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Enzymove a jiné markery vyuzivane v
diagnostice vybranych patologickych stavu




Cile a vyznam laboratorniho

Vlyys'aitlrr@ﬁelﬁeni informuji o probihajicich procesech v lidském organizmu a
jejich zménach
 fyziologickych i patologickych
* zmeény laboratornich hodnot mohou predchazet projevy nemoci
* nékt. zmeény se objevuji v minutach od vzniku poskozeni

e 70—-80 % lékarskych rozhodnuti zavisi na testech
* nizké naklady (3 —5 % celkovych)
* poslednich 5 let narust
* vySetrovani glukdzy
* molekularni biologie
* cile
* urceni diagndzy
» stanoveni aktivity onemocnéni a prognozy
* monitorovani odpovédi na lécbu
* screening
* vyzkum nemoci
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Rozdéleni laboratornich
* 7 Myo%%tggﬂji)nosti

e zakladni
* rychle dostupna
* specialni
* vysoce specializovana
* centralizované provadéni

Tabulka 1
Pied- a pooperaini hodnoty nédorovych markerii u karcinomu kolorekta, prsu a ovarii

Kolorektilni karcinom
Marker Privmér + SD  Medi Min.-Max.
Predoperatni hodnoty CEA (ng/ml) 21.01 + 33.04 34 0.5-1427
CA 19-9 (Wml) §7.18 + 51.28 16.5 2.9-655.0
CA 724 (Wmly 591+ 744 21 1.3-25.6
Pooperani hodnoty CEA (ng/ml) 9.19 + 3303 1.7 0.5-110.0
CA 199 (Wml) 2778+ 4584 129 2.9-240.0
CA 724 (Wml) 351+ 64l 1.6 1.1-25.6
Karcinom prsu
Marker Priimér + S Medidn __ Min.-Max.
Predoperacni hod CEA (ng/ml) 21.67+ 2975 27 0.5-500.0
CA15-3 44.68+ 134.64 3.1 1.5-1701.0
TPA (UN) 126.57+ 297.13 560 10.0-2173.0
TPS {UN) 100,42+ 244.25 290 10.0-2000.0
Pooperatni hodnoty CEA (ng/ml) 4304 7.00 1.3 0.1-132.0
CA 15-3 (L/ml) 25.88+ 41.30 18.0 6.0-706.8
TPA (UMY 65.72+ §3.70 4.0 10.0-612.0
TPS (UMY 6080+ 143.30 260 10.0-1947.0
‘Ovaridlni Karcinom
Marker Primér + SD_ Medidn _ Min -Max.
Predoperacni hodnoty CA 125 (W) 43209+ 61131 165.6 7.1-¥55.0
CA 19-9 (U/ml) 7838+ 16877 125 0-§43.3
CA 724 (Wml)y 21.67+ 2075 7.1 2.0-105.9
Pooperacnf hodnoty CA 125 (Wml) 159.07 + 790.37 352 T1.0-27129.5
CA 199 (L/ml) 2167+ 29.75 §4 7.4-240.0
CA 724 (Wmly 1057+ 29.64 3.0 1.0-87.0

* z hlediska poZadavk( na rychlost
provedeni

e rutinni
e statimova

do 60 minut od dodani vzorku
* vitalni indikace
* do 30 minut od dodani vzorku
* point-of-care testing
* vySetreni na misté
* ABR, kyslikovy metabolizmus,
diagnostické prouzky — krev a moc

lontogram séra—Ma®, K*, CI5, Cal*, Mgz", fosfaty

lontogram modi —MNa®, K¥, CI°, Calt, Mgz", fosfaty

Ukazatele acidobazické rovnovahy a laktat

Astrup — pH, p0;, pCO3, HCO™, BE

Wigetfeni modi — urea, kreatinin v séru a v modi, clearance kreatininu, bilance dusiku, kyselina modova
Wigetfenl jater — bilirubin, amoniak, ALT, AST, GGT, ALP, LD, armylasa, lipaza

WisSetfenl metabolismu — glukéza, cholesterol, triacylglyceraly

WiEetfenl nutrice — alburmin, prealbumin, transferin

Kardiomarkery — CK, CK-ME, CK-ME rmass, rmyoglobin, troponin T nebo |

harkery zanétu — CRP, prokalcitonin




Obecné charakteristiky

nsl%t@eq}goiadovaného analytu mdze byt provadéno radou metod/postup(

* rliznd vypovédni hodnota

* spolehlivost metody
* dana pfistroj. vybavenim, kalibraci, spravnym uchovavanim materidalu, kvalitou personalu
* parametry
* spravnost = odchylka vysledku od skutecné hodnoty (ndhodné a systematické vlivy)
* presnost
* tésnost shody mezi vzajemné nezavislymi vysledky analyzy
robustnost (=spolehlivost pfi béZném pouzivani)
* mira kapacity analytického postupu zlstat netecny vici malym zménam parametri metod
selektivita — schopnost rozliSovat mezi stanovovanou latkou a ostatnimi slozkami
citlivost — nejmensi zjistitelny rozdil
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Validita

. pFe‘b@@tﬁﬂn pro validitu testu je analytickd spolehlivost

* hranice, od které mizeme povazovat zménu koncentrace
analytu za pozitivni ndlez
* u Vvétsiny analytl prekryv mezi zdravymi a nemocnymi
* skupina zdravych s pozitivnhim testem (falesné pozitivni)
* skupina nemocnych s pozitivnim testem (spravné pozitivni)

¢ param et ry
* senzitivita (Se) — pozitivni test = pozitivni diagndza
* Se = spravné pozitivni/(spravné pozitivni+falesné negativni)
* vysoce senzitivni metody jsou dobré pro zachyt, idealné u zavaznych
|é¢itelnych chorob, kde by nemél selhat screening
* specificita (Sp) — negativni test = negativni diagndza
* Sp = spravné negativni/(spravné negativni+falesné pozitivni)
* idealné 1, v praxi >0.95 velmi dobré, >0.7 jesté pouzitelné
* vysoce spec. metody s nizkou faleSnou poz. — konecnd diagndza
u zdvaznych chorob (falesna pozitivita = trauma)
« efektivita (Ef) = podil spravné uréenych ke viem vysetfenym
* Ef =spravné pozitivni+spravné negativni/vsichni
* zjednodusené vyjadreni

Priklad:

Mdme skupinu 10 muzd, z nichz je 8 zdravych a 2 maji nddor prostaty.
U vSech jsou zméreny hladiny PSA a na zékladé test(

je poslano 6 zdravych muzi doma (SN), 2 zdravi muzi (2FP) a

2 muZi s nddorem (SP) na biopsii.

