazi na kanalikularnim povrchu hepatocytu a uvolhuji se zejména pfi
cholestaze v dusledku pusobeni zluCovych kyselin na membranu.

GGT se nachazi rovnéz v mikrosomech, kde je indukovana nékterymi Iéky. Podavani téchto léku
pak zvysSuje hladinu GGT v plazmé.
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Vyuziti enzymu v klinické diagnostice

»Detekce poskozeni tkane
»ldentifikace pocatku poskozeni tkane
»Stanoveni rozsahu poskozeni
»0dhad zavaznosti poskozeni bunek
»Diagnoéza zakladnich onemocneéni

»Specifikace diagnézy v ramci poskozeného organu
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Upresneni diagnozy

* Informace vhodnd pro upresnéni diagndzy se ziska:

* - z hodnoty katalytické koncentrace enzymu v télni tekutiné (prima dm
stupném poskozeni orgdnu a zvySenou aktivitou enzymy v krvi).

* - s pritomného spektra enzymi v krvi (napr. pri téZkém poskozeni jaterniho
parenchymu doprovdzeném nekrézou bunék je zvyseni aktivity enzymi v krvi
nasledne: LD > AST > ALT).

» - z vypoétu poméru aktivit enzymi (napr. dle poméru aktivit AST/ALT v séru lze
odlisit

* pocatelni obstrukéni icterus (AST/ALT < 1) od aktivni chronické hepatitidy
(AST/ALT > 1). U akutnich onemocnéni |ze z poméru aktivit enzymi s kratkym a
dlouhym biologickym polo¢asem urlit fdzi onemocnéni nebo predpovédét prubéh
onemocnéni, napr. u akutni hepatitidy pokles poméru AST (polo€as 12 h)/ALT
(polo¢as 2 dny) napomdha rozliseni typu hepatitidy.

* - z monitorovadni enzymové aktivity (mechanismus uvolfiovani enzymt do krve z
poskozené tkdné a jejich clearance je charakteristicky typickymi kinetickymi
kfivkami aktivity, z jejichz pribéhu je moZné odvodit ¢asovy usek, béhem
kterého je onemocnéni pritomné nebo Ize uréit fazi onemocnént)

v

era mezi

- - ze stanoveni isoenzymd.



Makroenzymy

* Makroenzymy jsou komplexy tvorené enzymem navazanym imunoglobulin, néktery
lipoprotein, protein nebo fragment bunécné membrany.

* Obecné maji makroenzymy vetsi molekulovou hmotnost a delsi polocas v krvi. Pfitomnost
makroenzymu v séru muize ovlivnit jeho analytické stanoveni nebo zpUsobit chybnou
interpretaci vysledku stanoveni.

e Znamym prikladem je makroamylasemie, kdy amylasa tvori komplex jinymi
makromolekulami a neni tudiz filtrovatelna do moce. V disledku toho se akumuluje v
krvi. Hladina amylasy je pak v krvi zvySena, aniz by dochazelo k jejimu zvysenému
uvolfiovani z poskozené tkané (asi 1-3% pacientl se zvySenou hladinou sérové amylasy).

* Protoze makroamylasa neprostupuje do moce, hladina amylasy moci je v tomto pripadé
normalni nebo sniZzena, na rozdil od situace pfi napf. pankreatitidé, kdy zvySena hladina
amylasy v séru je provazena i zvysenim amylasy v moci.

PANKREATICKA o-AMYLAZA
EC3.2.1.1. ENZYMY
t

[E] disulfidické mistky

ENZYMY
) - vV MOCI '
CHYMOTRYPSIN /
ELASTAZA

zdroj: www.biochem.szote.u-szeged.hu/astrojan/biolex.htm yﬁvfd i agn osticePatobiochemiel




Makrolipaza (makroforma enzymu)

* byla prokazana u 2 ze 20 pankreatitid se zvysenou hodnotou lipazy a
tvorila 10-18 % celkové aktivity. Poprvé byla popsana v roce 1987 u non-
Hodgkin lymfomu, kdy katalyticka aktivita lipazy byla zvySena v séru 7x.
Vyskyt makrolipazy je v mnoha pripadech provazen i makroamylazou Ci
onemocnénimi autoimunitniho charakteru, napf. céliakii.

PROCES ABSORPCE LIPIDU
STRUKTURA MICELY A CHYLOMIKRONU

| 2LUCOVE KYSLINY | | LIPAZA | | APOLIPOPROTEMNY |
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Tkanova distribuce diagnosticky vyznamnych
enzymu

» Poskozena tkan muize byt diagnosticky nepfimo lokalizovana bud ze stanoveni aktivity tkanové
specifickych enzymu, nebo isoenzymu v krvi.

» Tkanové specifické enzymy se vyskytuji prednostné v urcité tkani nebo maji v dané tkani
vysokou aktivitu. PFiklady tkaniové specifickych enzymu jsou uvedeny v nasleduijici tabulce.
« Exprese isoenzymu je vétSinou pro kazdou tkani uréena geneticky. Proto stanoveni isoenzymd

v krvi umoznuje identifikovat poSkozenou tkan, z které pochazeji (napf. pankreaticka lipasa, CK-
MB, LD1).

Organ AST AIT LD LDy CK GGT ALP ACP AMS LPS CHS
Jatra X XX X XXX X XXX
Myokard X X X XX XX

Sval X X X XX

Zluéovod XX

Ledviny X X X X X

Kost XX X

Erytrocyty* X X X XX

Prostata XM

Pankreas X XX XM XMX
Parotis XX

* v erytrocytech 100krat vice LD neZ v plazme

" nirka organova specificnost. snadno indukovatelny B



Klinicky vyznamné enzymy TEST

Aminotransferasy

»zajistuji konverzi aminokyselin a a-ketokyselin
prenosem aminoskupiny, donor a akceptor
aminoskupiny je 2-oxoglutarat/ L-glutamat

- Alaninaminotransferasa, ALT — donorem —NH,, Ala za vzniku

pyruvatu, marker- jatra (virova hepatitida, alkohol,
hepatopatie ...)

