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Znaczenie diagnostyki laboratoryjnej

Podstawg metabolizmu jest sie¢ uktaddéw enzymatycznych, ktérych skoordynowana dziatalnos¢ zapewnia
uzyskanie i wykorzystanie niezbednych do zycia substancji oraz energii. Znajomo$¢ poszczegdlnych przemian
metabolicznych, jak i mechanizmu dziatania enzymdw, oraz ich wtasciwosci pozwalajg na zrozumienie znaczenia tych
zjawisk dla wtasciwego funkcjonowania zywego organizmu. Aby jednak organizm jako cato$é funkcjonowat wtasciwie,
niezbedna jest prawidtowa koordynacja poszczegdlnych przemian na poziomie komérki, tkanki, narzadu i wreszcie
catego organizmu. Jesli koordynacja zawiedzie mamy najczesciej do czynienia z chorobg, co objawia sie zmianami

stezen metabolitéw, hormondw czy aktywnosci enzymadw.

Dzieki coraz wiekszym mozliwo$ciom aparaturowym jestesmy w stanie $ledzi¢ coraz wiecej reakcji i odkrywaé drogi
przekazywania sygnatéw zaréwno pomiedzy srodowiskiem zewnetrznym a organizmem, jak i wewnatrz organizmu. Ta

wiedza wykorzystywana jest nie tylko dla celéw poznawczych, ale takze diagnostycznych i terapeutycznych.

Diagnostyka laboratoryjna otwiera przed lekarzami ogromne mozliwosci ,podglgdania”, co sie dzieje w komérce i
poréwnywania tego pomiedzy zdrowym a chorym osobnikiem. Aby jednak wykorzysta¢ te mozliwosci, jakie niesie ze
sobg nowoczesna diagnostyka laboratoryjna, niezbedna jest wiedza nie tylko co i kiedy oznacza¢, ale takze jak
interpretowad otrzymany wynik. Do tego z kolei niezbedny jest zaséb wiedzy o podstawach metabolizmu i jego

koordynacji, ktéra odbywa sie na wielu poziomach.
Diagnostyka enzymologiczna

Mechanizm dziatania enzymodw i ich wtasciwosci, o ktérych uczymy sie podczas zajec¢ z enzymologii, dotyczg
najczesciej wyizolowanych enzymoéw. W komdrkach mamy do czynienia z reguty z uktadami wieloenzymowymi,
podlegajgcymi réznym wptywom. Co wiecej, uktady te mogga byc¢ zlokalizowane w réznych przestrzeniach komérki,

tworzac tzw. topografie enzymatyczng (kompartmentacja).

Cechg metabolizmu komérkowego jest istnienie wielu przebiegajgcych niemal réwnoczesnie toréw metabolicznych,
ktére wymagajg wzajemnej koordynacji wielu uktadéw wieloenzymowych, a takze podlegaja specyfice narzagdowej. W
uktadach wieloenzymowych poszczegdlne reakcje sprzezone sg poprzez wspélne metabolity jako produkty jednych, a

substraty nastepnych.

Koordynacja uktadéw wieloenzymowych wymaga dostosowania szybkosci przebiegu poszczegdlnych reakcji w danym

procesie. Szybkos¢ reakcji zalezy od:

o ilosci czastek enzymu, ktdra z kolei jest skutkiem regulacji szybkosci proceséw syntezy i rozktadu biatek

enzymatycznych (regulacja biosyntezy biatka),
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e szybkosci przeksztatcania substratu, zalezna od stezenia metabolitéw, lokalnego pH, ewentualnie potencjatu
redox, hamowania przez produkt, obecno$é¢ inhibitorow Ilub aktywatoréw, o czym moéwi kinetyka

enzymatyczna.

Oprécz kompartmentacji wptyw na regulacje aktywnosci enzymdéw ma swoistosé substratowa oraz swoistosc¢ reakgc;ji.
Pamietac nalezy takze o wptywie regulacyjnym hormondw oraz uktadu nerwowego. Co wiecej, znaczenie maja tu takze

dostepnosc i asocjacja/dysocjacja koenzymadw, jony metali, obecnos$¢ miejsc tagczenia ligandow i same ligandy.