Specificita testu: 6SN/(6SN+2FP) = 75% specificita
Senzitivita testu: 2SP/(2SP+0FN) = 100% senzitivita
Vysledek je Ze diky PSA stanoveni jsme zachytili vSechny pacienty

s nddorem prostaty (100% senzitivita), ale bohuzel
jsme poslali zbyte¢né dva zdravé muze na biopsii (75% specificita).
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. se zajima pouze o nemocné pacienty. Dejme tomu, Ze test ma * Specificita se naopak zajiméa o pacienty, ktef{ vyfetfovanou nemoc! netrpl.

100%, (coZ se nikdy ve skute¢nosti nestane). Mame 10 pacientf, Dejme tomu, Ze test ma tentokrat 100% specificitu. Mame 10 pacientf, které
které pomoci testu vysetiime. Nemoc méaji doopravdy jen 2 z nich. Pomost testlysetiime, wnioha nempeaal doppravdy jen 2 iz,
00 0 40 0 0 4 0 A ﬂwWﬂwW®®Wi
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. . » Pokud ma test 100% specificitu, znamena to test nebude pozitivni ani u
* Pokud ma test 100% senzitivitu, znamena to Ze odhall vSechny {2) nemocné. K

jednohe z 8§ zdravych lidi. VSichni zdravi budou mit test negativni. Problem je,
tomu ale ,omylem” pribere { nekolik zdravych lidi.

ok senvdtivita, ek specificin

« Tilidé, kterl maji test negativni, maji jistotu, Ze jsou zdravi.

Ze negativni test budou mit i nékter! nemocni lidé a to my nechceme. Zde je
ita 50%.

Testy s vysokou senzitivitou se hodi u screeningovych vysetreni, kdy kupfikladu
vySetfite celé mésto na fenylketonurii a ziskate 40 lid{, ktef! maji test pozitivnl.
Diky 100% senzitivité mate jistotu, Ze jste objevili viechny nemocné s
fenylketonurii v celéem meésté. Nyni na onéch 40 ,pozitivnich® lidi miiZete nasadit
testy, které jsou specificke. Pro¢? Protoze {priklad) 37 z nich mtize byt ve
skuteénosti zdravych!
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Referenéni interval i

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

referencni skupiny osob s | s | s | s
. v s . S—— <y
* co je referencni skupina? -, 2 4

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

95 % vysledkd

e stanoveni
* historicky: x+ 2 SD
* tj. 95% normalné rozloZzenych hodnot
* vlivy, které mohou ovlivhovat distribuci
* veék, pohlavi, rasa, dieta, ...

* hodnoty mimo referencni interval

-4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4

* statistickd/metodologicka variabilita standard deviations from mean
. . / . op. 0.4

* biologicka variabilita

* 5% zdravé populace mimo 0.3
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[} Post-postanalytical

Prubeh laboratorniho vysetre &% ‘\
* preanalyticka cast 3’9&2 o

. v vz v v 7’ v Postanaiyllcal I hase
* mimo laborator (priprava vysetfovaného, odbér, phase '*“‘ E:\ il
uchovani a transport biologického materialu) i v laboratofri

* méné kontrolovatelna nez analyticka ¢ast L
5

* az 60% chyb G
v Qs
* analyticka ¢ast Y

= ) .. =3 ;.4'
» dodrzovanispravné laboratorni praxe w

* interni a externi kontrola kvality — eliminace chyb

Errors within the total testing process

e postanalyticka cast

=, e = =,

) , o ( : f . ™ o JB
* interpretace vysledk e e g
ie mple collection P i
s S ! N * Incorrect analysis ordered Sample st *Test rasull lost
“Orderer of the test not marked  -Samphe mix up sTurnaround fime

[ X
a sIncarract test raquest ‘Equipment failure *Transcription error
o *Test request lost +Analytical error *incorract interpredation
-Patient identification error
«Patieni preparation ermor

-Identification -Type of sample -Storage

-Age -Type of tube additive -Timing *Mislaballing of the test tuba
-Sex -Hemolysis -Transportation -3ample collection ermor
-Dietetary Intake -Contamination -Preparation sincorrect handling of samples
-Treatment -Centrifugation ~Transport arror

-Physiological changes -Stability

-Temperature




Preanalyticke vlivy na vysledek vysetreni

e osoba pacienta

 faktory neovlivnitelné

[ =

patient -'s!u participant

* pohlavi, rasa, vék, cyklické zmény

o i
" \ 4 .
* gravidita, soucasné probihajici jina nemoc e 8
.. , = G
* faktory ovlivnitelné a 2
* fyzickd aktivita, stres, koufeni = ]
* vlivalkoholu, potravy a tekutin .
* léky, operace -
o
e odbér vzorku -
* transport vzorku v
Q.
* uchovanivzorku

sample processing pﬁasm-a,- |l_rine,
(centrifugation, efc.)

prvotni zpracovani a priprava vzorku k
analyze

hemolyza
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Neovlivnitelnée faktory

