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Proteiny

anémie a polycytémie
hemoglobin — stanoveni v krvi, moci a stolici
glykované proteiny — stanoveni v krvi

kazuistiky



Anémie
J' hemoglobinu nebo ery pod dolni limit fyziologickych hodnot
J viskozita krve a hypoxie, zvyseny pritok tkdnémi
J mnozstvi hemoglobinu (tim i transportni kapacita krve pro O,!!!)

J' hematokrit (megaloblastova anémie)

J pocet ery v jednotkovém objemu krve (hypochromni anémie)



y 4 °
Anemie
Anémicky syndrom (soubor symptomu)
* bledost kuze a sliznic
* Unava a pokles fyzické vykonnosti

* dusnost, bolest hlavy
* klidova tachykardie, palpitace

Adaptace na anémii
* 7 erytropoéza a srdecni vydej
« | afinity krve ke O,

* symptomatologie ale velmi zalezi na rychlosti s jakou anémie
vznikla



y 4 °
Anémie
Klasifikace anémii
morfologicka
* pocetery
e velikost ery (normo-, mikro- a makrocytarni)

* abnormalni tvar ery (napf. sférocyty, eliptocyty, poikilocyty, ...)

* hemoglobinizace (normo- a hypochromni)



Anémie

Klasifikace anémii

patogenicka

1. snizena produkce

v disledku poruchy krvetvorné tkané (aplastické a., leukémie...)

nedostatek kofaktori: Fe (sideropenicka), B,,, folat, karence
bilkovin

neefektivni erytropoéza - nedostatek nebo rezistence k
erytropoetinu (zanét - RA, lidé bez ledvin...)

anémie chronickych chorob



V4 °
Anemie
Klasifikace anémii
patogenicka

2. zvysené ztraty
* krvaceni akut. i chron. (> 500 ml)

* hemolytické
o poruchy membrany ery, hemoglobinopatie, enzymopatie
o toxické, autoimunitni (protilatky), infekéni latky(malarie)



y 4 °
Anemie
Srpkovita anémie (normocytarni normochromni anémie)

* missense mutace genu pro hemoglobin na 6. pozici v 3-fetézci Glu
— Val (tvorba shluk( Hb, a tim zména tvaru ery) - HbS
(nedokonaly transport O,)

* - misto tetrameru fetizkové aglomeraty PROC? pfipominajici
strukturu aktinu

AR - prohomozygoty (obé alely vadné) je to fatalni, heterozygoti
dlouhodobé prezivaji s priznaky anémie

* Antimalarika — chinin, tetracyklin ATB,...



Anémie
Srpkovita anémie (normocytarni normochromni anémie)
e vyskyt vadné alely dobre koreluje s vyskytem malarie

* nositelé tohoto genu vykazuji vétsi odolnost vuci parazitu

 pod membranou norm. ery je mnoho vlaken aktinu — Plasmodia je
vyuZzivaji, aby prepravily na povrch svuj vlastni protein adhesin
(diky nému jsou ery , lepkavé”)

e u sprkovitych ery to vSak nejde - aktinovy mustek je oddéleny od
zasob adhesinu

€ WHO 2009




y 4 °
Anemie
Anémie (makrocytarni anémie)

e vetsSi prumérny objem ery (nad 95 fl = entitni V)
e pri hypotyredze, chronickém jaternim selhani...
* megablastové (deficit kys. listové a B,,)

e poruchy syntézy DNA a poruchy maturace jadra — erytroblast
zadrzen v syntetické fazi b. cyklu — pokracuje syntéza proteint —
vétsi bunky s T c Hb



Anémie

Anémie (mikrocytarni anémie)

prumeérny objem ery pod 80 fl

normo a hypochromni (nedostatek Fe, B thalassemia major, vit. B,
otrava Pb...)

abnormality v produkci Hb (struktura/mnozstvi) - talasémie
vazby Fe v makrofazich pri chron. zanétech a nadorech

nedostatek Fe v dusledku chronického krvaceni (nejé. do GIT,
menstruace, gravidita, darci krve...)

40-60 ml ztrata krve za 1 menstruacni cyklus - fyziologicky vyssi
resorpce Fe ze stravy (z 10 na 20-25 %)

ztraty vyssi nez 70-80 ml nutno hradit zvySenym prijmem



Anémie

Talasémie (mikrocytarni anémie)

vrozena porucha syntézy globinovych retézcl (globinopatie — vice
nez 700 typy, vétSina se klinicky nemanifestuhe)

B, thalasemie — chybi B-globinové rfetézce a nadbytek a-
globinovych retézcl poskozuje ery vazbou k b. membrané —
hemolyticka anémie

ery maji maly objem a jsou hypochromni

|écba: transfuze — hromadéni Fe

o-talasémie — Afrika, JV Asie

B-talasémie — Stredomofi, Indie, J Cina



Polycytémie

* zmnoZeniery v krvi — 7 viskozity krve (i V krve), mlze zhorsit
krevni obéh — krvaceni a trombdzy (nékdy cyandza)

* hypoxie, chronicka otrava CO ...

Polycythaemia vera

e porucha krvetvorné tkané, chronické myeloproliferativni
onemocnéni (T ¢ Hb)

Polyglobulie
» dulsledek vyssi hladiny EPO

* primarni: hypoxie (vysky, kuraci, plicni a srdecni onemocnéni),
dehydratace vs. sekundarni: nadory ledvin

» zhorsuje prutok krve drobnymi cévami — cyandza



Hemoglobin

¢ervené krevni barvivo, které zajistuje transport O, z plic do tkani a
transport CO, a protonu z perifernich tkani do dychacich organu

c hemoglobinu u zdravého dospélého muze je ptiblizné 150 g/I, u
dospélé Zeny asi 140 g/I
1 g hemoglobinu miZe navazat az 1,34 ml O,

tetramerni protein - globin (dvé a dvé podjednotky jsou identické)

Ctyri typy polypeptidovych retézcl a, B, v, a §, které se liSi poctem
a sledem AA

tetramer je tvoren dvéma a retézci a dvéma dalsimi typy retézcl
u dospélych prevlada hemoglobin A (2xa a 2x[3 retézce)



Hemoglobin

soucasti kazdé podjednotky je polypeptidovy retézec, na ktery je
navazan kovalentné jeden hem (konjugovany protein)

protoporfyrin, tvoreny 4 pyrrolovymi jadry spojenymi
methenylovymi mustky s centralné vazanym Fe

Fe (Sestivazné)

4 koordinacni vazby s N pyrrolovych jader.

1 s imidazolovou skupinou histidinu v globinovém retézci.
1 valence pro molekulu O,




Hemoglobin

el X CH,CH;
€2 X CH=CH,




Hemoglobin - derivaty

Fetalni Hb - béhem 1. roku zivota ubyva, dospéli 1 % celkové c
OxyHb a DeoxyHb

MetHb - nemUze vazat O,, norma c 1,5 %, T c metabol. acidéza
nebo kdma

KarboxyHb — otrava CO,
SulfHb — degradacni produkt v silné kyselém prostredi

KarbonylHb — komplex s CO 250-300krat silnéjsi nez vazba O,



Stanoveni derivatu Hb

v oblasti viditelného svétla charakteristicka absorpcni spektra,
kterych se vyuziva k jejich analyze (oximetry) a rychlé identifikaci

Hemoproteiny - typicka vyrazna absorpcni maxima v oblasti 400 —
430 nm, tzv. Soretuv pas

OxyHb ma 2 maxima v oblasti 540 a 578 nm
DeoxyHb pri 555 nm

MetHb pri 630 nm a druhé maximum je zavislé na pH a to pri 500
nm

KyanmetHb vykazuje Siroké absorpcni spektrum pri 540 nm

Spektrum karbonylHb se podoba spektru oxyHb, ale poloha
vrcholl je posunuta smérem k nizsSim vinovym délkam



Stanoveni derivatu Hb

Absorpcni spektra Hb a jeho derivatu
oxyhemoglobin deoxyhemoglobin (redukovany Hb) methemoglobin karbonylhemoglobin

0,

D

absorpce

E RN E 0 : z H H ;
404420 | 450 nm i vinovadélka ! i :650 nm

1414 1430 1500 1540i555 578 1630

Prekreslil Petr Menzel, 2011.



