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Enzymy osoczowe w diagnostyce

Wprowadzenie

Wszystkie komorki w organizmach zwierzat maja takie samo DNA, a jednak tworzg bardzo r6zne tkanki.
Dzieje si¢ tak, poniewaz nie kazdy gen ulega ekspresji w kazdej komorce. Biatka, ktore sg niezbedne do
petnienia funkcji przez dany typ komorki sa syntetyzowane, inne nie, dlatego kazdy typ komorki (np.
hepatocyt, wiokno mig$niowe) zawiera swoj wiasny ,,genetyczny odcisk palca” (ang. fingerprint),
determinujacy zestaw enzymow charakterystycznych dla danej komorki.

Enzymologi¢ kliniczng mozna zdefiniowa¢ jako dziedzing zajmujacg si¢ oznaczeniem enzymow
w plynach ustrojowych, zwykle osoczu lub surowicy, wykorzystywang w celach diagnostycznych lub do
monitorowania stanu Kklinicznego. W tabeli 1 zestawiono najczesciej oznaczane enzymy diagnostyczne
oraz materiat uzyty do oznaczen.

Tabela 1. Ptyny ustrojowe wykorzystywane do oznaczen aktywnos$ci wybranych enzymow diagnostycznych.

Enzym Skrot Material do badan aktywnosci
Kinaza kreatynowa CK Surowica, osocze heparynowe
Dehydrogenaza mleczanowa LDH Surowica, 0socze

Aminotransferaza alaninowa ALT Surowica, osocze z heparyna/EDTA
Aminotransferaza asparaginianowa AST Surowica, osocze z heparyna/EDTA
Fosfataza alkaliczna ALP Surowica, osocze heparynowe
Glutamylotransferaza GGT Surowica, osocze z heparyna/EDTA

Aktywno$¢ enzymatyczng w plynach ustrojowych mierzy si¢ monitorujgc zmiany w stezeniu substratu
(ubytek) lub produktu (przyrost) bez bezposredniego pomiaru stezenia enzymu. Generalnie, enzymy sg
obecne w komorkach w znacznie wyzszych stezeniach niz w osoczu. Prawidlowe stezenia enzyméw w
osoczu odzwierciedlajg rownowage miedzy szybkoscig ich syntezy i uwalniania do osocza podczas
obrotu komorkowego a szybkos$cig usuwania ich z krazenia. U zdrowych osobnikéw kazdy enzym ma
dos¢ staly okres pottrwania. Aktywnos$¢ enzymatyczna w osoczu moze byé wyzsza niz normalnie, ze
wzgledu na: proliferacje komorek, wzrost szybkosci obrotu komoérkowego, uszkodzenia komorek,
zwigkszenie syntezy enzymu (indukcja) lub zmniejszony klirens z osocza. Aktywno$¢é enzymatyczna w
osoczu moze by¢ nizsza niz normalnie, ze wzgledu na: zmniejszong synteze enzymu, wrodzony niedobor
lub obecnos¢ odziedziczonych wariantow o stosunkowo niskiej aktywnosci biologicznej (zaleznosé
osobnicza). Poziomy enzymow w osoczu zaleza od stopnia uszkodzenia komorki i szybkosci ich
uwalniania z uszkodzonych komorek. Zwiekszenie przepuszczalno$ci btony komorkowej powoduja
m.in.: niedotlenienie, zapalenia, leki/trucizny, obrzek komoérkowy. W przypadku braku uszkodzenia
komorek szybkos¢ uwalniania zalezy od stopniu indukcji syntezy enzymow i szybkosci proliferacji
komorek.