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

FaSa
e granulocyty
* enzymy
* genova frekvence
* dédicné poruchy metabolizmu

v

vek
» vdétstvi je referencni rozmezi Castéji nizsi
e vySSi v détstvi
* ALP, fosfor, lymfocyty
sezonni vlivy
* bilirubin, TAG, cholesterol

* cyklické zmény
* diurnalni rytmus kortizolu
* Zelezo, mocovina

* gravidita
* bilkovinyi jiné latky produkované
trofoblastem nebo organy plodu
* a-fetoprotein, placentarni ALP

* ALP, amylaza, kortizol, cholesterol
* soucasné probihajici jina nemoc

* biol. poloCas stanovované latky

* faleSné negativni vysledek pfri nevhodné
volbé testu
* infarkt myokardu
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Ovlivnitelné
fakiory

* korelace cholesterolu, TAG, kortizolu, kys.

mocové s obezitou

* stravovaci navyky

» vysokoproteinova dieta

* narUst mocoviny, kys.mocové, cholesterolu,
fosfatd, kreatinu

* koureni

* zvysuje cholesterol, TAG, kortizol, snizuje
vitaminy B, aC

e alkohol

* chronicky abuzus

* zvySeni ALT, AST, kortizolu
* mirné davky

* prechodné zvyseni HDL

styl Zivota

|éky a drogy

* vliv na biologické procesy (indukce
enzymU, cytotoxicita), interference

fyzicka zatéz
* zavisi na délce a intenzité (CK, myoglobin)
zevni prostredi
* nadmorska vyska, teplota, cestovani pres
casova pasma
mechanické vlivy

* svalové trauma — zvysSeni ALT, AST, CK,
myoglobin
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Faktory ovlivaujici preanalytickou fazi

e odbér materidlu

* oznaceni vzorku, odbérovy material,
technika odbéru

Patient Sample collection Processing

* transport materialu

* skladovani materialu ’i’i‘ﬁ‘ Jﬂ[ {?

-ldentification Type of sample -Storage
-Age Type of tube additive -Timing
-Sex -Hemolysis -Transportation
- -Dietetary Intake -Contamination -Preparation
-Treatment -Centrifugation
PRE-PRE-ANALYTICAL  PRE-ANALYTICAL Physiclogical changes -Stability
-Temperature

ERRORS ERRORS

® Inappropriate test request

® Order entry mistakes

® Patient/sample misidentification

® Sample collection (hemolysis,
clotting, insufficient volume, etc)

® Sample collection from infusion
route

® Inappropriate container

® Sample handling, storage and
transportation problems
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Priklady zkreslenych vysledku

analyt vysledek | pric¢ina

glukoza ™ pacient neni nalacno

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

celkovy vapnik | J 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, ...
* 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

e tkanové/bunécné
* molekularni
* proteiny
* kvantitativnizména exprese

* RNA

* kvantitativni zména transkripce (genové
exprese)

* DNA

 kvalitativni prikaz poruchy - napr.
mutace/polymorfizmy

* velké — cytogenetika
malé - PCR

* kultivace bunék in vitro
* mikrobiologické
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Nukleové kyseliny

The mitochondrial genome
is & circular DNA molecule
that contains approximately
16500 bases and has 37
genes. There are many
copies of mitochondrial
penomes within each
mitochondria.

Chromosome

A chromotome 14 @
single plece of colled
DNA. Humans have 23
! peoirs of chromosomes
Asingle strand of nuclear  jocated in the nucleus
ONA contalns many genes  pyciear DNA containg
- . 3 billion
bases and has in excess

of 20,000 genes.

Mitochondrial DNA
forms a circular DNA
maolecule

Hostitelské NK/Infekéni ¢astice

INTRACELULARNI
» DNA - jadro, mitochondrie, ,exclusome*
+« RNA- mRNA a ncRNA (miRNA, siRNA)

chloveplask
PLLN

pahes
by

mikocihandicial
D,

<

Cell biologists identify new organelle present
in mammalian cells made of rings of DNA

Researchers at ETH Zurich recently identified a previously unknown compartment in
mammalian cells. They have named it the exclusome. It is made up of DNA rings
known as plasmids. The researchers have published details of their discovery in the
journal Molecuiar Biology of the Celi.
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Nukleoveée kysellny

Hostitelské NK/Infekéni ¢astice/Mikrobiom

The human body is host to trillions of:

BACTERIA VIRUSES FUNGI

This vast community is known as the

M

CROBIOTA

EXTRACELU LARNI
cirkulujici cell-free DNA
* ncRNA

» extracelularni vezikuly
— exozomy, mikrovezikuly, apopticka téliska
— nesou gDNA, mtDNA, RNA, proteiny, lipidy

Cancer diagnosis and early
screening
Predicting treatment response
Monitoring disease progression
‘ Cancer prognostic biomarker

1

}-—r
%‘

’“é”

B Sosome 00 )y SPS gy -=SECCCSSSCEEEEES
xosome \:{ § e
eTe %

g3 MRNA & 3

‘R‘% cfDNA -

Liquid biopsy




Enzymy
* biokatalyzatory
* snizuji aktivaCni energii
* neovliviuji rovnhovazny stav reakce
* bilkovina (ribozym - rRNA)
* holoenzym = apoenzym + kofaktor

 kofaktor
* prostheticka skupina
e koenzym

Polypeptide chai
active site residues

e aktivni misto

FOLIMNG

Pocket formed by
active site residues
Substrate "’*

~~ prechodny stav

aktivaéni energie

How Enzymes Work

Enzyme

Enzyme

3

t\ Active
sife
‘ Enzyme substrate

complex
Substrate

Enzyme

Enzyme

W

—

Product

E} the balance

sedm skupin: oxidoreduktazy, transferazy, hydrolazy, lyazy, izomerazy, ligazy a translokazy (od roku 2018) - spoleC¢nou katalytickou funkci
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Formy vyskytu enzymu