Krevni obraz

Hemoglobin (HB)

muzi: 134-175 g/I
Zeny: 120-165 g/I

Hematokrit (HT) = Pomér masy
Cervenych krvinek oproti zbytku
krevniho objemu

muzi: 0,40-0,54
Zeny: 0,35-0,45

Erytrocyty (RBC)

muzi: 4,0-5,3 x 1012/|
Zeny: 3,8-5,2 x 101%/I

Stfedni objem erytrocytd (MCV)

80-95 fl

Stfedni hmotnost erytrocytd (MCH)

27-32 pg

Stfedni koncentrace Hb v erytrocytech
(MCHC)

320-370 g/l erytrocytd

Distribuéni ktivka erytrocytd (RDW)

11,6-15,2 %

Trombocyty (PLT)

140-440 x 10%/I

Stfedni objem desticky (MPV)

7,8-11,0 1l

Distribucni kfivka desticek (PDW)

15,5-17,1%

Leukocyty (WBC)

3,8-10,0 x 10/I

Diferencialni rozpocet leukocytl

Segmenty neutrofilni 50-75 %
Tyée 1-5 %
Eozinofily 1-5%
Bazofily do1%
Lymfocyty 15-40 %
Monocyty 3-10%




Stanoveni Hb v krvi

Invazivni
e zvenozniho odbéru krve
» z kapildrniho odbéru krve — nejcastéjsi zplisob odbéru u darcu krve

- bolestivost, infekéni riziko, nebezpeény odpad, kalibrace analyzatord...



Stanoveni Hb v krvi

Fotometricky v plné krvi s hexykyanozelezitanem (Drabkin)
* Hb se lyza¢nim roztokem (hypoton pufr) uvolni z ery

oxidace hemoglobinu na methemoglobin

HbFe' + [Fe"(CN)g* >  HbFe" +  [Fe'(CN)gl*
* premeéna methemoglobinu na kyanmethemoglobin

HbFe" + CN- -  HbFe'lCN

« fotometrické stanoveni je zaloZzeno na oxidaci Fe'!' v Hb na Fe'"

 metHb se v dalsi reakci s KCN preménuje na velmi staly kyanmetHb
s jedinym Sirokym absorpénim maximem ve viditelné oblasti pri
540 nm



Stanoveni Hb v krvi

Fotometricky v plné krvi

 hematologické automaty — po lyze ery — soucast stanoveni krevniho
obrazu

* v biochemii —soucast ABR analyzatorl — méreni absorpce svétla v
plné krvi (vyuzZiti rozptylu svétla ery)

Identifikace Hb variant
 drive ELFO
* imunometody, HPLC, kapilarni ELFO, MS



Stanoveni Hb v krvi

Prouzky
* elektrochemicka senzorova technologie

e vzorek plné krve je nasavan kapilarni ¢innosti do reagencni zony a
tam je automaticky prijato konstantni mnozstvi vzorku

* Hb ve vzorku plné krve reaguje s reagenciemi prouzku, kde je
oxidovan mediator a nasledné po té, je detekovan Hb
hemoglobinmetrem, jakmile je ustaven a fixovan potencial mezi
elektrodami

* ten je pak prubéiné preménén na odecitatelnou c Hb

e chemické slozeni prouzku: zvlhCujici ¢inidlo (celuléza), pufr,
mediator, smacedla, aj.



Stanoveni Hb v krvi

Neinvazivni

Okluzni spektrofotometrie

shodna jako s pulzni oxymetrii

spektralni analyza svetla prochazejiciho krvi nasycené O, = detekce
mnozstvi slozek obsazenych v krvi v zavislosti na jejich absorpci

kombinace 2 technologii:

spektrofotometrie - méri mnozstvi hemoglobinu nasyceného
kyslikem (k rozliseni Hb od ostatnich krevnich slozek se vyuziva
vinové délky 600-940 nm).

pletysmografie - méri pulzacni zmény objemu arterialni krve

meérici sonda vytvari mechanické pulsy, které méni dynamiku krve v
prstu, coz zesiluje prichod optického signalu optického signalu

c Hb se pak stanovi z fady postupnych okluzi (impulz) béhem
daného m daného méreni

http://www.uvn.cz/attachments/2424_08_bohonek_Orsense%206STD_2012.pdf



Stanoveni Hb v moci

* moci zcela zdravych lidi se vylouci az milion ery/den (2 — 3 ery/pl)
e Patologicky nalez:

o hematurie, erytrocyturie nebo prunik volnéhoHb, pfip. svalového
myoglobinu, do definitivni moci (hemoglobinurie, resp.
myoglobinurie)

Makroskopicka hematurie

e pozorujeme pouhym okem; moc€ ma naruzoveélé zbarveni (pranik
ery pres glomer. membr. pfi zanétu, ruptura cévky, krvaceni)

* spektroskopicky v ni Ize prokazat Hb (nejméné 1 g Hb/I)

* u masivni hemoglobinurie mtze mit moc¢ az zbarveni ¢erného piva
(degradace hemoglobinu na hematin)

Hemoglobinurie

* intravaskularni hemolyza, pfi transfuzi inkompatibilni krve nebo
paroxyzmalni hemoglobnurii



Stanoveni Hb v moci

Hb katalyzuje oxidaci (dehydrogenaci) nékterych substratt (napf.
derivatl benzidinu) peroxidem vodiku

H,0, + HyA peroxiddzy ., 2 H,O+ A

nebo hemoglobin a jiné latky
nejedna se o enzymovou aktivitu (katalyzu podminuje hemové Fe),
a proto se neztraci ani po tepelné denaturaci

pseudoperoxidazova aktivita, ktera se vyuziva k citlivym, ale
nespecifickym dikazdm Hb nebo stopovych mnoizstvi krve

ke sledovani reakce - chromogenni substrat

Q O o e C C

tetrametylbenzidin benzidinova modf



Stanoveni Hb v moci

Prouzky

* reagencni zona obsahuje chromogen se stabilizovanym peroxidem
vodiku

* v pritomnosti volného Hb (hemoglobinurie) se indikacni zona

zbarvi rovhomeérneé modre

* pokud jsou v modi pritomny ery (erytrocyturie), vytvareji se
intenzivné zelenomodre zbarvené tecky az skvrny

Regent pad Abbreviation Units Time
of
evaluation
after
Haemaoglobin HEMO Ery/pl cabls

Erytrocytes

neg.

Colour scale

ca.10  ca.50 ca.250

ca. 5-10 ca.50  ca.250

Principle of the test

Sensitivity

sl

Conv.

oxidation of
chromogene by the
organic hydroperoxide
in the present of the
haemoglobine

5 Ery/ul

* FP: menses, gyn. onem., dieta (fepa), |éky (rifampicin), kys.
askorbova



Stanoveni Hb ve stolici

* prukaz okultniho (skrytého) krvaceni ve stolici slouzi k zachytu
casnych fazi kolorektalniho karcinomu, kdy je mozna radikalni a

efektivni |écba

Metody vyuzivaji pseudoperoxidazové aktivity Hb

* pacient musi drzet 3 dny pred vysetrenim dietu, vyloucit ze stravy
nedovarené maso, salamy, banany, rajcata, nesmi uzivat léky
obsahujici kys. askorbovou nebo acetylsalicylovou. Poté si pacient
sam odebira vzorky ze tri po sobé jdoucich stolic a aplikuje je na
testovaci karty. Vyhodnoceni se provadi v lab.

Metody jsou zaloZzeny na imunochemickém prikazu Hb
* pomoci protilatky proti lidskému Hb

e citlivéjsi a specifictéjsi, neni zapotrebi drzet pred vySetfenim dietu

Pozitivni vysledky musi byt ovéreny dalsimi diagnostickymi metodami



Glykovany hemoglobin

HbAlc, ktery se tvofi neenzymatickou reakci glukdézy a nativniho Hb
(volné amino skupiny v molekule, ve vSech sérovych proteinech,
predvsim kolagen, elastin, myelin nervi() — ireverzibilni reakce

tento proces probiha kontinualné po celou dobu zivota ery JAK
DLOHO?

pomeér glykace je primo umérny c glukdzy v krvi

c HbAlc udava primérnou c glu v krvi za predeslych 6 az 8 tydn(
(diky kinetice premény ery je toto casové obdobi vice ovlivhovano c
glu v krvi nez délkou uplynulého casu)

VYUZITI?