Enzymy wewnatrzkomorkowe (endoenzymy) to enzymy, ktore dziataja w komorce. Enzymy
dziatajace wewnatrz komoérek sa odpowiedzialne za katalizowanie milionow reakcji zachodzacych w
szlakach metabolicznych, takich jak np. glikoliza w mitochondriach. Enzymy zewnatrzkomérkowe
(egzoenzymy) sa syntetyzowane wewnatrz komorki, a nastepnie wydzielane na zewnatrz, gdzie ich
funkcja jest czgsto rozklad ztozonych makroczasteczek na mniejsze jednostki, ktore maja wnikna¢ do
komorki i zosta¢ przez nig wykorzystane (np. proteazy trawienne). Dystrybucja enzyméw w komorkach
jest rozna. Na przyktad, aminotransferaza alaninowa (ALT) i dehydrogenaza mleczanowa (LDH) sa
zlokalizowane glownie w cytoplazmie, Dehydrogenaza glutaminianowa (GDH) wystepuje w
mitochondriach, podczas gdy aminotransferaza asparaginianowa (AST) wystepuje w obu tych
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przedziatach komérkowych. Na podstawie wartosci aktywno$ci enzymow znajdujacych si¢ we krwi,
mozemy decydowaé o stopniu uszkodzenia tkanek. Jes$li do krwi dostang si¢ tylko enzymy cytozolowe,
uposledzenie jest fagodniejsze niz w przypadku wystgpowania enzymow mitochondrialnych.

Catkowite stezenie enzymOw w osoczu jest mniejsze niz 1 g/l, ale do celow diagnostycznych nie
stosuje si¢ okreslenia ,stezenie enzymu”, tylko ,,aktywno$§¢ enzymu”. Niektore produkty reakcji
enzymatyczne] moga by¢ mierzone bezposrednio, np. w przypadku oznaczania fosfatazy alkalicznej
(ALP) (Rys. 1), jednak wigkszo$¢ metod pomiaru aktywno$ci enzyméw opiera si¢ o reakcje
wieloetapowe, np. w przypadku oznaczania kinazy kreatynowej (CK) (Rys. 2), ktére w ostatnim etapie
generuja NAD(P)H+H*, a mierzona w spektrofotometrze zmiana absorbancji przy 340 nm jest wprost
proporcjonalna do aktywno$ci badanego enzymu. Oznacza to, ze pomiary aktywno$ci enzyméw sa
metodo-zalezne. Wyniki pomiaréw podaje si¢ w jednostkach migdzynarodowych w przeliczeniu na litr.
Jednostke migdzynarodowa (IU, U) aktywnos$ci enzymu mozna zdefiniowaé jako takg ilo§¢ enzymu,
ktora w okreslonych warunkach katalizuje przeksztatcenie 1 pmola substratu w czasie jednej minuty.

ALP
2-amino-2metylo-1-propanol + p-nitrofenylofosforan + H,0 «~————— 4-nitrofenol + fosforan 2-amino-2metylo-1-propanolu

Rys. 1. Schemat reakcji zachodzacych w trakcie oznaczania aktywnosci ALP. Szybko$¢ powstawania 4-nitrofenolu mierzona
kolorymetrycznie przy 410 nm jest wprost proporcjonalna do aktywnosci ALP.

CK
fosforan kreatyny + ADP «——— kreatyna + ATP
HK
ATP + glukoza ADP + glukozo-6-fosforan
G6P-DH

glukozo-6-fosforan + NADP 6-fosfoglukonolakton + NADPH+H*

Rys. 2. Schemat reakcji zachodzacych w trakcie oznaczania aktywnosci CK. HK — heksokinaza, G6P-DH — dehydrogenaza
glukozo-6-fosforanowa. Szybkos¢ powstawania NADPH-+H* mierzona kolorymetrycznie przy 340 nm jest wprost proporcjonalna
do aktywnos$ci CK.

Warunki, w ktorych przeprowadzana jest reakcja enzymatyczna mogg rézni¢ si¢ miedzy laboratoriami.
Wybor substratu, kofaktorow, buforu, reakcji drugorzgdowych, temperatury wplywaja na ostateczny
wynik pomiaru. Temperatura reakcji enzymatycznej jest powszechnie wystandaryzowana i zazwyczaj
wynosi 37°C, niekiedy zdarzajg si¢ jednak wyjatki (np. 25°C, 30°C).