* proenzymy (zymogeny)
* izoenzymy
* primarni
e sekundarni
e organove, tkanove Ci subcelularné specifickeé
* priklady
* laktatdehydrogenaza, kreatinkinaza, ALP

= stfevni ALP

o LD (HHHH] - srdeéni sval, Cerveng krvinky s Wik - gval o
MB - srdce s placentarni ALP
e LD2 (HHHM)- monocyto-makrofagoyy system - -
IZ : . " e = tkafiova ALP
o LD3 (HHMM) - plice + BB - mozek

s jaterni ALP
o kostni ALP
s |ledvinna ALP

o | D (HMME - ledviny, pankreas, placenta
o [ D8 (MMM - jatra
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Detekce

1ZQognZzymu

» elektroforéza
* chromatografie

* imunochemicky

e chemicky

» stanoveni reakcni rychlosti za rGznych
podminek — pH, t, c substratu

2 <&
A ’ 0(,. ‘_\\9 ?-o&é:; hi\’Q,.":i
A KS

PKCgIl — =

PKC
B

&2 -@G )
00\& d{.\“fbo(}'\&

‘x\o ‘?-@00

PKCe —» e

PKC5 — s

PKC{ — -

LiQetal. J. Biol. Chem. 1999;274:3764-3771
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Lokalizace a vlastnosti enzymu

extracelularni

intracelularni
* membranove vazané
* cytosolické
e organelové

ucinnost

specifita — reakcni a substratova
pracuji za mirnych podminek
snadno regulovatelné

slozita struktura

rychlé opotrebovani

HO H

I
C—CHz7C —COOH
(/ -
O

NH,

ASPARTIC ACID

} o
> — Il

‘ C
M /N
HOOC H

FUMARIC ACID

+ NH,,
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Plazmaticke enzymy
Faktory ovlivaujici koncentraci enzymu v plazmé

* aktivita enzymu v bunce

- v * enzymovy ,vzorec“ organu
* lokalizace enzymu v bunce ymovy 8

zavisi na
» specifické aktivité enzymu
* zastoupeniizoenzymd

e propustnost cytoplazmatické
membrany

* mira poskozeni bunék zména v prib&hu ontogeneze

uvolnéni enzymu — indikator
poskozeni

* celkova masa postizenych bunéek
* rychlost eliminace enzymu
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Laboratorni diagnostika nekrozy myokardu

* Cim je molekula mensi, tim rychleji * klasicky
uvolriovana (clearance) « myoglobin
* proteiny vdzané na membranu jsou * kreatinkinaza (CK)

uvolnovany > nez cytosolické > vazané .
na kontraktilni aparat .

* specificita pro myokard = troponiny )
100%

isoenzym CK-MB

troponinyla T (Tnla TnT)
aspartataminotransferaza (AST)
laktatdehydrogendza (LDH)

* NoveEji

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

* ve zkouseni

karboanhydraza llI
lehké retézce myosinu (MLC)
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Dynamika srdecCnich
markeru

V prvnich hodinach

m— Myoglobin
= Total CK
-- CK-MB
LDH

«=== Troponin |

x Upper limit of normal

I
100 12 140 160

Hours from onset of infarction

V horizontu dni

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

100 x

ULRR —fogi0bin
8 — NS
= —TrOEONN |
'E — Troponin T
= e 3
5 Lo
T %
= FX -
£ um
= :
=
o
=2
B
o
o

i
0 M : :
0 1 2 3 5 & 7 14

4
Time (days)
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Srdecni strukturalni a funkcni proteiny — casna

dia

gnostika IM

intracelularni protein srdecnich i kosternich svalovych bunék ucastnici se

aerobniho metabolismu

pfi poskozeni bunék se vyplavuje velmi rychle do krevniho obéhu (za 0.5

az 2 h)

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 svald je markerem

nespecifickym
* myopatie, Urazy, renalni selhani

* troponiny

troponinovy komplex — soucast strukturalnich protein(, které se podili na

kontrakci pricné pruhovanych sval(
* heterotrimer sloZzeny z troponint I, 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

e Vi A 4 o ™% 3
' W T, ) 3 N
i { ] Vet

S A . S

(a) Myosin binding sites blocked; muscle cannot contract

Ca?*

Myosin
binding site

8 X

(b) Myosin binding sites exposed; muscle can contract

Ca?*
Ca?* =y o
- — < v v N p—<i 'd "
AaLe \o - § e 0 -
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Troponin

yvVhody stanoveni Tnl
* absolutni kardiospecifita
* dlouha doba vylucovani —sledovani pribéhu
* citlivost — detekce mensich poskozeni
* neni ovlivnén chronickou renalni insuficienci

* 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 -20h 9-30 h
pretrvava zvysena 18 —30h 5-7dnU 48-72 h
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Srdecni
enz

ym
kreatinikinaz3 (CK)

cytoplazma a mitochondrie

katalyzuje reverzibilni pfenos fosfatu z ATP na
kreatin

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

* CK-BB - hladky sval, mozek, prostata
* CK-MB — myokard (kosterni sval)

* 40% CK v myokardu
* CK-MM - kosterni sval, myokard

CK-MB — diagnéza akutniho infarktu
myokardu a monitorovani reperfuze v
pribéhu trombolytické |é¢by AMI

o AST
e aktivita i koncentrace

* LDH
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Dynamika kardiomarkeru

hod

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
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JATERNI MARKERY
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Laboratorni diagnostika v hepatoloqii

* jaterni poskozeni je v praxi Casté

* vyznamny vyvoj v poslednich letech
» pokles akutnich poskozeni (HAV, HBV)
* narust chronickych (HCV)
e 170 mil. osob (3% svétové populace)

* cirh6za —vzestup mortality
* narlst HCC (5. nejcastéjsi malignita celosvétové)