Glykovany hemoglobin

stanoveni produktl glykace Amadoriho typu je vhodnym
ukazatelem dlouhodobé c glu a poskytuje neprfimou informaci o
prubéhu glykemii v casovém obdobi, které odpovida biologickému
polocasu bilkoviny (glykovany Hb a glykované proteiny)



Glykovany hemoglobin

Princip neenzymové glykace proteint

" 0
tf’f" + HEN—CH2—| Pratain

HL‘|‘—DH
B Maillardova reakce
Glc aldehyd sk + amino sk — Schiff baze
3 realk v , .
RPN (¢asné produkty glykace) — ketoamin
Ho0 .‘_/ frreverzibilni ( prechodné) — AGEs
L
H N—CHEA[ Frotein _ H
‘\Cx;ﬁ' Armadotihg H. C—h — CH.,—1 Protein
| niesmyk ] ;
HE|:—EJH A [|3=D
R F ; :
.| ghykowvary protein
aldimin

ketoarmin

(labilni) aminoderivat Fru

c vzniklych fruktézamint mGzeme stanovit
reakci s nitrotetrazoliovou modri



Glykovany hemoglobin

cHbA1c (stabilni frakce) zavisi také na celkové c Hb - HbA1lc je
udavana jako % c Hb

referencni meze u zdravych dospélych 2,8-4,0 %,u diabetik( svédci
koncentrace HbA,. do 4,5 % o vynikajici kompenzaci diabetu, do
6,0 % o prijatelné a vyssi hodnoty o neuspokojivé kompenzaci
diabetu

falesné nizké hodnoty (nizky HbAlc prestoze je vysoka c glu) se
mohou objevit u pacientl se zkracenou dobou Zivota ery
(hemolytické onemocnéni) nebo vyznamnou neddvnou ztratou krve
(vysoky podil ,mladych” erytrocyt)

falesné vysoké hodnoty (vysoky HbAlc prestoze je normalni c glu)
jsou uvadény pri anémii zeleza (vysoky podil ,,starych” ery)



Stanoveni HbAlc v krvi

lontomeénicova afinitni chromatografie s naslednou spektrofotometrii
* lyzeery

e vazba Hb na boronat

* separace glykované frakce Hb od neglykované

» fotometrické stanoveni jednotlivych frakci

HPLC

Imunoturbidimetrické stanoveni
* pomoci obohacenych ¢astic
 HbAlc je stanovovan primo bez méreni celkového Hb

* na zdkladé linedrni korelace mezi HbAlc a primérnou c glu, lze
hodnoty HbA1lc prepocitat na primérnou c glu



Stanoveni HbAlc v krvi

Imunoturbidimetrické stanoveni

e celkovy Hb a HbAlc v hemolyzované krvi se vazou se stejnou
afinitou na ¢astice v R1

* navazané mnozstvi odpovida relativni c obou slozek v krvi

* mysSi monoklonalni Ab proti lidskému HbA1c (R2) vaze Castice s
navazanym HbAlc

* kozi polyklonalni Ab proti mysSimu IgG (R3) reaguje s monoklonalni
mysi Ab proti lidskému HbA1c za vzniku aglutinace

* merena absorbance odpovida navazanému HbA1c na Castice, coz je
prevedeno na % HbA1c ve vzorku



Stanoveni HbAlc v krvi

stanoveni specifické pro lidsky HbAlc

monoklonalni mysi Ab nevykazuji zkrizenou reaktivitu s
karbamylovanym Hb a acetylovanym Hb

neni ovliviiovano kyselinou askorbovou do 3,4 mmol/I
konjugovanym a nekonjugovanym bilirubinem do 1026 pumol/I
lipémii do 22 mmol/| triacylglycerol{

RF do 250 IU/ml

nebyla pozorovana interference zptusobend urémii, nestabilnimi
produkty (Schiffova baze)

alkoholismus a uziti vétsi davky aspirinu mohou vést k rozpornym
vysledkim

FP nebo FN dle typu



Kazuistika

* muz, 53 let, diabetik, s horeckou, nehojici se defekt na pravé
koncetiné

Anamnéza

 RA: matka nezije, sestra 42 let zdrava

e OA:operace 0, urazy 0, inzulin

 AA:0

 SA: Pracuje jako elektrikar

* NO: 4 dny teplota do 39 °C, celkova malatnost, bolest a otok pravé
nohy — hnisava rana, skrabl se pred mésicem dratem

* LAB: T hodnoty ledvinového selhani a zanétlivych marker(



Kazuistika

muz, 53 let, diabetik, s horeckou, nehojici se defekt na pravé
koncetiné

LAB: T hodnoty ledvinového selhani a zanétlivych marker(

Hospitalizace

Terapie: Sirokospektralni ATB

9. den - necCekany kolaps pacienta se ztratou vedomi a komorovou
fibrilaci

uspésna kardiopulmonalni resuscitace

flegmona pravé dolni koncetiny a vyvoj syndromu systémové
zanétlivé odpovéedi (systemic inflammatory response syndrome —
SIRS) a syndrom multiorganového selhani (multiple organ
dysfunction syndrome — MODS)

pacient byl akutné hemodialyzovany a ATB |écba byla zménéna na
cilenou

40. den —kardiopulmonalni selhani - exitus



Kazuistika

Otoky dolnich koncetin

Které z nize vyjmenovanych onemocnéni povazujete za moznou
priCinu obtizi?

A) Lymfadenopatie

B) Diabetes mellitus

C) Plicni embolie

D) Nefroticky sy

E) Thyreopatie

F) Infarkt myokardu



Kazuistika

Otoky dolnich koncetin

Jak budeme tuto nemocnou lécCit?

A) Symptomatickou a podpUlirnou lécbou
B) Kontrolou DM

C) Kontrolou TK

D) Chirurgicky

E) Hormonalni substituci



Kazuistika

zena, 65 let, omdlela rano v parku, kdyz si Sla koupit snidani

Anamnéza

RA: matka meéla cukrovku, otec zemrel na infarkt

OA: dosud vaznéji nestonala, bézné bronchialni infekce, operace
0, urazy 0, porod 2, léky trvale nebere

AA: 0

SA: v dichodu (pracovala jako sekretarka)

NO: dnes upadla do bezvédomi pri prochazce v parku, nesnidala,
nevi, jak dlouho nebyla pfi védomi, kolemjdouci zavolal
zachrannou sluzbu, ktera pani stabilizovala, nyni je hospitalizovana

hypoglykemicky ok — PROC?



Kazuistika

zena, 64 let, Casta bolest hlavy, diagndza: zvysena glykémie, TK
140/100, BMI 30

Anamnéza

RA: matka i otec zemreli pfi nehodé

OA: dosud vaznéji nestonala, bézné bronchialni infekce, operace
0, urazy 0, porod 3, léky trvale nebere

AA: 0

SA: v dlchodu (pracovala jako sekretarka), zemrel ji letos manzel

odeslana k internistovi: metabolicky sy — TCHL, T TK, T c glu
terapie: antidiabetika, po roce prechod na inzulin

dalsi vyvoj: neuropatie, prestala chodit, ztrata rovnovahy, ocni
katarakta, atrofie mozku, po 7 letech zemrela



TiDM T2DM
Vék obvykle pod 30 obvykle nad 30
Castost (% viech diabetika) 10-20 % 80-90 %
Vznik symptom{ akutni nebo subakutni pomaly
Obezita neni obvykl3a velmi ¢asta

Vyvoldvajici faktory

zménénd imunitni reakce po
virové infekci

obezita, téhotenstvi, stres

Obsah pankreatického insulinu

nepfitomen nebo stopy

nizky, normalni, vysoky

Glukagon v plasmé

vysoky, ale potlacitelny insulinem

vysoky, ale rezistentni na
insulin

Protilatky proti pankreatickym
ostravkam

pritomny u 85 % pripadu

méné nezu5 %

Primarni rezistence na insulin minimalni obvykle vyrazna
Odpovéd na léceni insulinem +++ +az-
. v TP . vzdy pfitomna, ale
Odpovéd na dietni |lécbu samotnou | nepatrna . .
rizného stupné
Odpovéd na lécbu peroralnimi o , v .
nepfitomna pfitomna

antidiabetiky

Obvyklé akutni komplikace

ketoacidoza

hyperosmolarni kdma

Sdruzeni s HLA

ano

ne




Kazuistika

TiDM

* priklady, kdy nebyl TIDM u déti rozpoznan vcas

* symptomy diabetické ketoaciddzy byly mylné interpretovany jako
projev jiné nemoci

Kojenec

* opakované respiracni infekty

* vanamnéze byla alterace celkového stavu s vyraznou tachypnoe
povazovana za onemocnéni bronchiolitis acuta

Batole

e Kussmaulovo dychani vedlo k diagndze bronchopneumonie

e acidotické zbarveni sliznic, kvasinkovy exantém v dutiné Ustni a
potize pri polykani pfi dehydrataci byly hodnoceny jako angina



Kazuistika

T1DM

priklady, kdy nebyl TIDM u déti rozpoznan vcas
symptomy diabetické ketoaciddzy byly mylné interpretovany jako
projev jiné nemoci

Dité — divka, 8 let

dehydratovana, bolesti bricha a opakované zvraceni

byla po predchozim chirurgickém vysetreni pro moznou nahlou
prihodu brisni odeslana k hospitalizaci s diagndzou gastroenteritis
acuta

Vcasné vysetreni glykémie mohlo zabranit u déti vyraznému
rozvratu vnitrniho prostredi!!!



