Enzymoveé a jiné markery
vyuzivaneé v diagnostice
vybranych patologickych stavii



Cil praktika

e opakovani zakladnich znalosti o
enzymech

e teoretické seznameni s hodnocenim
aktivit enzymU v biologickém materialu

e stanoveni izoenzymU LDH



Enzymy

e biokatalyzatory
e snizuji aktivacni energii
e neovliviuji rovnovazny stav reakce

™~ prechodny stav

substraty

aktivacni energie




Enzym

nilkovina
noloenzym = apoenzym + kofaktor
Kofaktor
- prostheticka skupina
- koenzym
aktivni misto




AR S o

Klasifikace enzymd

oxidoreduktazy
transferazy
hydrolazy

lyazy
Izomerazy
ligazy



Lokalizace enzymu

e extracelularni

e intracelularni
- membranové vazané
- cytosolicke
- organelove



Vlastnosti enzymul

ucinnost

specifita — reakcni a substratova
pracuji za mirnych podminek
snadno regulovatelné

slozita struktura
rychlé opotrebovani



Vyjadrovani aktivity enzymu

e katal — mnozstvi preméneného
substratu za Casovou jednotku (mol.s?)

e specificka aktivita — aktivita vztazena na
hmotnost

e Cislo premény



Ovlivnéni aktivity enzymu

e koncentrace substratu

° pH

e teplota

e pritomnost aktivatort a inhibitorQ
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VySetrované vzorky

e aktivitu enzymU stanovujeme nejcCastéji
VvV séru a moci

e enzymy Vv tkanovych rezech detekujeme
Imunohistochemicky



Plazmatickée enzymy
e specifické — enzymy srazeni krve,
ceruloplazmin, lipoproteinova lipaza
e nespecifické
a) enzymy exokrinnich zlaz
amylaza, kysela fosfataza
b) intracelularni enzymy

enzymy hlavnich metabolickych drah



Jiné déleni plazmatickych enzymu

1. sekrecni - specifické plazmatické
enzymy

2. Indikatorove — v jaterni b. pini sve
funkce, mohou vystupovat do plazmy

3. exkrecnf — eliminovany zZluci



Faktory ovlivhujici koncentraci
enzymU v plazmé

aktivita enzymu v bunce

okalizace enzymu v bunce

propustnost cytoplazmatické membrany
mira poskozeni bunék

celkova masa postizenych bunék
rychlost eliminace enzymu
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Formy vyskytu enzymd

e proenzymy (zymogeny)
e [zOEenzymy

- primarni

- sekundarni



Detekce izoenzym(

e fyzikalné-chemicky
a) elektroforéza
b) chromatografie

e Imunochemicky

e chemicky

stanoveni reakcni rychlosti za rlznych
podminek — pH, t, ¢ substratu



Enzymovy ,vzorec* organu

Zavisi na

specifické aktivité enzymu

zastoupeni izoenzymU

zména v pribéhu ontogeneze
uvolnéni enzymi — indikator poskozeni



JATERNI MARKERY



Déleni biochemickych vysSetreni jater

» ukazatelé poskozeni hepatocytl
- ALT, AST, LDH

e ukazatelé obstrukce ZluCovych cest
- ALP, GMT

e ukazatelé syntetické funkce jater
- alboumin, CHE, LCAT, PT

e testy konjugace a jaterniho transportu
organickych aniontd

- bilirubin, urobilinogen



Odhaleni poskozeni hepatocytu



Alaninaminotransferaza (ALT)

L-alanin+2-oxoglutarat —— pyruvat+L-
glutamat

 reakce je reverzibilni, uplathuje se pri
syntéze, odbouravani i premenée
aminokyselin

e cytoplazmaticky enzym

e nejvice je obsazen v hepatocytech, hladina
zvysena jiz pri poruse membranové
permeability



Aspartataminotransferaza (AST)

L-aspartat+2-oxoglutarat —— oxalacetat+L-
glutamat

reakce je reverzibilni, uplatiuje se pri syntéze,
odbouravani | premene aminokyselin
cytoplazmaticky a mitochondrialni izoenzym

obsazen v jatrech, myokardu, kosternim svalu,
ledvinach a pankreatu

cytoplazmaticky izoenzym se do krve dostava
jiz pri narusSeni permeability bunécné
membrany, uvolnéni mitochondrialniho
Izoenzymu provazi hepatocelularni nekrozu



zvyseni aktivity ALT 1 AST u mnoha jaternich
chorob

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

aktivita aminotransferaz v plazmé nerika nic o
exkretorické Ci metabolické funkci hepatocytd

