CVICENI z KLINICKE BIOCHEMIE

Uloha &. 6
IZOENZYMY KREATINKINASY (CK) A LAKTATDEHYDROGENASY (LD)

Pro diferencialni diagnostiku poruch riznych organi ma velky vyznam posouzeni aktivit
nékterych organové selektivnich enzym a zejména izoenzymi. V této uloze jsou
demonstrovany dva pfistupy pouzivané pii analyze izoenzymového spektra v krevnim séru -
v piipadé kreatinkinasy je to vyuziti specifické inhibice jednoho izoenzymu protilatkou, u LDH

je vyuzito odli§né substratové specifity izoenzymu.

A) KREATINKINASA je hojné zastoupena v ruznych tkanich (kosterni svalstvo, myokard,
mozek, prostata, déloha). Enzym je dimerni; kombinaci podjednotek M a B vytvari tfi
izoenzymy CK,; (BB), CK, (MB) a CK; (MM). Izoenzym MB kreatinkinasy je specificky pro
srdeCni tkan, zatimco izoenzym MM se vyskytuje v kosternim svalstvu. Stanoveni aktivity
kreatinkinasy, ato zejména izoenzymu MB, ma velky vyznam pfi diagnostice srdeCnich

onemocnéni. Distribucni rozlozeni izoenzymi v séru: 96-100 % MM, < 4 % MB.

Stanoveni aktivity kreatinkinasyvyuziva indika¢ni a pomocné enzymové reakce a Warburgliv

opticky test:
CK
kreatinfosfat + ADP »  kreatin + ATP
hexokinasa
glukosa + ATP > glukosa-6-P + ADP
G-6-PD

v

glukosa-6-P + NADP 6-fosfoglukonat + NADPH + H'

Monotest CK-MB fy. Merck obsahuje protilatky proti izoenzymu MM, a ty s nim vytvafeji
komplex, ktery je enzymaticky inaktivni. Na izoenzym MB se protilatky nevazou, jeho
enzymova aktivita je tedy neovlivnéna.

B) LAKTATDEHYDROGENASA

Tetramer LD vytvari 5 izoenzymi kombinaci dvou typt podjednotek H (heart) a M (muscle):
LD1 (H4), LD2 (HgM), LD; (H2M2), LD4 (HgM) a LD5 (M4) K separaci a kvantifikaci
jednotlivych izoenzyml se pouzivaji elektroforesa, ionexova chromatografie resp. imuno-

precipitace; jinou moznosti je praveé vyuziti rizné substratové specifity téchto izoenzymu.
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Distribuce izoenzymu v krevnim séru: LD, 18-33 %, LD, 28-40 %, LD; 18-30 %, LD4 6-16 %
alLDs 2-13 %.

a) Stanoveni celkové aktivity LD v séru
Proved'te stanoveni celkové aktivity LD Warburgovym optickym testem fy. Sevac.
b) Stanoveni a-hydroxybutyratdehydrogenasy v séru

Toto stanoveni vyuziva skuteCnosti, ze izoenzym LD1 je schopen pomérné ucinné€ oxidovat
1 2-oxobutyrat (o-hydroxybutyrat). Tento izoenzym se vyskytuje predevs§im v srdecni tkani,
jeho stanoveni ma hlavni vyznam pii diagnostice infarktu myokardu. V jatrech a plicich je
tohoto izoenzymu pomérn€ malo, nezanedbatelné aktivity vSak lze najit 1 v kosternim svalstvu,
ledvinach a erytrocytech. Pfi vlastnim stanoveni postupujte podle navodu v setu fy. Sevac.

Vyhodnot'te obsah izoenzymu LD1 na celkové aktivité LD ve vasem vzorku.

GESTAGNOST - imunologicky prukaz téhotenstvi

Gestagnost fy. Sevac slouzi k prikazu choriongonadotropniho hormonu v moci gravidnich

zen. Stanoveni provedte podle ptilozeného navodu.
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