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Enzymy osoczowe w diagnostyce       
 

Wprowadzenie  

 
Wszystkie komórki w organizmach zwierząt mają takie samo DNA, a jednak tworzą bardzo różne tkanki. 

Dzieje się tak, ponieważ nie każdy gen ulega ekspresji w każdej komórce. Białka, które są niezbędne do 

pełnienia funkcji przez dany typ komórki są syntetyzowane, inne nie, dlatego każdy typ komórki (np. 

hepatocyt, włókno mięśniowe) zawiera swój własny „genetyczny odcisk palca” (ang. fingerprint), 

determinujący zestaw enzymów charakterystycznych dla danej komórki. 

Enzymologię kliniczną można zdefiniować jako dziedzinę zajmującą się oznaczeniem enzymów 

w płynach ustrojowych, zwykle osoczu lub surowicy, wykorzystywaną w celach diagnostycznych lub do 

monitorowania stanu klinicznego. W tabeli 1 zestawiono najczęściej oznaczane enzymy diagnostyczne 

oraz materiał użyty do oznaczeń. 

 
Tabela 1. Płyny ustrojowe wykorzystywane do oznaczeń aktywności wybranych enzymów diagnostycznych. 

Enzym Skrót Materiał do badań aktywności 

Kinaza kreatynowa CK Surowica, osocze heparynowe 

Dehydrogenaza mleczanowa LDH Surowica, osocze 

Aminotransferaza alaninowa ALT Surowica, osocze z heparyną/EDTA 

Aminotransferaza asparaginianowa AST Surowica, osocze z heparyną/EDTA 

Fosfataza alkaliczna ALP Surowica, osocze heparynowe 

Glutamylotransferaza GGT Surowica, osocze z heparyną/EDTA 

 

Aktywność enzymatyczną w płynach ustrojowych mierzy się monitorując zmiany w stężeniu substratu 

(ubytek) lub produktu (przyrost) bez bezpośredniego pomiaru stężenia enzymu. Generalnie, enzymy są 

obecne w komórkach w znacznie wyższych stężeniach niż w osoczu. Prawidłowe stężenia enzymów w 

osoczu odzwierciedlają równowagę między szybkością ich syntezy i uwalniania do osocza podczas 

obrotu komórkowego a szybkością usuwania ich z krążenia. U zdrowych osobników każdy enzym ma 

dość stały okres półtrwania. Aktywność enzymatyczna w osoczu może być wyższa niż normalnie, ze 

względu na: proliferację komórek, wzrost szybkości obrotu komórkowego, uszkodzenia komórek, 

zwiększenie syntezy enzymu (indukcja) lub zmniejszony klirens z osocza. Aktywność enzymatyczna w 

osoczu może być niższa niż normalnie, ze względu na: zmniejszoną syntezę enzymu, wrodzony niedobór 

lub obecność odziedziczonych wariantów o stosunkowo niskiej aktywności biologicznej (zależność 

osobnicza). Poziomy enzymów w osoczu zależą od stopnia uszkodzenia komórki i szybkości ich 

uwalniania z uszkodzonych komórek. Zwiększenie przepuszczalności błony komórkowej powodują 

m.in.: niedotlenienie, zapalenia, leki/trucizny, obrzęk komórkowy. W przypadku braku uszkodzenia 

komórek szybkość uwalniania zależy od stopniu indukcji syntezy enzymów i szybkości proliferacji 

komórek. 

Enzymy wewnątrzkomórkowe (endoenzymy) to enzymy, które działają w komórce. Enzymy 

działające wewnątrz komórek są odpowiedzialne za katalizowanie milionów reakcji zachodzących w 

szlakach metabolicznych, takich jak np. glikoliza w mitochondriach. Enzymy zewnątrzkomórkowe 

(egzoenzymy) są syntetyzowane wewnątrz komórki, a następnie wydzielane na zewnątrz, gdzie ich 

funkcją jest często rozkład złożonych makrocząsteczek na mniejsze jednostki, które mają wniknąć do 

komórki i zostać przez nią wykorzystane (np. proteazy trawienne). Dystrybucja enzymów w komórkach 

jest różna. Na przykład, aminotransferaza alaninowa (ALT) i dehydrogenaza mleczanowa (LDH) są 

zlokalizowane głównie w cytoplazmie, Dehydrogenaza glutaminianowa (GDH) występuje w 

mitochondriach, podczas gdy aminotransferaza asparaginianowa (AST) występuje w obu tych 
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przedziałach komórkowych. Na podstawie wartości aktywności enzymów znajdujących się we krwi, 

możemy decydować o stopniu uszkodzenia tkanek. Jeśli do krwi dostaną się tylko enzymy cytozolowe, 

upośledzenie jest łagodniejsze niż w przypadku występowania enzymów mitochondrialnych. 

Całkowite stężenie enzymów w osoczu jest mniejsze niż 1 g/l, ale do celów diagnostycznych nie 

stosuje się określenia „stężenie enzymu”, tylko „aktywność enzymu”. Niektóre produkty reakcji 

enzymatycznej mogą być mierzone bezpośrednio, np. w przypadku oznaczania fosfatazy alkalicznej 

(ALP) (Rys. 1), jednak większość metod pomiaru aktywności enzymów opiera się o reakcje 

wieloetapowe, np. w przypadku oznaczania kinazy kreatynowej (CK) (Rys. 2), które w ostatnim etapie 

generują NAD(P)H+H+, a mierzona w spektrofotometrze zmiana absorbancji przy 340 nm jest wprost 

proporcjonalna do aktywności badanego enzymu. Oznacza to, że pomiary aktywności enzymów są 

metodo-zależne. Wyniki pomiarów podaje się w jednostkach międzynarodowych w przeliczeniu na litr. 