neni vzdy korelace mezi hladinou
aminotransferaz a zavaznosti jaterni leze



De Ritistlv index = AST/ALT
- méne nez 0,7...dobra progndza
- 1 a vice...Spatna prognoza (nekroza)

za normalniho stavu i u vetsiny jaternich
chorob je ALT vysSi nez AST

vyjimky - AST/ALT >2
- alkoholické poskozeni
- postnekrotické cirhozy



e tetramer,
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Laktatdehydrogenaza

e laktat + NAD™ pyruvat + NADH

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

e LDH 4 a LDH 5 — pyruvat na laktat ve
tkanich s anaer. glykolyzou
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Normalni hodnoty izoenzymu
LDH

rozmezi v %
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38 - 58
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Obstrukce zluCovych cest



Alkalicka fosfataza (ALP)

membranovy enzym katalyzujici hydrolyzu
fosfatovych esteru pri alkalickem pH

tetramer, do cirkulace je z membran uvolnovany
jako dimer

Siroce roz$irena - vyskytuje se predevsim v
jatrech, streve a kostech (ruzne izoenzymy)
stanoveni aktivity v séru se vyuziva hlavné

k posouzeni kostnich a hepatobiliarnich
onemaocneni

znacna cast jaterni ALP v membréanach bunek
vystelky zluCovych cest — pri cholestaze naruseni
membran mechanicky a GuCinkem ZluCovych
kyselin

kromé cholestazy zvy$ena u mnoha dalsich stavd
(tumory jater, cirhdza)



GMT (g-glutamyltransferaza)

e membranove vazany enzym nachazejici se v
jatrech, ledvinach, pankreatu a ve strevée

e katalyzuje prenos g-glutamylu z glutathionu
na aminokyselinu a umoznuje tak transport
aminokyseliny pres bunécnou membranu.

 vyskytuje se hlavne v jatrech, ledvinach,
tenkém streve a v prostaté

e stanoveni aktivity GMT v séru se vyuziva pro
posouzeni hepatobiliarnich onemocnéni



Synteticka funkce jater



Albumin

e tvoren v jatrech, urcCeni hladiny v séru

e dlouhy poloCas — neklesa u akutnich
poruch

 vylouceni jiné priciny poklesu
(malabsorpce, snizeny privod bilkovin,
onemocneéni ledvin) — jde o jaterni
poskozeni

e vyrazne snizeni u alkoholickych cirhoz



Cholinesteraza (CHE)

sekrecni enzym produkovany jaternimi bunkami
do krve

v plazme katalyzuje hydrolytické Steépeni esterd
cholinu a nekterych dalSich substratu

syntéza cholinesterazy a s tim i jeji aktivita

v plazme klesa v pripade poskozeni jaterniho
parenchymu nebo pri nedostatku proteinu v diete

nevratne je enzym inhibovan organofosfaty



Hemokoagulacni faktory

e tvoreny v jatrech, kratky polocCas —
jejich zmeény jsou rychlé

e Quicklv test — vnéjsi koagulaCni systém

e hodnoty se méni u onemocnéni
jaterniho parenchymu provazenych
poruchou proteosyntézy nebo u

obstrukcniho ikteru s poruchou
vstfebavani tukt a v nich rozpustnych

vitamind



S-lecitin-cholesterolacyltransferaza
(LCAT)

e syntetitovana v hepatocytech, odkud se
dostava do krve, ve které tvori komplex
s HDL a katalyzuje prenos mastné
kyseliny z lecitinu na neesterifikovany
cholesterol uvolnény z bunécnych
membran

e pokles plazmatické koncentrace u
parenchymovych jaternich lezi



NADOROVE MARKERY



Nadorové markery

e Zhoubné novotvary patri k nejcastéjsim

A A

oricinam amrti
 RUst incidence jakych tumory?

e Dochazi k posunu do mladsich vékovych
kategorii

 Cilem je co nejCasnéjsi diagnostika

e Zobrazovaci metody vs. imunochemické
metody

e Metodické zdokonalovani




Co to jsou nadorove markery ?

e Molekuly proteinového charakteru
— Celularni tumorove markery
— Humoralni nadorové markery

e Produkce nadorovych markerd

— Primo nadorové buﬁky (s nadorem asociovane
antigeny)

— Jiné tkané jako odpoved’ na maligni proces
(indukované nadorove markery)



Vlastnosti ,idealniho®“ nadorového
markeru

 VVysoka specificnost vzhledem k
malignimu onemocneén

— Pacienti bez zhoubného nadoru by méli
poskytovat negativni vysledek testu

— Zdaleka to neplati

— Falesneé pozitivni vysledky u rady
nenadorovych onemocnéni (zanéty)