Stan bton komérkowych moze mieé¢ znaczenie dla wtasciwej aktywnosci niektérych enzymoéw. W warunkach
fizjologicznych przepuszczalnosé bton komérkowych i mitochondrialnych jest wybidrcza dla metabolitéw oraz jondw i
moze tym samym nadawac kierunek reakcjom enzymatycznym. W momencie zmian w przepuszczalnosci dochodzi nie
tylko do ,,wyciekania” niektorych biatek enzymatycznych, ale takze zmian w stezeniach niezbednych metabolitéw. Np.
uwaza sie, ze aminotransferaza alaninowa zlokalizowana w cytozolu przeksztatca pirogronian w alanine, za$
mitochondrialna przeprowadza reakcje odwrotng przeksztatcenia alaniny w pirogronian. W przypadku
aminotransferazy asparaginianowej enzym zlokalizowany w cytozolu przeksztatca szczawiooctan w asparaginian,

podczas gdy ten z mitochondrium katalizuje przemiane asparaginianu w szczawiooctan.

W niektérych przypadkach mozna méwié o genetycznej kontroli aktywnosci enzymow. Istniejg choroby genetyczne w
przebiegu ktdrych dochodzi do zaburzen w syntezie niektérych biatek enzymatycznych co prowadzi do blokéow
metabolicznych wynikajgcych z braku lub znaczgcego obnizenia aktywnosci niektorych enzymow. Przyktadami sg

albinizm, fenyloketonuria, alkaptonuria pojawiajgce sie w przemianach aminokwasow fenyloalaniny i tyrozyny.
Zasady dobrej praktyki laboratoryjnej

Dla wiarygodnosci wynikéw badan laboratoryjnych kluczowe znaczenie ma wtasciwe pobranie préby nie tylko pod
wzgledem technicznym, ale takze specyfiki dla danej jednostki chorobowej, odpowiednie jej oznaczenie i
przechowywanie, a takze rzetelne wykonanie oznaczen w laboratorium. Ostatecznym etapem wykorzystania
nowoczesnej i obiektywnej diagnostyki laboratoryjnej jest poprawna interpretacja otrzymanego wyniku polegajgca na
logicznej analizie poréwnawczej objawdw, selekcji jednostek chorobowych oraz wtasciwym wyborze rozpoznania w
oparciu o caty kompleks znanych faktéw. Nie wolno zapominac o wplywie stosowanych przez pacjenta lekéw, z ktérych
cze$¢ moze hamowaé aktywnosci niektérych enzymoéw, a takze o istniejgcych schorzeniach towarzyszgcych

komplikujgcych obraz kliniczny.
Do badan laboratoryjnych moga by¢ wykorzystane:
o krew petna - przewaznie pobierana jest do oznaczerr morfologicznych elementéw krwi, a takze odczynu

Biernackiego, parametréow uktadu krzepniecia czy gazometrycznych;
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e osocze - uzyskuje sie po odwirowaniu krwi petnej pobranej do probdwki z antykoagulantem. Rdine
antykoagulanty majg swoj charakterystyczny mechanizm dziatania prowadzacy do zahamowania procesu
krzepniecia (EDTA poprzez wigzanie jonéw Ca®* niezbednych do aktywacji poszczegdlnych czynnikéw
krzepniecia, heparyna poprzez hamowanie przeksztatcania protrombiny w trombine i trombiny w fibrynogen),

e surowica - uzyskuje sie po odwirowaniu krwi pobranej do suchej probéwki na tzw ,,skrzep”;

e mocz - w zaleznosci od potrzeb pobiera sie albo poranng prébke albo dokonuje sie zbidrki catodobowej,
poddaje sie badaniu wtasciwosci fizyczne, jak i sktad chemiczny moczu oraz mikroskopowy obraz osadu;

o ptyny przesiekowe - przedostajg sie do jam ciata z fozyska naczyniowego przez jego nie uszkodzong sciane
wskutek wzmozonego cisnienia hydrostatycznego lub obnizonego cisnienia onkotycznego; pobiera sie poprzez
naktucie jam optucnej, osierdziowej oraz otrzewnowej; poddaje sie badaniu wtasciwosci fizycznych ptynu oraz
morfologicznych i biochemicznych, a takze dokonuje sie analizy rozmazu z osadu;