Enzymy

Metoda konstantniho casu
Metoda tangent
Hmotnostni koncentrace

Aminotransferazy: AST, ALT
LD, HBD, ACP

CK

ALP

GGT

AMS

LPS

CHE

Enzymy v moci

Kazuistiky



Enzymy

slouzi jako indikatory patologickych procesti (stanovuji se
katalytické c konkrétnich enzymu — diagndza Ci prubéh terapie)
plasmatické (sérové) enzymy, Casto i enzymy obsazené v moci
(amylaza)

specificka Cinidla pro stanoveni raznych analytli (pomoci enzymd
se specificky stanovi c latek — diagnostické soupravy)

pouzivaji se k lécbé (napf. travici enzymy)



Enzymy

Obecna enzymologie

O O O O O

»enzymeé” = fecky z kvasnic (1. izolovany E z kvasnic katalyzujici
kvaseni cukrt — zymaza)

biokatalyzatory bilkovinného charakteru (snizuji aktivaéni energii
potfebnou pro chemickou reakci, katalyzuji preménu S na P)
apoenzym (bilkovinna ¢ast) + koenzym (nebilkovinna cast, derivaty
vitaminu B)

specificnost: 1. substratova, 2. funkcni (typ reakce)
faktory ovliviujici chemickou reakci:

casto se voli
T (optimum 37°C) Vol

kompromis mezi
pH (optimum obvykle 7-8)

optimalnimi
aktivatory (Ca**, Mg**, Zn**) podminkami,
inhibitory (t&%ké kovy — Hg, Pb, léky, jedy) ~ cenou, technickymi

pozadavky

c S a koenzymu



Enzymy

* stanoveni: krev, mogc, stolice, sekrety GIT, vypotek, likvor, ery,
tkan...

E aktivita = katalyticka c

* mnozstvi E katalyzujiciho preménu S na P v Case za definovanych
podminek, vztazeno na objem 1 1)

* ,kinetické a dvoubodové metody“ — fotometrické sledovani
casové zmeény absorbance

* katal (kat)....mol/s, U (IU)......... umol/min
1 pkat/l =60 U/I, 1U/I = 0,0167 pkat/l = 16,7 nkat/I

Hmotnostni koncentrace =, mass concentration”
* imunochemicky (specif. Ig)

« g/l (mg/l, ug/l)



Enzymy

E aktivita = katalyticka c
,dvoubodové metody (metoda zastaveného casu)“

* fotometrické sledovani zmény A (prirustek P nebo Ubytek S) za
casovou jednotku (nevime, co se v reakéni smési déje!)

e vétSinou v daném case zastavujeme enzymovou reakci (napfr.
denaturace a kolorimetrické vybarveni produkti)

AZ_Al

ANAL=




Enzymy

E aktivita = katalyticka c

»kinetické metody (metoda tangent)“
fotometrické sledovani tvorby produktu nebo Ubytku substratu v
Case (dA/dt)

podminka: konstantni rychlost (kinetika 0.radu)a vzdy kontrolovat
prubéh reakce! (t.j. rychlost reakce)

opticky test (Warburguv) (NADH + H*) 340 nm
chinoniminova reakce (krenova peroxidaza)

H,0, +4-aminoantipyrin + subst. fenol — chinonimin (cerveny,
555 nm)

hydrolyza (x)nitrofenyl-derivatl substratu (Zluty (x)nitrofenol, ~
420 nm)



Enzymy

E aktivita = katalyticka c
»kinetické metody (metoda tangent)”

FlexRate Description (AST Examples

AST Reaction Profile
Main Read Time
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Enzymy

Hmotnostni koncentrace =, mass concentration”
* sendviCovy princip - celkova doba stanoveni: 18 minut

1. inkubace: 10 pl vzorku, biotinylovana monoklonalini protilatka
proti AFP a monoklonalni protilatka proti AFP znac¢ena rutheniovym
komplexem reaguiji a vytvari sendvicovy komplex.

2. inkubace: Po pridani mikrocastic, potazenych streptavidinem, se
komplex vaze na pevnou fazi prostrednictvim interakce mezi
biotinem a streptavidinem.

3. detekce: Reakéni smés je nasata do mérici komurky, kde jsou
mikrocastice zachyceny magnetickym polem na povrchu elektrody.



Enzymy

Hmotnostni koncentrace =, mass concentration”
* nenavazané slozky jsou odstranény promyvacim roztokem

e privedené napeéeti na elektrodé vyvola chemiluminiscencni emisi
fotonU, ktera je zmérena fotondsobicem

http://web.vscht.cz/~spiwokv/enzymologie/aktivity.pdf



Enzymy

biologicky polocas (t1/2): doba, za jakou poklesne aktivita E na %,
nebyl-li by E do krve doplnovan z tkani — h, dny, tydny

izoenzymy: lisi se primarni strukturou (pofadim AA), organova
specificita, odlisné fyz., chem. i imunolog. vlastnosti, stanoveni —
elektroforeticky, chromatograficky, imunologicky....

izoformy: nepravé izoenzymy, lisi se obsahem cukrt v molekule

makroenzymy: vazba Ig na molekulu enzymu nebo polymery
enzymu, vétsi molekula a delsSi t1/2, napt. AMS, CK, AST...(benigni,
autoimun. on., malignity)



Enzymy
Déleni E dle rizného obsahu v tkanich (organech)

* srtadovym rozdilem v rGznych tkanich
e ubikvitérni (vSudypritomné)

V plazmé

* normalné pritomné a majici zde svou ulohu (napf. enzymy kaskady
krevniho srazeni nebo cholinesterasa)

* uvolnované z bunék raznych tkani, které nemaji v plazmé zadnou
funkci a za fyziologickych okolnosti je jejich ¢ nepatrna



Enzymy

Déleni E dle mista vzniku a ucinku

bunécné - enzymy bunécnych metabolickych déjl a jsou bud’
rozpustény v cytoplazmeé nebo jsou vazané na bunécné struktury
cytopl. (ALT, LD, CK, AST 30%), mitochondrie (AST 70%, CK), b.
membrana (ALP, GMT)...

sekrecni - enzymy secernované bunkami zlaz do extracelularniho
prostoru, nikoliv vSak do plazmy (typicky travici enzymy)

AMS, LPS, EL, CHS

u ,zdravych” lidi nachazime v krvi velmi nizkd mnozstvi obou typ(
enzymu, v bunce je c rddové 1000 — 10 000krat vyssi



Enzymy

Subcelularni lokalizace nékterych E v jaterni b.

cytoplazma - napi. ALT, LD, cAST (30 % AST)

[ i
) f7 S g | mitochondrie - napf. GMD, mAST (70 % AST)
d'|.j'.'-.r g !_. {*“hf' » | !
I3 NI L7 L
| N N 20, ; - (Golgiho komplex, endoplazmatické retikulum (CHS, AMS.GMT )
5 f.'l' T lyzosom (ACP)

" bunééna membrana (GMT, ALP )

https://is.muni.cz/el/1411/jaro2008/VSBC041s/um/enzymy_v_diagnostice_-_podklady.pdf



Enzymy

Hlavni diagnostické enzymy jaterni bunky

ALT a cytoplazmaticky izoenzym AST jsou pfi membranovém
poskozeni (napf. virovém, nebo chemickou l|atkou) uvolnény a
dostavaji se do sinusoidu

mitochondrialni AST je primarné uvolnéna pri poskozeni
mitochondrii, napf. pri pusobeni alkoholu

ALP a GMT se nachazi na kanalikularnim povrchu hepatocytt a
uvolnuji se zejména pfri cholestaze v disledky plsobeni zZlu¢ovych
kyselin na membranu

GMT se nachazi rovnéz v mikrosomech, kde je indukovana
nékterymi léky



Enzymy

PriCiny zvySené aktivity bunécnych enzymu v plazmé

patologické uvolnovani E z bunék je nejcastéji disledkem zvysené
permeability bunééné membrany (poskozeni napr. chemickymi
|latkami, anoxie, hypoxie, zanét, viry), které muze vést az k
degradaci bunék

pri odumirani bunky se aktivuji fosfolipazy a odbourani fosfolipid(
cytoplazmatické membrany vede k jejimu ,prodéravéni”

diusledkem je prinik makromolekul z cytoplazmy do
extracelularniho prostoru a odtud do krve