Vlastnosti ,,idealniho“ nadoroveho
markeru
 VVysoka organova specificnost

— Pozitivni hodnota by méla cilené vypovidat
0 postizeni konkrétniho organu

CEA Zanéty jater, cirhéza, pankreatitida, koureni
AFP Jaterni cirhGza, hepatitida

CA 15-3 Jaterni cirhGza, hepatitida, snizeni GFR
PSA Benigni hyperplazie prostaty, vySetfeni per

rectum, katetrizace moCového méchyre

hCG Mola hydatidosa, téhotenstvi

Feritin Zanéty, poruchy metabolismu Zeleza




Vlastnosti ,idealniho®“ nadorového
markeru

e \/ysoka citlivost

— Schopnost laboratorniho ukazatele
prokazat pritomnost zhoubného nadoru v
pocatecCnim stadiu

— Mnoho tum. markerd tuto podminku
nesplnuje — zvySeni az u velkych
generalizovanych tumor(

— Citlivost mUzeme zvysit kombinaci nékolika
tumorovych markerd



Vlastnosti ,idealniho®“ nadorového
markeru

e Korelace mezi vysSi lab parametru a
velikosti nadoru

— Koncentrace zavisi nejen na rozsahu
nadoru, ale i na stupni zralosti jeho bunék,
ale také na schopnosti produkovat urcity
marker a vyplavovat ho do krve



Oblasti uziti tumorovych markert

 Screening zhoubnych nadord

e Diagnostika zhoubného novotvaru

e UrCeni stadia nadoru a jeho progndzy

e Sledovani prtbéhu choroby a efektu
terapie



Konkrétni priklady nadorovych
markerd

e Onkofetalni a onkoplacentarni antigeny

— Alfal fetoprotein (AFP)

 Produkuji bunky Zloutkkového vaku a jater plodu
» U dospélych je koncentrace minimalni
e Koncentrace se zvySuje u primarniho karcinomu jater
— CA 15-3
e Pouziva se pro stanoveni posouzeni Uspésnosti |éCby a
vCasné predpovédi recidivy u karcinomu prsu

— hCG
e Diagnostika gravidity

 Vysoké hodnoty pri mola hydatidosa — prechod v
choriokarcinom

e U muzl v pripadé germinativnich nadorl
 Jaka je fce hCG v téhotenstvi??



e Enzymy
— PSA
e Produkovan bunkami prostaty
e Neni UpIné zrejma fce
— PACP (prostaticka kysela fosfataza)
» Podobné indikace k vySetreni jako u PSA

— ALP
e Je zvySeny u osteosarkomu

— LDH
— Katepsin D
e Intracelularni proteaza

» Degraduje bazalni membranu — umoZiuje invazivni rlst a
metastazovani nadoru

e Ca prsu
 Nove nadorové markery
— MT

— MMP
_ 77



SRDECNI MARKERY



Kreatinkinaza (CK)

cytoplazmaticky a mitochondrialni enzym

katalyzuje reverzibilni prenos z fosfatu z ATP na
Kreatin

ATP + kreatin «—— ADP + kreatinfosfat
dimericky — podjednotky M (muscle) a B (brain)

3 izoformy — CK-MM, CK-MB, CK-BB

izoenzym BB je typicky pro hladky sval, mozek,
prostatu

izoenzym MM je typicky pro pricné pruhovany sval
(kosterni sval a myokard)

MB izoenzym je typicky pro myokard, vyskytuje se
také v kosternim svalstvu



aktivita sérové kreatinkinazy vzrlsta zejména pri
poskozeni kosterniho nebo srdecniho svalu

CK-MB - diagnoza akutniho infarktu myokardu a
monitorovani reperfuze béhem trombolytické |éCby
akutniho infarktu myokardu

pro diagnostiku postizeni jinych organl (prostata, mozek
a dalsi) se stanoveni CK ani CK BB bézne nevyuziva.