* hepatologie
* velky vyznam laboratornich vysetreni (predevsim biochemické a sérologické)
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Biochemicka vysetreni jater

* rozdélenitestu

statické — hodnoceni okamzité metabolické situace

* ALT, AST, GMT, ALP, proteiny, lipidy, bilirubin, Zlucové kyseliny
dynamické — uréeni funkéni jaterni rezervy

* bromsulfoftalein, galaktdza, lidokain, antipyrin

* jaternivysSetreni obecné

Casto nespecifické

neni zadny jednoduchy test, vidy kombinace nékolika

v pocatecni fazi onemocnéni — dlouhodobé falesné negativni vysledky

racionalni postup a volba vysSetreni

standardizace metod v laboratofich neni optimalni, postupy se liSi i méni
opakované vySetreni v ¢asovém horizontu je pfinosnéjsi nez jednorazové (progndza)
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Deleni biochemickych vysetreni jater

e ukazatelé poskozeni hepatocyt(
* ALT, AST, LDH

» ukazatelé obstrukce zlucovych cest
* ALP, GMT

» ukazatelé syntetické funkce jater
e albumin, CHE, LCAT, PT

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

Alaninaminotransferaza (ALT)
L-alanin+2-oxoglutarat -
pyruvat+L-glutamat
reverzibilni reakce

* syntéza, odbouravanii pfemeéna
aminokyselin

cytoplazmaticky enzym

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

Aspartataminotransferaza (AST)

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

reverzibilni reakce

* syntéza, odbouravanii pfeména
aminokyselin

cytoplazmaticky a mitochondrialni
izoenzym

jatra, myokard, kosterni sval, ledviny a
pankreas

Uvolnéni cytoplazmatického
izoenzymu pri naruseni permeability
membrany, uvolnéni
mitochondrialniho izoenzymu pfi
nekrdozu
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Interpretace

ALygEAAlgv-’t-y ALT i AST u mnoha jaternich chorob

* extrémné 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 léze
De Ritistv index = AST/ALT
* méné nez0,7...dobra progndza
* 1 avice...Spatna progndéza (nekréza)
za normalniho stavu i u veétsiny jaternich chorob ALT > AST
vyjimky - AST/ALT >2

* alkoholické poskozeni
e postnekrotické cirhdzy

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

ukat. =" ikterus

12 -

1 L L 1 1

0 1 2 K 4
‘(Pribén aktivit AST a ALT pii virové hepatitida )

7

tydny

2,5

1

AST

1 R 3 4 5 6 7 8 dny
{Prab#h aktivit AST a ALT pii infarktu myokardu )
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Laktatdehydrogenaza (LDH)

* pfriciny zvySeni aktivity v séru

* tetramer
h * hemolyza (i arteficidlni)
- M{(gen LDHA, ch.11) * stoupaizoenzym H4
- H(gen LDHB, ch.12) * infarkt myokardu
° LDH]_ (H H HH) * stoupdizoenzym H4

* onemocnénijaterniho parenchymu

* srdce, erytrocyty * stoupdizoenzym M4

LDH, (HHHM) * onemocnéni svald
* zvyseni neni tak vyrazné
* dalSi choroby

* retikuloendotelidlni systém

* LDH,4 (H HM I\/I) * pernicidzni anémie, tumory, leukémie, embolizace do plicnice
* plice
* LDH1alLDH 2 - pfeména laktatu na pyruvat ve tkdnich s aer. metabolizmem
e LDH, (HMMM)
4 ) * LDH 4 aLDH 5 - pyruvat na laktat ve tkdnich s anaer. glykolyzou
* ledviny

onemocnéni kosternich svall

° |_DH5 (MMMM) hemolytickych anemii

H -
non-hodgkinskych lymfom( R o I
* kosternisval, jatra a dalich hematologickych chorob oo D an it
u testikularnich germinalnich tumord >—<

NADH + H" NAD"




Markery obstrukce zluCovych cest

* alkalicka fosfataza (ALP)

* membranovy enzym
* hydrolyzu fosfatovych estert pfi alkalickém pH
* tetramer, do cirkulace je z membran
uvolnovany jako dimer
* Siroce rozsirena
* jatra, stfevo a kost (rlzné izoenzymy)

* posouzeni kostnich a hepatobiliarnich
onemocnéni

* znacna C¢ast jaterni ALP v membranach bunék
vystelky Zzlu€ovych cest — pfi cholestaze
naruseni membran mechanicky a ucinkem
zluCovych kyselin

* kromé cholestdzy zvysend i u dalSich stavl
(tumory jater, cirh6za)

y-glutamyltransferaza (GMT)

membranovy enzym
 jatra, ledvina, pankreas, stfevo a prostata

katalyzuje prenos Yy -glutamylu z glutathionu
na aminokyselinu a umoznuje tak transport
aminokyseliny pres bunéénou membranu.

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

posouzeni hepatobiliarnich onemocnéni
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Markery synteticke funkce jater

* albumin * cholinesteraza
* tvoren v jatrech, urCeni hladinyv ¢ sekrecni enzym produkovany
Séru jaternimi bunkami do krve

* dlouhy polocas — neklesa u * v plazme katalyzuje hydrolytické

akutnich poruch stepeni esterucholinua
+ vylougeni jiné piiciny poklesu nekt,erych d?f||SICh SLfbstratu, |
(malabsorpce, snizeny pfivod * syntéza cholinesterazyastimi

bilkovin, onemocneni ledvin) — jeji aktivita v plazme klesa
jde o jaterni poskozeni v pfipade poskozeni jaterniho

o WV, 4 eniSani L parenchymu nebo pri )
\éiyrrhaézzne snizeni u alkoholickych nedostatku proteinu v dieté

* nevratne je enzym inhibovan
organofosfaty
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Markery synteticke funkce jater