- Aspartataminotransferasa, AST — donorem — NH, Asp za
vzniku oxalacetatu, marker poskozeni - jatra, srdce,
infarkt myokardu, svalova poskozeni

ALT alaninaminotransferasa hepatopatie;srdecni
onemocnéni;pomér AST / ALT > 1 alkoholické jaterni choroby,
iInfarkt myokardu, AST / ALT < 1 virova hepatitida

AST aspartataminotransferasa infarkt myokardu; hepatopatie;
krevni choroby; svalova poskozeni



Klinicky vyznamné enzymy

o-amylasa, AMS

»syntetizovana ve slinivce, stépi a-1,4-glykosidickou vazbu
glykogenu a skrobu za vzniku oligosacharidu, produkovana
slin.zlazami a slinivkou brisni, liSi se cukernou slozkou,
izoenzymy S/P, priCiny —poskozeni zlaz (napf. akutni
pankreatitida), snizené vyluCovani enzymu ledvinami

alkalicka fosfatasa, ALP

»hydrolyza monoesteru kyseliny fosforeCné s alkoholem,
fenolem, glycinem — nespecificka - stepi vazbu P-O-C, P-O-P,
P-S, P-N, ma nekolik izoforem podle tkane syntézy — kostni,
jaterni, placentarni, strevni, optimum v alkalické oblasti, marker
- poskozeni kosti, jater

kysela fosfatasa, ACP
e vlastnosti ALP, optimum v kyselé oblasti, marker- prostata




Dalsi klinicky vyznamné enzymy

kreatinkinasa , CK

»katalyzuje reverzibilni fosforylaci kreatinu na kreatinfosfat za
spotfeby ATP, marker poskozeni svalu, srdce

Laktatdehydrogenasa, LDH

»isoformy (tkan) srdce, jatra, katalysuje
reakci: laktat + NAD" < pyruvat + NADH + H* (reversibilni), neni
specificka, poskozeni tkané dle isoformy — elektroforeticky (plicni
embolie LDH3,infarkt myokardu LDH1,2, hepatopatie + nemoci
koster.svalstva LD4,5).

LD (S; konc. katal. akt. [ukat/l] abs. spektrofotometrie)

Vypovédni hodnota

LD se vyskytuje v cytoplasmé vSech bunék, koncentrace ve tkanich je asi 500x vyssi oproti koncentraci
v séru. Proto i pfi minimalnim poskozeni bunécné mebrany dochazi k elevaci LD v séru.

«Je nespecifickym ale velmi citlivym markerem poskozeni bunék (pfedevsim hepatocytl, myocyta,
kardiomyocytd, erytrocytd, leukocytl), I1ze ji pouzit jako obecny screeningovy marker bunécné lyzy.
*Dfive pouzivané elektroforetické vysetifeni izoenzymu LD k rozliSeni etiologie je v sou¢asné dobé
nahrazeno specifi¢téjSimi vySetrenimi (haptoglobin, troponiny, jaterni enzymy atd.).

https://www.ikem.cz/plm: 1p/--L=P--02290=L.0000006.htm i


http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-002_v1/hesla/laktat.html
http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-002_v1/hesla/nad.html
http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-002_v1/hesla/pyruvat.html

Klinicky vyznamne enzymy

» Priciny zvySené aktivity v séru

AST aspartataminotransferasa infarkt myokardu; hepatopatie; krevni choroby; svalova poskozeni
ALT alaninaminotransferasa hepatopatie;srde¢ni onemocnéni;pomér AST / ALT > 1 alkoholické jaterni choroby,

infarkt myokardu, AST / ALT < 1 virova hepatitida

LD laktatdehydrogenasa LD1,2 — infarkt myokardu, hemolytické anemie;LD3 — plicni embolie;LD4,5 —
hepatopatie, nemoci kosterniho svalstva

HBD hydroxybutyratdehydrogenasa aktivita podjednotek H (LD1,2), infarkt myokardu

GGT gama-glutamyltransferasa hepatopatie (zanét, alkohol, 1éky);test chronické konzumace
alkoholu;cholestaza

ALP alkalicka fosfatasa jaterni isoenzym — nemoci zluCovych cest;kostni isoenzym — nemoci kosti (Pagetova
choroba,

rachitis, nadory), fyziologicky zvysen v obdobi rustu

ACP kysela fosfatasa prostaticky isoenzym — tumory prostaty;kostni isoenzym — metastazy tumora do
kosti,marker osteopordzy

CK kreatinkinasa CK-MB — pfedevsim infarkt myokardu;ale téz pfi regeneraci kosternich svall, chronickych svalovych
onemocnéni a akutnim renalnim selhani;

CK-MM — nemoci kosterniho svalstva,intramuskularni injekce, télesna aktivita

AMS amylasa (Mr ~ 50 000) pankreaticky isoenzym — akutni pankreatitida;slinny isoenzym — parotitida
LPS lipasa akutni pankreatitida;akutni zvrat chronické pankreatitidy

PSA prostaticky specificky antigen karcinom prostaty TE ST

Priciny snizené aktivity v séru

CHE cholinesterasa chronické hepatopatie,alkoholicko-toxicka hepatitida (intoxikace organofosfaty):ukazatel jaterni
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