S nastupem stanoveni myoglobinu a troponinu se vyznam
stanoveni vyrazne snizil

Mitochondrialni CK

mitochondrie obsahuji 2 typy CK - ubikvitni a
sarkomericka

pritomnost CK-MT znamena zavazné postizeni
organismu (napr. metastatickym nadorovym procesem)
se Spatnou prognozou



Myoglobin

intracelularni protein srdecnich i kosternich svalovych
bunék Ucastnici se aerobniho metabolismu

pri poskozeni bunék se vzhledem k malé velikosti
vyplavuje velmi rychle do krevniho obéhu (za 0.5 az
2 h)

nejmensi ze srdecnich markert — rychle se $ifi, velmi
rychle se odbourava

vzhledem k vyskytu myoglobinu i v bunkéach
kosternich svalll je markerem nespecifickym



Troponiny

troponinovy komplex — soucast strukturalnich
oroteind, které se podili na kontrakci pricné
oruhovanych svald

neterotrimer sloZzeny z troponind I, T a C

tésné spojen s kontraktilnim aparatem — nizké
koncentrace srdec¢nich troponind v obéhu

neni-li srdecni sval poSkozen, koncentrace Tnl je
prakticky nulova a to i pri poskozeni kosterniho
svalstva.

srdeCni izoforma troponinu | (Tnl) se strukturnée
liSi od analogicke izoformy v kosternim svalu -
umoznuje specifické stanoveni




e vyhody stanoveni Tnl

- absolutni kardiospecifita

- dlouh& doba vylucovani — sledovani prtibéhu

- citlivost — detekce mensich poskozeni

- neni ovlivhén chronickou renalni insuficienci

e nevyhody stanoveni Tnl

- pomalejsi nastup nez myoglobin (nespecificky)

Myoglobin Tnl CK-MB

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




Natriuretické peptidy (NP)

hlavni mechanizmus fyziologicky antagonizujici
aktivaci systému RAAS

syntetizovany ve formé neaktivnich prohormond,
které jsou Steépeny na biologicky aktivni hormony a
terminalni fragmenty (NT), které jsou inaktivni

pri tlakovém nebo volumovém zatizeni nebo
Ischemickem poskozeni srdce dochazi ke zvysenému
uvolnovani téchto peptidd a jejich prekursord
(prohormon() z myokardu, jejich plazmaticka
koncentrace mize byt markerem myokardialniho
poskozeni nebo zatéze

mezi hladinami aktivnich peptidld a jejich NT-
fragmenty je tésna korelace



Natriuretické peptidy

e mozkovy natriureticky peptid (BNP)
- tvoren hlavné myokardem komor
e atrialni natriureticky peptid (ANP)
- prevazuje syntéza v myokardu sini
e N - terminalni natriureticky propeptid typu B
(NT-proBNP)
e natriureticky peptid C (CNP)
-produkovan bunkami endotelu cév a CNS

e dnes bézne pouzivané k diagnostice
srdecniho selhani, vyhodou je vysoka
negativni prediktivni hodnota



NP jako srdecni markery

pro diagnostiku v klinické praxi je nejvyhodngjsi
urcovat NT-proBNP

stanoveni ANP je nevyhodné — rychlé vyplavovani a
velmi kratky biologicky polocCas

srovnani BNP a NT-proBNP - BNP ma kratsi biologicky
poloCas, horsi stabilitu v obéhu

stavy spojené se zvySenou plazmatickou koncentraci
NP

srdeCni dysfunkce a srdeCni selhani, hypertrofie levé
komory, plicni hypertenze, jaterni cirhdza s ascitem

zvySena plazmaticka koncentrace - nizkou
diagnostickou specificitu

nalez nezvySené plazmatické koncentrace NP ma
vysokou negativni prediktivni hodnotu (90-95 %) a
spolehlivé vyluCuje poruchu funkce myokardu



Dalsi srdecni markery

AST

LDH

fatty acid binding protein (FABP)

- cytoplazmaticka bilkovina vazajici mastné kyseliny
- vysoka koncenterace v kardiomyocytech

- kinetika podobna myoglobinu

hsCRP (C-reaktivni protein)

- protein akutni faze

- Casny vzestup (6-10 hod), vysoky vrchol (az 100x)
a kratky polocCas v cirkulaci (19 hod)

- u AIM podobné, ne tak vysoka elevacni vina



Dynamika kardiomarkert

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 7-20 d do 300
hod
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Figure 1. Release of cardiac biomarkers into blood
following AMI. Time zero is defined as the moment of
onset of symptoms. Marker concentrations are expressed
in a common scale—as multiples of the upper reference
limit for that marker.m

cTnT = cardiac troponin T
cTnl = cardiac troponin |



Elektroforetické déleni LDH

e agardza s barbitalovym pufrem
e barvici roztok

lithium laktat
NAD*
barvivo (NBT)

fenazinmethosulfat — prenasec elektront mezi
NADH a barvivem

e 5 06 kyselina octova



Detekce LD

laktat + NAD* —— pyruvat + NADH + H*
NADH + H* + tetrazoliova stl (NBT)

NAD* + formazan



Detekce elektroforetickych drah




Denzitometrické hodnoceni
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