* hemokoagulacni faktory
* tvoreny v jatrech, kratky polocas — jejich zmény 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 vstfebavani tukl a v nich rozpustnych vitamin(

= =
m e

O =




e s i oy
**’*i* *1 Ih

= =
m e

O =




Point of care testing (POCT)

zajistuje testovani v misté péce o pacienta
rychla stanoveni

- u ldzka pacienta (centralni prijem, jednotky intenzivni péce)

- v ordinacich praktickych Iékarl a specialistU

- sebetestovani chronicky nemocnych doma (Near patient testing)
diagnostické pristroje s jednoduchym ovladanim

* POCT analyzatory (miniaturizace v klinické diagnostice)
- zafizeni do ruky, stolni analyzatory Ci zafizeni na jedno pouziti
- konstruovany pro obsluhu pracovniky bez specializovaného laboratorniho vzdélani
- jednoduchy zpUsob obsluhy
- vysoce rozvinuty systém autodiagnostiky
- minimalnim pozadavky pro kalibraci, kontrolu a udrzbu
* jednorazové (kvantitativni/kvalitativni) nebo k opakovanému méreni
* plnd vendzni heparinizované krev nebo moc
* nejcastéjsi testy: parametry acidobazické rovnovahy, glukézu a ionty (Na+, K+ a Cl-), kardidlni
markery (troponin T, myoglobin, NT-proBNP), drogy atd.
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Vyhody POCT

e optimalizace uvodniho vysetfeni pacienta
a cilené odebrani anamnézy
* rychla analyza z plné nebo kapilarni krve (maly objem vzorku)
e ziskani vysledku v dobég, kdy se |ékar plné vénuje pacientovi
» zkraceni analytického ¢asu odezvy (kratka doba cekani pacienta)

e cilend zména péce v pripadé casného ziskani vysledku (rychlost muze zachranit Zivot)

 moznost zlepSeni kvality Zivota pacienta

* mala velikost, snadny transport, snadna instalace, snadna obsluha, minimalni udrzba

* moznost vyuziti v terénu a v zemich tretiho svéta

Nevyhody POCT

* omezené spektrum provadénych test(
e vetsSinou nelze vybrat jednotlive testy, ale je tfeba provadét cely panel vysetreni
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diagnostické pouzky pro jeden nebo vice analytu 2L
( glukdza, chemické vysetreni moce)
imunoanalytické kazety - kvalitativni ¢i kvantitativni . LEE
(drogy, kardiomarkery, okultni krvaceni) — 20

- kazety obsahuji biosenzory

- detekce zaloZzena na méreni reflektance, fluorescence ¢i optického signalu
POCT pfistroje: stolni/do dlané - k opakovanému méreni

- na jednotkach intenzivni péce, urgentnim prijmu, operacnich salect

- vyuZivaji senzory nebo diagnostické prouzky

- nejcastéji méri glukozu, laktat, ureu, krevni plyny

- senzory byvaji umistény spolecné s kalibratory

a reagenciemi do jedné kazety

glukometr Accu-Chek Active (doba méreni cca 5 s)

ABR analyzatory (vyuziti senzort, analyza derivatd hemoglobinu

zalozena na spektrofotometrii s mérenim multi vinové délky (60 a vice)

Analyzator AQT 90 Flex, Radiometer - stanoveni kardialnich markert v€. NT-proBNP,
stanoveni BhCG, CRP a D-dimeru — sendviCova imunoalanlyza (20min)

Koagulometr — CoaguCheck, Roche (domaci test pfi leéCbe Warfarinem)

Accutrend Plus — stanoveni cholesterolu, TG, glukdzy, laktatu

Cholesterolmeter Easy touch - stanoveni glukézy, kys.mocCové a cholesterolu

S = 7 — P DU
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Nové markery

Phase I:
Identifying
Candidates

Internal proteomics
programs
or
External R& D
co-operations
or
Licensing-in
markers
or
Use of markers in
public domain

Marker
Candidate

Phase II: Phase lll:
Prototype Product
Development Development
Collect highly defined Switch to
sample panels monoclonal
and antibodies
Antibody development
and pre-validation of Automated assay
antibodies formats
and
Prototype assays Production
(clinical sensitivity
and specificity) B-Site testing
and

Assay validation
incl. a-site testing

Registration

Validated
Marker

Commercial
Product
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Molekularni ana Iyza sl NIVEIEL, o ol “rs smernsaes oo
— Slina jako diagnostické medium I%:Z&%J [ & J [;J.\ \1 { i } { » }{@E}

— bohaty rezervoar peptidd, proteint a NK | [ T

— slozky slin se prokazatelné méni v reakci na urcita
onemocneni a stavy q SALIVA

A complex mixture of DNAs,
RNAs and proteins originated
from several sources

— vice nez 100 molekul detekovanych ve vzorcich slin je
hodnoceno jako potencialni diagnostické nebo prognostickée
biomarkery pro rizna onemocnéni (napf. zubni kaz,
parodontitida, rakovina, cukrovka)

Genomics

— Salivaomika , -
Other omics Epigenomics
—> pojem zaveden 2008
-> spojuje znalosti o riznych ,omickych* slozkach sliny
Lipidomics Salivaomics Transcriptomics

(proteom, transktiptom, metabolom, mikrobiom, ...)

- vyuzivd high-throughput technologie (genomika,
transkriptomika, proteomika, metabolomika, lipidomika a - .
mlkrOblomlka’ N ) Microbiomics Proteomics

Metabolomics

- analyza sliny - identifikace biomarkeru

https://doi.org/10.1371/journal.ppat. 1(




Table 1. Description of Human Saliva Collection Methods.

