Enzymy v diagnostice

Enzymy v plazmé

Enzymy vyskytujici se v plazmé lze rozdélit do dvou typi. Jsou to jednak enzymy normalné pfitomné
v plazmé, které zde maji svou ulohu (napf. enzymy kaskady krevniho sraZeni nebo cholinesterasa) a
dale enzymy uvoliiované z bun€k rGznych tkani, které nemaji v plazmé zadnou funkci, jejichz

koncentrace je za fyziologickych okolnosti nepatrna.

Bunécné enzymy a sekrecni enzymy

Bunééné enzymy jsou enzymy bunéénych metabolickych dé&ji. V buiice jsou bud’ rozpustény
v cytoplazmé nebo v bunéénych organelach, napf. mitochondrie, anebo jsou na bunééné struktury
vazané. Jako sekreCni enzymy jsou oznaCovany enzymy secernované buikami Zzlaz do
extracelularniho prostoru, nikoliv vSak do plazmy (typicky travici enzymy). U ,zdravych" lidi
nachézime v krvi velmi nizka mnoZstvi obou typti enzymil, v buiice je koncentrace fadové 10°—10%krat

vys$si. Nalez malych mnozstvi téchto enzymt v plazmé je disledkem pfirozené obmény bunék.

Priciny zvySené aktivity bunéénych enzymi v plazmé

Patologické uvolnovani enzymti z bun€k je nejcastéji disledkem zvySené permeability bunécné
membrany (poskozeni napt. chemickymi latkami, anoxie, hypoxie, zanét, viry), které mize vést az k
degradaci bunék. Pii odumirani buniky se aktivuji fosfolipasy a odbourani fosfolipidi cytoplazmatické
membrany vede k jejimu ,prode€ravéni". Dusledkem je prinik makromolekul z cytoplazmy do
extracelularniho prostoru a odtud do krve.

Pti¢inou zvysené hladiny enzymt v krvi mize byt také jejich zvySena syntéza. Napt. pii zvysSené
aktivité osteoblastl pfi rdstu kosti se v krvi zvySuje hladina alkalické fosfatasy. Proto u déti jsou
referenéni hodnoty ALP v séru 3—7krat vyssi nez u dospélych. Nekteré 1éky a také alkohol indukuji
zvysenou syntézu jaternich enzymi GMT a ALP.

V nékterych piipadech nastavd zvySené uvolnovani enzymii z buné€k, aniz by bylo spojenou s
bunéénou smrti nebo zvysenou syntézou. Napft. ethanol zpisobuje expresi mitochondrialni AST, jeji
pfesun na povrch hepatocytl a nasledné uvolnéni do krve. Piijem potravy indukuje uvolnéni stfevni
alkalické fosfatasy do lymfy a nasledné mize byt do¢asné zvysena hladina enzymu i v krvi. Rada
jaternich enzymi (ALP, GMT, S5'-nukleotidasa, leucinaminopeptidasa) je vazana na povrchu
hepatocytt, které jsou v kontaktu se zlucovymi kanalky. ZvySena koncentrace Zzlucovych soli pii
zadrzeni odtoku zlu¢e miize vyvolat uvolnéni membranovych fragmentld s navazanymi enzymy do
cirkulace.

V nékterych pripadech mtze byt zvysena hladina enzymu v plazmé vyvolana jeho nedostatecnym
odstranovanim z cirkulace. Napf. malé enzymy, amylasa a lipasa, jsou z ob&hu odstranovany
glomerulami filtraci. Renalni selhani zvysuje jejich hladinu v krvi. Proti nékterym enzymtim se v krvi
vytvaii protilatky a dochazi ke tvorbé komplexti enzym-protilatka (tzv. makroenzymy). Polocas téchto

enzymtl v krvi potom kopiruje polo¢as imunoglobulinu (3 tydny).
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Casovy pribéh naristu a poklesu enzymové aktivity v plazmé

Casovy pribéh nartistu a poklesu enzymové aktivity v plazmé ovliviiuje fada faktort. P¥i bun&éné
smrti se defekty v bunétné membrané prohlubuji s ¢asem. Proto se z buiiky nejprve uvoliiuji malé
molekuly a teprve potom velké. Napt. enzymy AST a CK jsou mensi nez LD a proto pfi infarktu
myokardu se uvoliuji do plazmy dfive.