Enzymy

PriCiny zvySené aktivity bunécnych enzymu v plazmé

zvySena syntéza - napr. pri zvysené aktivité osteoblastu pfi rustu
kosti se v krvi zvySuje hladina alkalické fosfatazy (ALP)

proto u déti jsou referencni hodnoty ALP v plazmé vyssi (3-7krat)
nez u dospélych

uzivani nékterych |éki a alkoholu indukuje zvySenou syntézu
jaternich enzymd GMT a ALP



Enzymy

PriCiny zvySené aktivity bunécnych enzymu v plazmé

zvySené uvolnovani enzyml z bunék, aniz by bylo spojenou s
bunécnou smrti nebo zvysenou syntézou

napf. ethanol zplsobuje expresi mitochondridlni AST, jeji presun
na povrch hepatocytl a nasledné uvolnéni do krve

prijem potravy indukuje uvolnéni strevni ALP do lymfy a nasledné
muze byt docasné zvySena hladina enzymu i v krvi

frada  jaternich enzymu (ALP, GMT, 5’-nukleotidaza,
leucinaminopeptidaza) je vazana na povrchu hepatocytu, které
jsou v kontaktu se Zlucovymi kanalky, pak T c Zluovych soli pfi
zadrzeni odtoku Zluce muze vyvolat uvolnéni membranovych
fragmentUl s navazanymi enzymy do cirkulace



Enzymy

PriCiny zvySené aktivity bunécnych enzymu v plazmé

nedostatecné odstranovanim z cirkulace

napr. malé enzymy, amylaza a lipaza, jsou z obéhu odstranovany
glomerularni filtraci - renalni selhani zvysuje jejich hladinu

proti nékterym enzymuUm se v krvi vytvari Ab a dochazi ke tvorbé
komplext enzym-protilatka (tzv.makroenzymy) — polocas enzymu
v krvi potom kopiruje polocas Ig (3 tydny)



Enzymy

casovy prubéh narustu a poklesu enzymové aktivity v plazmé
ovliviiuje rada faktord

pri bunécné smrti se defekty v bunécné membrané prohlubuji s
casem — z bunky nejprve uvolnuji malé molekuly a teprve potom
velké

napl. enzymy AST a CK jsou mensi nez LD a proto pri infarktu
myokardu se uvolnuji do plazmy dfive

nékteré enzymy jsou lokalizovany v mitochondriich nebo vazany k
membranam — do krve se uvolnuji az pfi nekréze bunék



Enzymy

pri bunécné smrti zpusobené infarktem, pfi kterém je prerusen
pritok krve do urcité casti organu, musi enzymy z poskozenych
bunék nejprve difundovat z neperfundovanych oblasti nez se
objevi v cirkulaci

proto napf. narist CK v krvi pfi infarktu je zpozdén pokud nejsou
artérie reperfundovany ucinkem trombolytik

mnozstvi enzymu v krvi je uUmeérné poctu poskozenych bunék

napl. u infarktu myokardu je mnozstvi CK v plazmé umérné
velikosti infarktu



Enzymy

jestlize pricina poskozeni bunék vymizi, zvysena enzymova aktivita
pretrvava v plazmeé po urcitou dobu a po té klesa

napf. pri akutni hepatitidé Ize na zakladé sledovani enzymovych
aktivit diferencovat virovou hepatitidu od ischemického nebo
toxického poskozeni

pri virové hepatitidé imunologické poskozeni bunék prodluzuje
bunécné odumirani provdzené elevaci enzymi, zatimco pfi
toxickém nebo ischemickém poskozeni dochazi k rychlejSimu
navratu k normalu



Enzymy

dalsim dulezitym faktorem je gradient koncentrace enzymu mezi
bunkou a plazmou a rychlost jeho odstranovani

napr. hladiny AST v cytoplazmé hepatocytu jsou vyssi nez ALT a
oba enzymy maji mnohokrat vyssi koncentraci nez LD — proto pfri
poruse jaterni bunky je v plazmé zaznamendan nejrychlejsi naruist
AST, zatimco narust LD je velmi maly

podobné u myokardu je gradient mezi bunkou a plazmou
mnohondsobné vyssi pro CK nez LD, a proto pocatecni narust
prvého enzymu pri infarktu myokardu je mnohem signifikantnéjsi.



Enzymy

c enzymu ovliviuje rychlost jeho odstranovani

nizkomolekuldarni enzymy (napf. a-amylaz) jsou z krve
odstranovany glomeruly filtraci do moce

vétsSina ostatnich enzymu je v plazmé nejdfive inaktivovana a poté
odstranéna bunkami retikuloendotelového systému receptorove
zprostredkovanou endocytozou

doba, po kterou je enzym v krvi zvysen urcCuje jeho biologicky
polocas (doba za kterou by mnozstvi enzymu kleslo na polovinu za
predpokladu, Ze by enzym nebyl do plazmy doplnovan ze tkani)



Enzymy

Enzym Biologicky polocas
ALP 8-10 dni
AMS 12 hod
ALT 47 hod
AST 17 hod
CHE 10-12 dni
CK-MB 12 hod
GGT 4 dny
LD1 3-5dni
LD5 10 hod
LPS 7-15 hod




Enzymy

s ruznou hodnotou biologického polocasu je tfeba pocitat pfri
interpretaci vysledku

napr. polocas AST v plazmé je mnohem kratsSi nez ALT, podobné
jako polocas CK je kratSi nez polocas srdecniho izoenzymu LD

proto tedy v pripadé jaterniho poskozeni ALT zUstava po nékolika
dnech vyssi nez AST, nebo u infarktu myokardu klesa CK k normeé
velmi rychle, zatimco LD pretrvava delsi dobu



Enzymy

Vyuziti enzymu v klinické diagnostice

detekce poskozeni urcité tkane
identifikace pocatku poskozeni tkané
stanoveni rozsahu poskozeni
odhad zavaznosti poskozeni bunék
diagnozy zakladnich onemocnéni

diferencialni diagndzy onemocnéni v ramci poskozeného organu



Enzymy

Informace vhodna pro upresnéni diagndzy se ziska z:

hodnoty katalytické koncentrace enzymu v télni tekutiné (pfima
uméra mezi stupném poskozeni organu a zvySenou aktivitou
enzymy v krvi)

z pritomného spektra enzymu v krvi (napfr. pri tézkém poskozeni
jaterniho parenchymu doprovazeném nekrézou bunék je zvyseni
aktivity enzymu v krvi LD > AST > ALT)

vypoctu poméru aktivit enzymU (napf. dle poméru aktivit AST/ALT
v séru lze odlisit pocatecni obstrukéni ikterus (< 1) od aktivni
chronické hepatitidy (> 1)

stanoveni izoenzym



Enzymy

e u akutnich onemocnéni lze z poméru aktivit enzymu s kratkym a
dlouhym biologickym poloasem urcit fazi onemocnéni nebo
predpovédét pribéh onemocnéni, napf. u akutni hepatitidy pokles
poméru AST (polocas 17 h)/ALT (polocas 47 h) napomaha rozliseni
typu hepatitidy - monitorovani enzymové aktivity (mechanizmus
uvolnovani enzymu do krve z poskozené tkané a jejich clearance je
charakteristicky typickymi kinetickymi krivkami aktivity, z jejichz
prubéhu je moiZné odvodit casovy usek, béhem kterého je
onemocnéni pritomné nebo lze uréit fazi onemocnéni).