Molekularni

Fluid Method of Collection and Type of Collection Device

ry |
Patients should refrain from eating, drinking, and oral hygiene procedures for at least 1 h before saliva collection. (Optimum collection time is 810
Whole Saliva (WS) am ). Before collection perform a 1 min oral rinse with distilled water and then after 5 min collect ~5 mL of saliva. Collected sample must be

processed in the laboratory within 1 h

Unstimulated Whaole Saliva Passive drooling: In this method restrict oral movement and drain saliva from the lower lip into a plastic vial

(USWS) Spitting method: Instruct subject to spit into a collection vial. In this method 14 times more bacterial contamination is introduced into the sample.

Stimulated Whole Saliva For the stimulation of glands, chewing different things like natural gum, a piece of paraffin wax. citric acids, and powdered drink crystals have been
(SWS) used

Method introduced by Carlson and Crittenden (1910). In this method a double chambered metallic cup with two outlet tubes is used. One end

[ ] [ ] [ ] [ ] r
— S I I n a a ko d I a n OStI Cke Parotid Gland holds the cup in place using vacuum suction. The second half acts as a collection vehicle for saliva. Specimen collection can be enhanced by
J g smearing citric acid (10%; 1 mL) on the dorsum of tongue every 30 s. Discard the first 1.5 mL of saliva prior to sample collection.

Submandibular/Sublingual Truelove, Bixler, and Merrit (1967) used a "V'-shaped collector. This method is similar to that for parotid gland collection, but in this case the initial

L]
m ed I u m Gland 2 mL Is discarded

Minor Glands Kutscher ef al. (1967) used capillary tubes for collecting saliva from minor glands located at the everted surface of the lower lips.

https://doi.org/10.3390/ijms17060846

Vyhody:

— odbér neinvazivni, snadny, bezbolestny, opakovatelny (trvala dostupnost materialu), i nevyskoleny
personal, Ize u vSech vékovych kategorii

— vzorek o velkém objemu, stabilni v Case, zpracovani rychlé, levné

— potencial nahradit krev pfi screeningu, diagnostice a prognéze onemocnéni
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Molekularni analyza sliny

— Slina jako diagnostické medium

Limitace:

- otazka validace biomarkerl pro klinické

aplikace

- verifikace = stanoveni biomarkeru rlznymi
technikami, dosazeni podobnych vysledkd

- validace = preklinicka = definitivni akademicka

(prospektivni odbér vzorkd, retrospektivni evaluace)
- multicentrické studie
— korelace hladin biomarkert sérum/slina
11} koncentrace analytl v porovnani se sérem > 1 objem vzorku slin, detek&ni limit metody, deplece abundantnich
proteint (PRPs, a-amylaza, albumin, muciny and sekre¢ni IgA mohou tvofit az 80 %), osmolalita

— vysoka variabilita = horsi reprodukovatelnost vysledkd
- technicka (odbér, zpracovani, pouzita metoda)
inter- (vé€k, pohlavi, fyziologicky stav) a intraindividualni (cirkadianni, cirkanuaini)
biologicka (vliv stavu dutiny ustni, cirkadianni rytmus, systémova onemocnéni (Sjogrenliv syndrom), IéCiva,
chemo/radioterapie) = objem a slozeni slin
rychlost a stimulace toku slin = koncentrace slinnych biomarkeru
proteolytické enzymy (mikrobiom/hostitel) - stabilita ur€itych biomarkeru

— otazka standardizace
- vztazeni proteinovych markeru k celkovému proteinu sliny (stejna osoba jako vzorek i kontrola)
-> standardizace pouzivanych metod, validace protokoll

—> zohlednéni vSech proménnych (variabilita slozeni, misto odbéru, rychlost toku, objem vzorku, stimulace,
kontaminace krvi, odbérové soupravy, integrita analytu)
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https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1008058
https://doi.org/10.1007/978-3-030-37681-9
https://www.aacc.org/cln/articles/2013/january/saliva




Table describing examples of commonly analyzed biomarkers in whole mouth saliva; CRP
— C-reactive protein; HPLC - high performance liquid chromatography; IC — ion
chromatography; LC-MS - liquid chromatography mass spectrometry; MALDI-TOF MS -
matrix assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry; RT-LAMP —
reverse transcriptase loop-mediated isothermal amplification;, AOPP - Advanced
Oxidation Protein Products; TBARS — Thiobarbituric Acid Reactive Substances; TAC —

Molekularni analyza sliny

Total Antioxidant Capacity; FRAS — Free Radical Analytical Systém.

[ ] [ ] [ ] [ ] Y 4 ]
—_ Sllna Jako dlagnOStICke l I IedIU| I I Group of molecules Biomarkers Method
Interleukins Multiolex arra
Cytokines Tumor-necrotising factor . P y o
: Luminex fluoresce technique
Interferons, Chemokines
Acute phase proteins CRP ELISA
Z H H H H H 5 Myeloperoxidase
T9kuta bIOpS e (I |q u |d bIOpsy) Inflammatory proteins Neutrophil elastase ELISA
R Anti-HIV, Anti-RO RT-LAMP
— U nadorovych onemocneéni il =
Testosterone
: ELISA
Hormones Estradiol
) HPLC
., v s b o . .. Cortisol
— nahrazuji tradicni tkanovou biopsii _— Amylase ELISA
2! Lysozyme MALDI-TOF MS
Proteins-polypeptides Immunoglobulin A MALDI-TOF MS
o Lactoferrin ELISA
— testy detekuji: e
methylation U —
. ., , , . Nucleic acids DNA mutations Sequenciné
cirkulujici nadorove bunky microbiome
Vitamins 25(0CH)D(3) LP-MC
exomy vitamins A, C, E ELISA
z z : lons Na*, K+, Mg+, Cl-, Ca2+, NH_* IC
nadorovou DNA, nadorovou RNA a proteiny 9 : e
141 7 T Faci&ts H H 4 P Oxidative stress i S ectroflﬁteafoﬁ[;trci)cor;lethods
(Sifieni do krevniho fecCisté nebo slin z primarni léze) TBARS P SIEA
TAC Spectrophoto-
Antioxidant status FRAS Spectrofluorometric methods
ELISA