Nékteré enzymy jsou lokalizovany v mitochondriich nebo vazany k membranam. Do krve se uvoliuji
az pti nekréze bunék. Pii infarktu, pii kterém je pferusen ptitok krve do urcité ¢asti myokardu, musi
enzymy z poskozenych bunék nejprve difundovat z neperfundovanych oblasti, az poté se objevi
v cirkulaci. Proto napt. narist CK v krvi pfi infarktu je zpozdén pokud nejsou artérie reperfundovany
ucinkem trombolytik. Mnozstvi enzymu v krvi je imérné poctu poskozenych bunék. Napt. u infarktu
myokardu je mnozstvi CK v plazmé imérné velikosti loziska infarktu.

Jestlize pficina poskozeni bun€k vymizi, zvySena enzymova aktivita pretrvava v plazmé po urcitou
dobu a po té klesa. Napt. pti akutni hepatitidé lze na zaklad¢ sledovani enzymovych aktivit
diferencovat virovou hepatitidu od ischemického nebo toxického poskozeni. Pfi virové hepatitidé
imunologické poskozeni bun€k prodluzuje bunécné odumirani provazené elevaci enzymu, zatimco pii
toxickém nebo ischemickém poskozeni dochazi k rychlejsimu navratu k normalu.

Dalsim dulezitym faktorem je gradient koncentrace enzymu mezi buiikou a plazmou a rychlost jeho
odstraiiovani. Napf. hladiny AST v cytoplazmé hepatocytu jsou vyssi nez ALT a oba enzymy maji
mnohokrat vyss$i koncentraci nez LD. Proto pii poruse jaterni builkky je v plazmé zaznamenan
nejrychlejsi narGst AST, zatimco nardst LD je velmi maly. Podobné u myokardu je gradient mezi
bunkou a plazmou mnohonasobn¢ vyssi pro CK nez LD a proto pocatecni narist prvého enzymu pii
infarktu myokardu je mnohem signifikantnéjsi.

Hladinu enzymu ovliviiuje rychlost jeho odstraiiovani. Jak jiz bylo feceno, nizkomolekularni enzymy
(napt. a-amylasa) jsou z krve odstranovany glomeruly filtraci do moce. VétSina ostatnich enzymd je
v plazmé nejdiive inaktivovana a poté odstranéna bunkami retikuloendotelového systému receptorove
zprostiedkovanou endocytéozou. Doba, po kterou je enzym v krvi zvySen uruje jeho biologicky
polocas. Je to doba za kterou by mnozstvi enzymu kleslo na polovinu za ptedpokladu, Ze by enzym

nebyl do plazmy dopliovan ze tkani.

Ptriklady biologického poloc¢asu nékterych enzymi jsou uvedeny v tabulce
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Enzym Biologicky polocas
ALP 3—7 dni
AMS 9-18 h
ALT 2d
AST 12-14 h
CHS 10 dni
CK-MB 10 h
GMT 3—4 dny
LD, (HHHH) 4-5d
LDs (MMMM) 10 h
LPS 7-14 h




S riiznou hodnotou biologického polocasu je tieba pocitat pfi interpretaci vysledkt. Napt.polocas AST
v plazm¢é je mnohem krat§i nez ALT, podobné jako polocas CK je krat§i nez polocas srde¢niho
izoenzymu LD. Proto tedy v pfipad¢ jaterniho poskozeni ALT zGstava po né€kolika dnech vyssi nez
AST, nebo u infarktu myokardu klesa CK k normé velmi rychle, zatimco LD ptetrvava delsi dobu.