Jednostkę międzynarodową (IU, U) aktywności enzymu można zdefiniować jako taką ilość enzymu, 

która w określonych warunkach katalizuje przekształcenie 1 µmola substratu w czasie jednej minuty.  

 

 
 
Rys. 1. Schemat reakcji zachodzących w trakcie oznaczania aktywności ALP. Szybkość powstawania 4-nitrofenolu mierzona 

kolorymetrycznie przy 410 nm jest wprost proporcjonalna do aktywności ALP. 

 

 

 
 
Rys. 2. Schemat reakcji zachodzących w trakcie oznaczania aktywności CK. HK – heksokinaza, G6P-DH – dehydrogenaza 

glukozo-6-fosforanowa. Szybkość powstawania NADPH+H+ mierzona kolorymetrycznie przy 340 nm jest wprost proporcjonalna 

do aktywności CK. 

 

 

Warunki, w których przeprowadzana jest reakcja enzymatyczna mogą różnić się między laboratoriami. 

Wybór substratu, kofaktorów, buforu, reakcji drugorzędowych, temperatury wpływają na ostateczny 

wynik pomiaru. Temperatura reakcji enzymatycznej jest powszechnie wystandaryzowana i zazwyczaj 

wynosi 37°C, niekiedy zdarzają się jednak wyjątki (np. 25°C, 30°C). 

Jednym z najbardziej rozdystrybuowanych w obrębie organizmu enzymów jest fosfataza 

alkaliczna. Jest białkiem zewnętrznej błony plazmatycznej odpowiedzialnym za transport jonów 

fosforanowych przez błony i uczestniczącym w interakcji między osteoblastami a macierzą 

nieorganiczną. Do pomiaru aktywności ALP wykorzystuje się surowicę lub osocze uzyskane z krwi 

heparynizowanej. Istnieje kilka izoenzymów ALP - wszystkie katalizują hydrolizę różnych 

monofosforanów, a ich optymalnym środowiskiem, w którym działają jest pH zasadowe. Izoenzymy ALP 

obecne są m.im w osteoblastach, komórkach wątroby i ścianie jelit. Zakres wartości referencyjnych 

aktywności całkowitej ALP w oosczu jest dosyć szeroki, u większości gatunków nie przekracza 300 IU/l, 

u koni mięści się w granicach 100-500 IU/l. Normalnie wyższe aktywności ALP odnotowuje się u 

młodych osobników, u których aktywność osteoblastów jest wysoka, a także w zaawansowanej ciąży. 

Pomiar aktywności ALP jest mocno zależny od użytej metody, zwłaszcza od stosowanego buforu, dlatego 

też otrzymane wyniki mogą różnić się między laboratoriami. Do pomiaru aktywności całkowitej ALP 

wykorzystuje się test kolorymetryczny, w którym 4-nitrofenylofosforan hydrolizowany jest do 4-

nitrofenolanu. W przypadku potrzeby określenia aktywności danego izoenzymu stosuje się różne metody, 

m.in. różnicową inaktywację cieplną, stosowanie inhibitorów chemicznych, wytrącanie z lektynami, 

rozdział HPLC, rozdział elektroforetyczny na żelu celulozowo-octowym lub poliakrylamidowym, 
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oznaczenie izoelektryczne, test zahamowania immunologicznego lub badania immunologiczne. 

Patologicznie podwyższony poziom ALP w osoczu może świadczyć o chorobach/uszkodzeniach kości, 

chorobach wątroby, chorobie Cushinga, chorobach przewodu żółciowego. Niespecyficzny wzrost 

aktywności ALP w osoczu może też być wynikiem przewlekłych chorób skóry u psów, znieczulenia 

barbituranowego, lub pojawiać się w przypadku różnych typów neoplazji. Przy oznaczania aktywności 

ALP niezwykle ważne jest stosowanie odpowiednich probówek do pobierania krwi. Wartości fałszywie 

niskie mogą wynikać z nieprawidłowego pobrania materiału na cytrynian, EDTA lub octan. Zdarzają się 

również fałszywie zaniżone wyniki spowodowane przyjmowaniem leków, np. doustnych środków 

antykoncepcyjnych. Trudności interpretacujne sprawiają również wartości fałszywie wysokie, które 

zwykle towarzyszą przyjmowaniu leków, np.: allopurynol, cyklofosfamid, erytromycyna, metotreksat, 

ryfampicyna, ranitydyna, fenytoina, oksacylina, izoniazyd. 

W badaniu norm aktywności enzymatycznej często przy podawaniu wyników posługujemy się 

wartością średnią i odchyleniem standardowym danego enzymu, które są najbardziej wiarogodne dla 

wyników o rozkładzie normalnym. Jednak w przypadku wielu enzymów, zwłaszcza u koni, aktywność 

enzymatyczna rzadziej ma rozkład normalny, częściej zdarza się rozkład asymetryczny (Rys. 3). Takie 

nierównomierne rozłożenie wyników w obrębie danego gatunku zwierzęcia prowadzi do wytworzenia 

tzw. „szarej strefy” i problemów w interpretacji uzyskanych wyników. Najczęściej dotyczy to analizy 

aktywności CK, AST i ALP u koni.  

 

 

 
Rys. 3. Schematyczne przedstawienie dystrybucji wyników oznaczeń aktywności enzymów w osoczu, ukazujące jak 

nierównomierny rozkład wyników normalnych prowadzi do powstania dość szerokiej szarej strefy. 
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