Jednym z najbardziej rozdystrybuowanych w obrebie organizmu enzymow jest fosfataza
alkaliczna. Jest biatkiem zewngtrznej btony plazmatycznej odpowiedzialnym za transport jondéw
fosforanowych przez blony i uczestniczacym w interakcji miedzy osteoblastami a macierza
nieorganiczng. Do pomiaru aktywnosci ALP wykorzystuje si¢ surowice lub osocze uzyskane z krwi
heparynizowanej. Istnieje kilka izoenzyméw ALP - wszystkie katalizuja hydroliz¢ ro6znych
monofosforanow, a ich optymalnym $rodowiskiem, w ktérym dziataja jest pH zasadowe. 1zoenzymy ALP
obecne sg m.im w osteoblastach, komdrkach watroby i Scianie jelit. Zakres warto$ci referencyjnych
aktywnosci catkowitej ALP w oosczu jest dosy¢ szeroki, u wiekszo$ci gatunkéw nie przekracza 300 TU/I,
u koni migséci si¢ w granicach 100-500 IU/l. Normalnie wyzsze aktywnosci ALP odnotowuje si¢ u
miodych osobnikéw, u ktorych aktywno$é osteoblastow jest wysoka, a takze w zaawansowanej Cigzy.
Pomiar aktywnosci ALP jest mocno zalezny od uzytej metody, zwlaszcza od stosowanego buforu, dlatego
tez otrzymane wyniki mogg roznic¢ si¢ migdzy laboratoriami. Do pomiaru aktywnosci catkowitej ALP
wykorzystuje si¢ test kolorymetryczny, w ktorym 4-nitrofenylofosforan hydrolizowany jest do 4-
nitrofenolanu. W przypadku potrzeby okre$lenia aktywnosci danego izoenzymu stosuje sie r6zne metody,
m.in. r6znicowg inaktywacj¢ cieplng, stosowanie inhibitorow chemicznych, wytracanie z lektynami,
rozdzial HPLC, rozdziat elektroforetyczny na zelu celulozowo-octowym lub poliakrylamidowym,
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oznaczenie izoelektryczne, test zahamowania immunologicznego lub badania immunologiczne.
Patologicznie podwyzszony poziom ALP w osoczu moze $wiadczy¢ o chorobach/uszkodzeniach kosci,
chorobach watroby, chorobie Cushinga, chorobach przewodu zotciowego. Niespecyficzny wzrost
aktywno$ci ALP w osoczu moze tez by¢ wynikiem przewlektych chorob skory u psoéw, znieczulenia
barbituranowego, lub pojawia¢ si¢ w przypadku réznych typéw neoplazji. Przy oznaczania aktywnos$ci
ALP niezwykle wazne jest stosowanie odpowiednich probéwek do pobierania krwi. Wartosci falszywie
niskie moga wynika¢ z nieprawidlowego pobrania materiatu na cytrynian, EDTA lub octan. Zdarzaja si¢
rowniez falszywie zanizone wyniki spowodowane przyjmowaniem lekow, np. doustnych srodkow
antykoncepcyjnych. Trudno$ci interpretacujne sprawiaja rowniez wartosci falszywie wysokie, ktore
zwykle towarzysza przyjmowaniu lekow, np.: allopurynol, cyklofosfamid, erytromycyna, metotreksat,
ryfampicyna, ranitydyna, fenytoina, oksacylina, izoniazyd.

W badaniu norm aktywnosci enzymatycznej czgsto przy podawaniu wynikow postugujemy sig
wartoscig $rednig i odchyleniem standardowym danego enzymu, ktére Sg najbardziej wiarogodne dla
wynikow o rozktadzie normalnym. Jednak w przypadku wielu enzymoéw, zwiaszcza u koni, aktywnosé
enzymatyczna rzadziej ma rozktad normalny, czesciej zdarza si¢ rozktad asymetryczny (Rys. 3). Takie
nierownomierne roztozenie wynikow w obrebie danego gatunku zwierzecia prowadzi do wytworzenia
tzw. ,,szarej strefy” i probleméw w interpretacji uzyskanych wynikow. Najczesciej dotyczy to analizy
aktywnosci CK, AST i ALP u koni.
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Rys. 3. Schematyczne przedstawienie dystrybucji wynikéw oznaczen aktywnosci enzyméw w osoczu, ukazujace jak
nieréwnomierny rozktad wynikow normalnych prowadzi do powstania dos¢ szerokiej szarej strefy.
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