Jansakova et at.,
Klin. Biochem. Metab., 26 (47), 2018, No. 1, p. 21-26

https://doi.org/10.1007/978-3-030-37681-9
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SALIVA
SAMPLING

Molekularni analyza -
— Srlﬁyéko diagnostické medium

Omiky* I . va I
o E)(= .
— DNA (genomika a epigenomika - rakovina) = M L e

— RNA (transkriptomika - biomarkery pro chronickou parodontitidu, TN T T N T
Sjogrenuv syndrom, rakovinu plic, vaje€niku, prsu a slinivky) Ftps://do org/10.3300/bios1 1100356

— proteiny (proteomika - Sjogrentv syndrom, Downuv syndrom, schizofrenie)

Collect Sample Perform test Compile Analyze
sample processing test results  test results

— metabolity (metabolomika — rakovina Ustni dutiny, hepatocelularni
a kolorektalni karcinomy, parodontitida, chronické onemocnéni ledvin)
— lipidy a mikrobiom (lipidomika, mikrobiomika)...

1 Patient
| admitted/
1discharged

1

CONVENTIONAL TESTING PROCEDURE

L Time saved by POCT

POCT

Patient
arrival

— soubézna analyza stovek analytl - pfesna detekce malych zmén L\
() ()

— vysoka citlivost, kvantitativni vysledky [] | ! ﬂ‘
, . ° , v , i Load Analyze i
— analyza souboru biomarkeru pro dané onemocnéni e el ' o
collection discharged
— zatim zadna v klinické aplikaci 2 snahy o ,point-of-care” testovani M ED

https://doi.org/10.1007/978-3-030-37681-9




Molekularni analyza sliny

— Slina jako diagnostické medium — zubni kaz

— zadny diagnosticky test
— testy nachylnosti k zubnimu kazu - mikrobiologicka laborator

> stanoveni pfitomnosti kariogenni mikroflory
> kvantitativni ur€eni pfitomnosti fermentujicich mikroorganismu ve sliné
> stanoveni pufrovaci kapacity slin a rychlosti sekrece slin

> kvantifikace kolonii plisné Candida albicans

— shahy o vztazeni prevalence zubniho kazu k fenotypu ur€eném ze sliny = rozporuplné vysledk
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Molekularni analyza
a42lipa jako diagnostické medium
S| ﬁwP—biomarkery onemocneni

— autoimunitni onemocnéni
Sjégrenuv syndrom — a-amylaza, karbonicka anhydraza VI,
laktoferin, 2-mikroglobulin

— neurodegenerativhi onemocnéni
Alzheimerova choroba — celkovy tau protein, fosforylovany tau
protein, amyloid- a alfa-synuklein

— genetické onemocnéni
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- Saliva
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cysticka fibréza — Ca, PO4 , Na, K, Cl, | objem slin, mo&ovina, kyselina mogova, prostaglandln E,

— rakovina
spinocelularni karcinom —

Disease

Periodontitis
Caries
Brain cancer
Oral cancer
Oesophageal cancer
Lung cancer
Breast cancer
Pancreatic cancer
Gastric cancer
Ovarian cancer
Alzheimer's disease
Chronic migraine
Cardiovascular diseases
Leukaemia
AIDS
Hepatitis
Diabetes mellitus

https://doi.org/10.1016/j.medntd.2022.100115

IL-8, IL-6, IL-18, IL-4, IL-1, VEGF, HERZ2, tissue polypeptide antigen (TPA) and EGFR, LDH,

N-a-acetyltransferase 10 protein (Naa10p), carcinoembryonic antigen (CEA) protein, serum basic fibroblast growth

factor (bFGF), transferin, cyklin D, Maspin, specifické mRNA

r. prsu - HER2/neu (C-erbB-2), VEGF, EGF, specifické mRNA, autoprotilatky proti HER2 a MUC-1
r. slinivky — transkriptomické markery mRNA (KRAS, MBD3L2, ACRV1a DPM1), specifické miRNA, laktoperoxidaza,

Cyklofilin B, Cytokeratiny (14, 16 a 17)
— alergie
potravinova alergie - IgE a IgG;

doi:10.7759/cureus.7708




Molekularni analyza

Sﬁ)ﬁ arkery onemocneni

— kafdiovaskularni onemocnéni
CK-MB, myoglobin, troponin |, myeloperoxidaza,
markery zanétu (CRP, TNF-a, MMP-9), _ e
markery adheze (rOZpUStny CD4O a ICAM'1) ..ol - — Breast cancer

Pancreatic cancer

Disease

Periodontitis
Caries
Brain cancer
Oral cancer

— metabolismus

diabetes melitus 2. typu — 1,5-anhydroglucitol, CRP,
leptin, IL-6, TNF-a

Gastric cancer
Ovarian cancer
Alzheimer's disease
Chronic migraine
Cardiovascular diseases
Leukaemia
AIDS
Hepatitis
Diabetes mellitus

— infekCni onemocneéni
HIV — protilatky proti HIV
viry — pfitomnost protilatek IgM/IgA, virova RNA

bladder Ovary

Kandid6za, ameébiaza — pfitomnost Candida sp., Entamoeba h,mg,yuua \wivuiainy
Hepatitida — pfitomnost DNA viru HBV
Peptidické viedy, gastritida, — pfitomnost Helicobacter pylori (1gG protilatky, DNA H. pylori)

https://doi.org/10.1016/j.medntd.2022.100115

— hormonalni nemoci
Cushinguv syndrom a Addisonova choroba — kortizol
pohlavni hormony — syndrom polycystyckych ovarii, menopauza/andropauza, anovulace,
hypogonadismus, hyperestrogenismus
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