Subcelularni lokalizace nékterych enzymi v jaterni buiice

cytoplazma — napt. ALT, LD, cAST (30 % AST)

mitochondrie — napt. GMD, mAST (70 % AST)

Golgiho komplex, endoplazmatické retikulum (CHS, AMS)

lyzosom (ACP)

" bun&nd membréna (GMT, ALP)

Hlavni diagnostické enzymy jaterni buiiky jsou lokalizovany v rtiznych oblastech hepatocytu. ALT a
cytoplazmaticky izoenzym AST se nachazi v cytoplazmé. Pfi membranovém poskozeni (napf.
virovém, nebo chemickou latkou) jsou tyto enzymy uvolnény a dostavaji se do sinusoidu. Dtsledkem
je zvySeni hladiny v plazmé. Mitochondrialni AST je primarn€ uvolnéna pii poskozeni mitochondrii,
napf. pii ptisobeni alkoholu. ALP a GMT se nachazi na kanalikularnim povrchu hepatocytd a uvoliuji
se zejména pii cholestdze v disledku plisobeni Zlu€ovych kyselin na membranu. GMT se nachazi
rovnéz v mikrosomech, kde je indukovana nekterymi Iéky. Podavani téchto 1ékit pak zvysSuje hladinu
GMT v plazmé.

Vyuziti enzymii v klinické diagnostice

V klinické diagnostice je stanoveni enzymut pozadovano z divodu:
- detekce poskozeni urcité tkang,
- identifikace pocatku poskozeni tkane,
- stanoveni rozsahu poskozeni,
- odhad z&vaznosti poskozeni bungk,
- diagnozy zakladnich onemocnéni,

- diferencialni diagndzy onemocnéni v rdmci poskozeného organu.
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Informace vhodna pro uptesnéni diagnozy se ziska:

z hodnoty katalytické koncentrace enzymu v télni tekutin€ (pfima umera mezi stupném poskozeni
organu a zvySenou aktivitou enzymy v krvi).

s ptitomného spektra enzymt v krvi (napf. pfi t€Zkém poskozeni jaterniho parenchymu
doprovazeném nekrozou bunék je zvyseni aktivity enzymt v krvi nasledné: LD > AST > ALT).

z vypoctu poméru aktivit enzymi (napt. dle poméru aktivit AST/ALT v séru lze odlisit pocatecni
obstrukéni ikterus (AST/ALT < 1) od aktivni chronické hepatitidy (AST/ALT > 1). U akutnich
onemocnénich 1ze z poméru aktivit enzymt s kratkym a dlouhym biologickym polo¢asem urcit fazi
onemocnéni nebo predpoveédét prubéh onemocnéni, napt. u akutni hepatitidy pokles poméru AST
(polocas 12 h)/ALT (polocas 2 dny) napomaha rozliseni typu hepatitidy.

z monitorovani enzymové¢ aktivity (mechanismus uvoliiovani enzymu do krve z poskozené tkan¢ a
jejich clearance je charakteristicky typickymi kinetickymi kiivkami aktivity, z jejichz prib&hu je
mozné odvodit casovy usek beéhem kterého je onemocnéni pritomné nebo lze urcit fazi.

onemocnéni)

ze stanoveni izoenzym.

Makroenzymy

Makroenzymy jsou komplexy tvoiené enzymem navazanym na imunoglobulin, néktery lipoprotein,

protein nebo fragment bunééné membrany. Obecné maji makroenzymy vétsi molekulovou hmotnost a

del

§1 polocas v krvi. Pfitomnost makroenzymu v séru muze ovlivnit jeho analytické stanoveni nebo

zpusobit chybnou interpretaci vysledku stanoveni. Znamym piikladem je makroamylasemie, kdy

amylasa tvofi komplex jinymi makromolekulami a neni tudiz filtrovatelna do moce. V dasledku toho