Enzymy

Tkanova distribuce diagnosticky vyznamnych enzymti

poskozena tkan muize byt diagnosticky neprimo lokalizovana bud’
ze stanoveni aktivity tkanoveé specifickych enzymu nebo izoenzym
v krvi

tkanove specifické enzymy se vyskytuji prednostné v urcité tkani
nebo maji v dané tkani vysokou aktivitu

exprese izoenzymu je vétsinou pro kazdou tkani uréena geneticky



Enzymy

Orgin 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

Zlutovod 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 ne# v plazmé

" nizka organova specifiénost, snadno indukovatelny

https://is.muni.cz/el/1411/jaro2008/VSBC041s/um/enzymy_v_diagnostice_-_podklady.pdf




Aminotransferazy

* katalyzuji prenos aminoskupiny z AA na ketokyseliny - MTB AA a
urey

ALT = alaninaminotransferaza, drive GPT
» specificky pro ala

AST = aspartataminotransferaza, drive GOT
* specificky pro aspartat

pomér AST / ALT
* > 1 alkoholické jaterni choroby, infarkt myokardu
* <1 virova hepatitida



AST

AST = aspartataminotransferaza, drive GOT

kosterni svalstvo, srdce, jatra, ledviny, ery...cytoplazmé vsech b.
(25 %) a mt (75 %)

pri zmeéné permeability bunécné membrany hepatocytu dojde k
uvolnéni mensi cytoplazmatické frakce (spolu s ALT), coz vede k
mirné elevaci v plazmé

vetsi mitochondrialni frakce je uvolnéna jen pri nekréze
hepatocytu

onem. myokardu (nekrdza, AIM), onem. kosterniho svalstva
(rhabdomyolyza, extenzivni svalova namaha), hepatopatie, krevni
choroby, svalova poskozeni

stanoveni aktivity AST, podobné jako ALT, nema prognosticky
vyznam



AST

Dvoustupnova reakce
Enzymova (AST): L-aspartat + 2-oxoglutarat - oxalacetat + L-glutamat
Indikacni reakce (MD): oxalacetat + NADH + H* - L-malat + NAD*

» aktivitu AST stanovime kineticky na zakladé rychlosti Ubytku NADH v
prubéhu reakce mérenim absorbance pri 334, 340 nebo 365 nm

» katalyticka koncentrace AST je umérna poklesu absorbance

Saturace AST: pyruvat + NADH + H* - L-laktat + NAD*
Redukce pyruvatu: pyridoxal-5-fosfat + ApoAST - AST*



AST

Dvoustupnova reakce

doporucuje se preinkubace 10 min pri 37°C v reakéni smési bez 2-
oxoglutaratu

po kratké lag fazi je monitorovana AA odecitanim absorbance v
minutovych intervalech po dobu nékolika minut nebo kontinualnim
sledovanim

protoze pocatecni absorbance reakcni smési ma vyssi hodnotu,
doporucuje se provadét odecet proti slepé zkousce, kterou muze byt
napr. roztok dvojchromanu draselného

kalibrace: enzymovy kalibrator nebo teoreticky faktor



ALT

jatra, kosterni svalstvo (10x méné), ery (4x méné nez AST)...v
cytoplazmé vsech b.

o/ .o

permeabilité bunécné membrany hepatocytu veétSinou nasledkem
zanéetu, ischemie nebo toxického poskozeni

hepatopatie (parenchymového poskozeni bez nekrézy hepatocytd,
infekéni hepatitidy, ischémie, toxické, akutni ostrukéni), onem zluc.
cest, dekompenzované srdecni vady (venostasa v jatrech)

stanoveni aktivity ALT nema prognosticky vyznam



ALT

Dvoustupnova reakce
Enzymova (ALT): L-alanin + 2-oxoglutarat - pyruvat + L-glutamat
Indikacni (LD): pyruvat + NADH + H* - L-laktat + NAD*

pyruvat (endogenni) + NADH + H* -> L-lakt4t + NAD*
pyridoxal-5-fosfat + ApoALT - ALT*



Enzymy

Vysetreni aldolazy, LD, HBD a ACP je jiz dnes povazovano za
obsoletni!



LD

LD = laktatdehydrogenaza, drive LDH

» katalyzuje preménu pyruvatu na laktat (anaerobni glykolyza, ox-
red)

* ve vSech tkanich — jatra, kosterni sval, srdce, ledviny, GIT, mozek,
nadory, ery, lymfat. uzliny...

* 5izoenzymu: LD1-5 (podjednotky H-heart, M-muscle)
 LD1 (H4),2 (H3M) - infarkt myokardu, hemolytické anemie

e LD3 (H2M2) - plicni embolie

 LD4 (HM3),5 (M4) - hepatopatie, nemoci kosterniho svalstva

ELFO
* NADH + H* + tetrazoliova sul (NBT, INT) - NAD*+ {, FORMAZAN




LD

LD

= |[aktatdehydrogenaza, drive LDH

katalyzuje preménu pyruvatu na laktat (anaerobni glykolyza, ox-
red)

pyruvat + NADH + H* --> L-laktat + NAD*

ve vsech tkanich — jatra, kosterni sval, srdce, ledviny, GIT, mozek,
nadory, ery, lymfat. uzliny...

5 izoenzymu: LD1-5 (podjednotky H-heart, M-muscle)

LD1 (H4),2 (H3M) - infarkt myokardu, hemolytické anemie
LD3 (H2M2) - plicni embolie

LD4 (HM3),5 (M4) - hepatopatie, nemoci kosterniho svalstva



HBD

HBD = hydroxybutyratdehydrogendaza (odpovida LD 1,2)
* srdce, ery, mozek
» aktivita podjednotek H (LD1,2), infarkt myokardu

2-OXOBUTYRAT + NADH + H* — 2-HYDROXYBUTYRAT + NAD*



ACP

ACP = kysela fosfataza

katalyzuje Stépeni esterl k. fosfore¢né v kys. prostredi (pH 5)
prostata, kost, ery, trom, leu
2 izoenzymy (po inbibici vinannem — tartaratem):

ACP neni v séru/plazmé stabilni - tartardt labilni (prostata, leu),
tartarat stabilni (kost, ery, trom)

prostaticky izoenzym - tumory prostaty, kostni izoenzym -
metastazy tumoru do kosti, marker osteoporozy

ACP je pro dg.ca prostaty nahrazovano imunochemickym
stanovenim PSA

PSA prostaticky specificky antigen serinova proteasa, karcinom
prostaty



ACP

ACP = kysela fosfataza

katalyzuje Stépeni esterl k. fosfore¢né v kys. prostredi (pH 5)
prostata, kost, ery, trom, leu
2 izoenzymy (po inbibici vinannem — tartaratem):

tartarat labilni (prostata, leu), tartarat stabilni (kost, ery, trom)

prostaticky izoenzym - tumory prostaty, kostni izoenzym -
metastazy tumoru do kosti, marker osteoporozy

pH< 7,0
4-NITROFENYLFOSFAT + H,0--> 4-NITROFENOL+ fosfore¢nan
1-NAFTYLFOSFAT + H,0--> 1-NAFTOL + fosfore¢nan
1-NAFTOL + diazoniova sul --> azobarvivo

detekce prostatického izoenzymu: ACP - ACP inhibovana vinanem



CK

CK = kreatinkindza

katalyzuje fosforylaci kreatinu — energetika svalu

kosterni svalstvo, srdce, mozek, hladké svalstvo — déloha, Zaludek,
strevo, ledviny, plice...

4 izoenzymy — MM, MB, BB (M- muscle, B — brain) a mt

v soucasné dobé je doporuceno pouze stanoveni CK-MB
imunochemicky, neni-li k dispozici cTn!

CK vzdy hodnotit s ohledem na svalovou hmotu a fyzickou aktivitu!

CK-MB - predevsim infarkt myokardu, ale téz pri regeneraci
kosternich svalli, chronickych svalovych onemocnéni a akutnim
renalnim selhani

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



CK

diagnostika a diferencialni diagnostika muskulopatii, predevsim
rhabdomyolyzy a Duchenneovy a Beckerovy muskularni dystrofie

zakladni marker poskozeni predevsim kosterniho svalu

v diagnostice srdeCnich onemocnéni se pro nizkou specificnost jiz
nepouziva, nicméné jednou z pricin elevace celkové CK muze byt i
poskozeni kardiomyocytu

s nastupem stanoveni myoglobinu a troponinu se vyznam
stanoveni vyrazneé snizil a indikacni oblasti prakticky zGstava pouze
stanoveni CK MB pfri reinfarktu nebo pro retrospektivni posouzeni
velikosti nekrotického lozZiska



CK

Fotometricky
Defosforylace: KREATIN-P + ADP - KREATIN + ATP
Hexokinazova reakce: KREATIN + GLU - GLU-6-P +ADP
Ox-red (glu-6-PDH): GLU-6-P +NADP* - 6-P glukuronat + NADPH + H*

* méri se rychlost narustu ¢ NADPH pfi 340 nm, coz odpovida
katalytické koncentraci CK ve vzorku



CK

Barevny test (drive)
Defosforylace: KREATIN-P + ADP - KREATIN + ATP

* je mozné stanovit bud uvolnény kreatin, ktery dava barevnou
reakci s diacetylem a a-naftolem

* nebo fosfatovy anion uvolnény hydrolyzou kreatin-P, ktery se
deproteinuje a nasledné stanovuje jako zluty roztok kyseliny
molybdato-vanadato-fosforecné

* izoenzymy muzeme stanovit pomoci ELFO, ionexové
chromatografie, vyuzitim rozdili v kinetickych vlastnostech,
vyuzitim ruzné aktivace SH skupin a imunochemickymi metodami
kam patfi imunoprecipitace, imunoinhibice a stanoveni mass
concentration



Enzymova kinetika — imunoinhibice

CK CK-MM

M
CK-MB M
CK-BB (B

VIFIE=

M
+ANTI-M  |M
B

W|(w[=Z

UV metoda

stanoveni zahrnuje méreni CK aktivity za pfitomnosti monomeru
protilatky CK-M

tato protilatka kompletné inhibuje aktivitu CK-MM a z poloviny
aktivitu CK-MB a zaroven neovlivhuje aktivitu podjednotky B v CK-
MB a CK-BB

uzitim CK metody se kvantitativné stanovi CK-B aktivita

CK-MB aktivita je vypoctena nasobenim CK-B aktivity dvéma
Predpoklad: CK-BB v séru nepritomen (=0)
Potom: CK-B x 2 = CK-MB




ALP

ALP = alkalicka fosfataza

katalyzuje degradaci esteru k. fosfore¢né v alkal. prostredi (pH 8-
10)

3 izoenzymy — placentarniho, strevniho (u osob s krevni sk. B a 0) a
spolecného izoenzymu pro jatra, kostni tkan a ledviny
(elektroforeticky, rozliSeni jaterni a kostni izoformy po vazbé na
lektin

ostaza: kostni izoenzym ALP - stanoveni imunochemické

jaterni izoenzym - nemoci zluCovych cest, hepatopatie

kostni izoenzym - nemoci kosti (Pagetova choroba, rachitis, nadory,
karcinom prostaty, hyperparatyredza)

Diagnostika: hepatobiliarnich onemocnéni a stavu se zvySenym
kostnim obratem



ALP

stanoveni celkového ALP je v pripadé nejasné etiologie
patologickych hodnot mozné doplnit vysetrenim kostni frakce
enzymu

normalni aktivita ALP je v normalnich granulocytech a blastech
zvysena aktivita: gravidita (3 trimestr), stres, infekéni nemoci

zvySena produkce: aplikace glukokortikoid(i, prava polycytémie,
myelofibroza

snizena az nulova aktivita: chronicka myeloidni leukémie
paroxyzmalni no¢ni hemoglobinurie, hypovitamin B, (snizena
aktivita kostniho izoenzymu), aktivni hypofosfatazemie (AR),
hypotyredza, skorbut, nemoci z ozareni, tézké anemie, |écCba
imunosupresivy



ALP

Enzym (ALP): 4-NITROFENYL-P + H,0 — 4-NITROFENOL + fosforeCnan

e stanoveni aktivity se provadi v tzv. transfosforylacnich pufrech
» fosfatova skupina je prenesena na pufr (pH 10,1 - 10,2)

*  mérise prirlstek absorbance pri 401 az 420 nm, kterd je ddna
uvolnénym zlutym 4-nitrofenolatem

* reakci lze startovat jak substratem, tak sérem

e podle typu pouzitého pufru se méni vysledna aktivita ALP a tim i
referencni interval

Metody stanoveni:

« N-methyl-D-glucamin (MEG) (v CR stand.metoda)
e 2-amino-2-methyl-1-propanol (AMP) (IFCC metoda)
* Diethanolamin (DGKC)



ALP

Dalsi metody pro stanoveni:
Imunochemicky (kostni izoenzym)

ELFO (izoE jsou separovany dle rozdilnosti ndbojl vznikajicich
glykosylaci) — seskupena frakce: jaterni + kostni + placentarni

* Inaktivacné-inhibi¢ni metody (inaktivace teplem, ureou nebo AA,
precipitaci specifickym antisérem, vyuziti rozdilné citlivosti k
enzymatické desializaci neuraminidazou)

e Srazeni lektinem
o lektin pSeni¢nych klickt (WGA-Wheat Germ Aglutinin) vykazuje
silnou afinitu pro ¢ast molekuly izoenzymu s navazanou kyselinou

sialovou (nejvice obs. kostni izoE..stfevni izoE ji neobsahuje) —
komplex

o ALP v rozpusténych lyofilizatech je nutné reaktivovat (2 hod pfi lab.
teploté)



GGT

GGT = gama-glutamyltransferaza, drive GMT

* katalyzuje prenos y-glutamylového zbytku z y-glutamylpeptidd na
jiny akceptor ( napfr. peptid nebo AA)

e jatra (zlucové kanalky), ledviny (tubul. bb.), pankreas, strevo,
prostata...

* vazana na cytoplasmatické membrany
* v krvi dokazatelny enzym je jen jaterniho ptvodu

* hepatopatie (zanét, alkohol, Iéky), test chronické konzumace
alkoholu, cholestdza (obstrukce zluc. cest)

e uplatnuje se v procesu regenerace glutationu a ochrané bunék
pred oxidacnim stresem, metabolizmu imunomodulatoru,
degradaci karcinogenu, alkoholu a xenobiotik (ATB, steroidni
hormony)

* vysoka interindividualni variabilita a kratky biologicky polocas



GGT

L-y-glutamyl-p-nitroanilid (GLU-4-NA)
GLUCANE + glygly = GLU-glygly + 5-amino-2-nitrobenzoat (zluty)

nebo L-y-glutamyl-3-karboxy-4-nitroanilid (GLUCANE)

GLU-4-NA + glycylglycin & GLU-glygly + p-nitroanilin (barevny)

méreni priristku absorbance reakéni smési pfi 410 nm
glygly slouzi i jako pufr



AMS

AMS = alfa-amylaza, drive diastaza

katalyzuje stépeni skrobu na maltézu (travici E) - Stépi a-1,4
glykosidické vazby

slinné zlazy, pankreas (do duodena), plice, vajecniky, vejcovody,
prsni zIaza, jatra, placenta...

2 izoenzymy —slinny ( + slinnému podobny), pankreaticky

pankreaticky (akutni pankreatitida — 5-6 hod) a slinny izoenzym
(parotitida) jsou z 97% homologni - sérum obsahuje pfiblizné
stejnou jejich katalytickou c



AMS

Patofyziologie:

pri akutni serosni pankreatititde se zvysuje permeabilita bazalniho
polu acinarnich bunek, v pripadé hemoragicko nekrotizujici
pankreatitidy navic dochazi k jejich nekrdze

pfi chronické pankreatitidé (a fibroznich zménach), litiaze,
obstrukci tumorem dochazi k poruseni prtitoku pankreat. vyvody a
zvyseny tlak zpUsobi rozsireni epitelidlnich istmU a praniku
pankreatickych enzymu do perikapilarnich prostor

diagnosticka hodnota vysetreni je pro onemocnéni pankreatu nizsi
v porovnani s lipazou a stanovenim pankreatického izoenzymu

stanoveni nema prognostickou hodnotu, neodrazi rezidualni
funkéni kapacitu pankreatu.



AMS

Makroamylazémie

pritomnost makroamylasového komplexu (glykosylované izoE s Ig a
jinymi proteiny v séru Mr =400 000 az 2 000 000)

plazmaticka amylaza s IgA nebo IgG

komplex brani gloemrularni filtraci enzymu a prodluzuje biologicky
polocas

prevalence v populaci je asi 0,1 %
stav je Casty u lymfomd, monoklonalnich gamapatii a AIDS

dUsledkem snizeni rendlni elmiminace je 4x elevace amylazy v séru
pti normalni/snizené aktivité v modi



AMS

Metody stanoveni
Enzym (a-glukozidaza): maltéza + H,0 — 2Glu

Metoda IFCC
 S=4,6-ethyliden(G1)-4-NP(G7)-a-(1®4)-D-maltoheptaosid

S + 7Glu + 4-nitrofenol — 2-chloro-4-nitrofenyl-o.-D-maltotriosid

* pusobenim a-AMS je substrat hydrolyzovdn na rtzné oligosacharidy,
obsahujici bud’ ethylidenovou skupinu nebo 4-nitrofenol

e oligosacharidy obsahujici 4-nitrofenol jsou degradovany pomocnym
enzymem a-glukozidazou na glukozu a 4-nitrofenol, jehoz absorbance
se meri pri 405 nm



LPS

LPS = lipaza

katalyzuje hydrolytické stépeni tukut (a-sterovych vazeb
emulgovanych TAG na MAG a MK)

pankreas (do duodena), jatra, cévy, tuk, svaly...

akutni pankreatitida, akutni zvrat (relaps) chronické pankreatitidy,
obstrukce pankreat. cest

izoenzymy: nejvyznamneéjsi pankreaticka lipaza (produkovana
s kolipazou — aktivator vs. soli Zlu€ovych kyselin — inhibitor)

micelarni komplexy ,nerozpustny substrat-kolipaza-zlucova
kyselina (pH 9)