se akumuluje v krvi. Hladina amylasy je pak v krvi zvysena, aniz by dochazelo k jejimu zvysenému

uvolnovani z poskozené tkané (asi 1-3% pacientt se zvySenou hladinou sérové amylasy). Protoze

makroamylasa neprostupuje do moce, hladina amylasy moci je v tomto ptipadé normalni nebo

snizena, na rozdil od situace pfi napt.pankreatitidé, kdy zvysSena hladina amylasy v séru je provazena i

zvysSenim amylasy v moci.
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Tkanova distribuce diagnosticky vyznamnych enzymi

Poskozena tkan mtze byt diagnosticky nepiimo lokalizovana bud’ ze stanoveni aktivity tkanove
specifickych enzymii nebo izoenzymu v krvi. Tkanové specifické enzymy se vyskytuji pfednostné
v ur¢ité tkani nebo maji v dané tkani vysokou aktivitu. Ptiklady tkanové specifickych enzymi jsou

uvedeny v nasledujici tabulce.

Organ AST ALT LD LD;, CK GMT" ALP ACP AMS LPS CHS
Jatra X XX X XXX X XXX
Myokard X X X XX XX

Sval X X X XX

Zlugovod XX

Ledviny X X X X X

Kosti XX X

Erytrocyty* X X X XX

Prostata XXX

Pankreas X XX XX XXX
Parotis XX

* v erytrocytech 100krat vice LD nez v plazmé
" nizk4 organova specifi¢nost, snadno indukovatelny

Exprese izoenzymtl je vétsinou pro kazdou tkani urcena geneticky. Proto stanoveni izoenzymi v krvi

umoznuje identifikovat poskozenou tkan, z které pochazeji (napt. pankreaticka lipasa, CK-MB, LD,).

5/6



Klinicky vyznamné enzymy

AST  aspartataminotransferasa

ALT alaninaminotransferasa

pomér AST/ALT>1
AST/ALT<1

LD laktatdehydrogenasa

HBD  hydroxybutyrdtdehydrogenasa

GMT gama-glutamyltransferasa

ALP  alkalicka fosfatasa

ACP  kyselad fosfatasa

CK kreatinkinasa

AMS amylasa (M, ~ 50 000)

LPS lipasa

PSA  prostaticky specificky antigen

CHE cholinesterasa
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Piiciny zvySené aktivity v séru
infarkt myokardu;
hepatopatie;

krevni choroby; svalova poskozeni

hepatopatie;

srdeCni onemocnéni;

alkoholické jaterni choroby, infarkt myokardu
virova hepatitida

LD, — infarkt myokardu, hemolytické anemie;
LD;— plicni embolie;

LD, s— hepatopatie, nemoci kosterniho svalstva

aktivita podjednotek H (LD, ), infarkt myokardu

hepatopatie (zanét, alkohol, 1éky);
test chronické konzumace alkoholu;

cholestaza

jaterni izoenzym — nemoci zlu€ovych cest;
kostni izoenzym — nemoci kosti (Pagetova choroba,
rachitis, nadory), fyziologicky zvysen v obdobi riistu

prostaticky izoenzym — tumory prostaty;
kostni izoenzym — metastazy tumord do kosti,

marker osteoporozy

CK-MB — ptedevsim infarkt myokardu;
ale téz pii regeneraci kosternich svalti, chronickych svalovych
onemocnéni a akutnim renalnim selhéni;

CK-MM - nemoci kosterniho svalstva,

intramuskularni injekce, télesna aktivita

pankreaticky izoenzym — akutni pankreatitida;

slinny izoenzym — parotitida

akutni pankreatitida;
akutni zvrat chronické pankreatitidy

karcinom prostaty

Piiciny sniZené aktivity v séru
chronické hepatopatie,
alkoholicko-toxicka hepatitida (intoxikace organofosfaty);

ukazatel jaterni proteosyntézy