LPS

Patofyziologicky mechanizmus uvolnéni do cirkulace:

pri akutni serosni pankreatititde se zvysuje permeabilita bazalniho
polu acinarnich bunek, v pripadé hemoragicko nekrotizujici
pankreatitidy navic dochazi k jejich nekrdze

pfi chronické pankreatitidé (a fibroznich zménach), litiaze,
obstrukci tumorem dochazi k poruseni prtitoku pankreat. vyvody a
zvyseny tlak zpUsobi rozsireni epitelidlnich istmU a priniku lipazy
do perikapilarnich prostor

zvysena aktivitu lipazy v séru se nachazi u onemocnéni pankreatu,
zejména u akutni pankreatitidy (aktivita roste obvykle paralelné

s AMS), ale existuji i pfipady izolovaného vzestupu aktivity jen
jednoho z téchto pankreatickych enzymu

stanoveni nema prognostickou hodnotu, neodrazi rezidualni
funkéni kapacitu pankreatu



LPS

Stanoveni
Enzym (LPS): TAG a DAG + H,0 — glycerol + 3-,2 MK

* enzymoveé stépeni prirozeného substratu (titracni stanoveni MK)

 metody imunologické (ELISA, latex-aglutinacni)

O nejCastéji se pouziva nefelometrickych a turbidimetrickych
(vétSina souprav obsahuje i kolipazu)

* chromogenni test - fotometricky



LPS

Stanoveni
* chromogenni test - fotometricky
o stanoveni glycerolu
o enzymova kaskada lipazy stépici 1,2-diacylglycerol, glycerol-kinaze,

glycerol-3-fosfatoxidaze a peroxidaze s chromogennim produktem.

glycerol + ATP — glycerol-3-P + ADP
glycerol-3-P + O, — dihydroxyaceton-P + H,0,
H,O, + 4-AAP + derivat fenolu — 4H,0 + barevny derivat

* zcela novy typ techniky stanoveni pankreatické lipazy je zalozen na
zmene vodivosti roztoku uvolnénim mastnych kyselin ze substratu-
trioleinu; detekovana je akustickym snimacem a mérenou
veli¢inou je frekvencni odpovéd.



LPS

Markery akutni pankreatitidy
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CHE
CHE = cholinesteraza

(spravnéji acylcholinacylhydroldza, pseudocholinesteraza)

katalyzuje degradaci estert cholinu a jeho estert (aryl-, alkyl-
esterd, butyrylthiocholinu

v ribozomech jater (sekrece jatry, aktivita v mozku, nervovych bb.,
svalech...)

snizena aktivita: poruchy proteosyntézy - chronické hepatopatie a
hladovéni, alkoholicko-toxicka hepatitida (intoxikace organofosfaty
— nekompetitivni inhibitory)

vicero alel genu pro CHE - rizné fenotypové varianty enzymu maji
rozdilnou afinitu a schopnost degradace cholinu

prakticky vyznam pfi aplikaci sukcinylcholinu v ramci anestézie,

v pripadé nepritomnosti funkéni CHE se pusobeni sukcinylcholinu
na nervosvalové ploténce prodluzuje a apnoe mize trvat mnohem
déle (hrozi i hyperkalémie a srde¢ni arytmie)



CHE

Stanoveni

e S:thioester cholinu (butyrylthiocholinjodid nebo méné ¢asto
acetylthiocholinjodid)

thioestery cholinu + H,0 - thiocholin + butyrat

* chromogennireakce s Cinidlem dle Ellmanové (DNTB = kyselina
5,9 dithio-bis-nitrobenzoova) nebo 4,4 -dithiodipyridinem.

thiocholin + DTNB = 5-merkapto-2-nitrobenzoova kyselina (zlutd)

* mérise narust absorbance mezi 30. a 90. sekundou pri 405 - 410 nm
* analyza se provadi ve fosfatovém pufru o pH 7,7, reakce se startuje S

* CHS muze byt stanovena také imunochemickymi metodami.



Enzymy v moci

NAG = N-acetyl-beta-glukosaminidaza

* v mocise vyuziva napriklad pro ¢asnou detekci nefropatie
(tublopatie) pfi DM, pro sledovani nefrotoxickych ucinkud 1ékd
(cisplatina, tézké kovy, aminoglykosidy), pro odhalovani rejekce
ledviny po transplantaci

e udiabetu predchazi pozitivita NAG pozitivitu mikroalbuminurie.

e stanovuje se jako pomeér ke kreatininu v moci, horni referencni mez
0,004 pkat/mmol kreatininu (tj. 0,25 U/mmol kreatininu)

 U_NAG/U_kreatinin

* fluorometricky, kolorimetricky, spektrofotometricky a pomoci
testacnich prouzk

GGT

e pfrilézi tubularnich bunék ledvin se mize GGT objevit i v moci



Enzymy

Preanalytika pri stanoveni enzymu

e odbér srazlivé (pripadné nesrazlivé — heparinat Li) krve rano
nalacno, pred odbérem nepit alkohol (ALT, AST, GGT, AMS, LPS,
CHS ), bez fyzické namahy (CK, AST, LD), vynechat |éky (je-li to
mozné), pfi odbéru co nejkratsi stazeni paze (CK, AST, LD)

e priodbéru krve na vysetreni AMS vyloucit kontaminaci slinami Ci
potem

* dodrzovat zasady odbéru a vyhnout se hemolyze (LD, ACP, AST,
ALT, CK, AMS ...) — pred vpichem nechat zaschnout dezinf.
prostredek, nevystrikovat krev do zkumavky pres jehlu nebo pfilis
prudce, krev neskladovat v chladnicce, v blizkosti topeni, na slunci,
dodrzovat pomeér antikoagulacniho Cinidla a krve...



Enzymy

Zmeéna referencnich hodnot

O

O

dle pohlavi:
muzi - T CK, GGT (produkce v prostaté), ACP

Zeny - ¥ CHS (pfed menopauzou, vice pfi uzivani p.o.
antikoncepce)

dle véku:
déti - T ALP, ACP, {CK
novo, koj. + T ALT, AST, GGT, LD (novo + TCK)

téehotenstvi:
J CHS, CK, GGT, TALP a AMS (nepankreatickd) — 2. a 3. trimestr



Kazuistika

Jaterni poskozeni

O O O O

mirné

T permeabilita membran: cytoplazmatické enzymy

ALT — mnozstvi postizenych bb., jiz pri postizeni 2 % jater
ASTc (30 %)

LD5 — vsudypritomna, obsolentni vySetreni pro dg. hepatopatii!

tézké: nekrdéza: mitochondrialni enzymy
ASTm (70 %)

De Ritistv kvocient AST/ALT

— prognosticky ukazatel, tize onemocnéni + zohlednit ¢as /doba
od vzniku —t1/2

rozdily t 1/2 aminotransferdz — ALT témér 2x delSi nez AST



Kazuistika

Jaterni poskozeni

O

tézké: nekrdza: mitochondrialni enzymy
AST/ALT > 0,7 (1,0): nekrdza

vyloudit jiny organovy puvod AST — kosterni sval, myokard, ery,
ledviny...

extrémni hodnoty aminotransferaz (T 10 — 100 x): a. virova
hepatitis, toxické poskozeni jater (paracetamol, muchomurka
zelena, organicka rozpoustédla), hypoxie (Sok), pravostranné
srdecni selhani (méstnani)

4 CHS (pseudo)



Kazuistika

Jaterni poskozeni

O

prognosticky ukazatel funkce jater — pocet fungujicich bb. (enzym
syntetizujici se v jatrech)

— nepriznivé znameni: nahly, vyrazny pokles aktivity enzymu
c < 40 ukat/l, akutni toxické postizeni < 10 ukat/I

jiné priciny:
otrava insekticidy (organofosfaty) < 30 ukat/I (inhibice aktivity !)

dédic¢ny nedostatek - vysetrit vzdy pred celkovou anestezii:
nebezpedi podani (dlouhé , probouzeni” po narkdze)



Kazuistika

Cholestaza

e — po urCité dobé pridruzeni hepatocelularniho postizeni

enzymy bun. membrany Zlucovodu:

e GGT - rovné? Tsyntéza (mikrosomalni indukce): léky, toxické latky,
regenerace, nador

« 10x T pfi obstrukci a toxickém pogkozeni

« ALP - pii hepatopatii jaterni i stfevni izoE (¥ inaktivace)

« 3-5x T pfi obstrukci

e déti: Odyssellv sy. (idiopatickd prechodna hyperfosfatazémie) —
tydny az mésice

« 10-20x TALP (atypicka pohyblivost v ELFO)

M. Solcova (Savlova), UKBH FN a LF Plzefi, 11/2002 , korekce 10/2008