e ptyny wysiekowe - przedostajg sie do jam ciata na skutek zmian przepuszczalnosci $cian naczyn krwionosnych
lub chtonnych; pobiera sie poprzez naktucie jam optucnej, osierdziowej oraz otrzewnowej; poddaje sie badaniu
wiasciwosci fizycznych ptynu oraz morfologicznych i biochemicznych a takze dokonuje sie analizy rozmazu z
osadu;

e ptyn mézgowo-rdzeniowy - pobiera sie poprzez naktucie ledzwiowe lub podpotyliczne; wykonuje sie badania

cytologiczne, biochemiczne oraz okresla sie wtasciwosci fizyczne ptynu.
Niektére typowe przyczyny zmian aktywnosci enzymoéw we krwi :

e zwiekszona proliferacja komoérek i indukcja enzymow,

e zmiany w eliminacji enzymu,

e zmiana przepuszczalnosci bton komérkowych (uwalnianie cytoplazmatycznych enzymoéw wskaznikowych),

e rozpad komdrek w wyniku procesu patologicznego (uwolnienie enzymoéw wskaznikowych,

e uposledzenie syntezy (spadek aktywnosci enzymdw gtéwnie sekrecyjnych w wyniku zniszczenia tkanki
przez proces chorobowy),

e utrudniony odptyw wydzieliny gruczotu zawierajgcej enzymy sekrecyjne (np. cholestaza).
Znaczenie diagnostyczne oznaczania aktywnosci enzymow

e enzymy sekrecyjne - wydzielane np. do tozyska naczyniowego, gdzie petnig swojg biologiczng role
(cholinesteraza, proteazy uktadu krzepniecia i fibrynolizy),
e enzymy ekskrecyjne - wydzielane gtéwnie na zewnatrz np. do $wiatta przewodu pokarmowego (amylaza,

lipaza),
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e enzymy wskaznikowe (wewngtrzkomdrkowe) - uwalniane podczas rozpadu komérek dlatego ich rosnaca

aktywnos¢ w osoczu moze wskazywaé na sam fakt przerwania ciggtosci bton komérkowych, jak i rodzaj

uszkodzonej tkanki i rozlegtos$¢ uszkodzenia (AST, ALT, LDH, CK).
Aminotransferaza alaninowa (ALT)
Katalizowana reakcja: kwas glutaminowy + kwas pirogronowy <—> a-ketoglutaran + alanina

Wystepuje we wszystkich komdrkach, ale w niejednakowych ilosciach. Opisano kilka izoform enzymu
charakterystycznych narzgdowo. Aktywnos$é mierzona we krwi stanowi wypadkowa poszczegdlnych izoform. Znane sg
metody identyfikacji poszczegdlnych izoform, co pozwala na stwierdzenie, ktorej izoformy dotyczy wzrost aktywnosci
a tym samym ktdrego narzadu dotyczy proces chorobowy. Najwyzsze aktywnosci wystepujg w watrobie i kolejno w
nerkach, sercu, miesniach i trzustce. Istotne jest nie tylko jednorazowe stwierdzenie zmian w aktywnosci, ale takze

monitorowanie zmian w czasie, co pozwala na prognozowanie postepow w leczeniu.

Wzrost aktywnosci wskazuje na rozlegte uszkodzenia komdrek, a nie zaburzenia funkcji narzadu. Pojawia sie w

nastepujacych przypadkach:

e nowotwory watroby, zapalenia trzustki, hemoliza in vitro i in vivo,

o cholestazy watrobowe, marskos$¢ watroby, leczenie duzymi dawkami salicylandw,

e wirusowe zapalenie watroby, toksyczne uszkodzenia watroby, niewydolno$¢ krazenia W stanach ostrych
wzrost moze aktywnosci by¢ nawet 100 krotny podczas gdy w stanach przewlektych 4 do 10 krotny. Surowica

ze $sladami hemolizy daje fatszywie zawyzone wynikdw. Surowice mozna przechowywac do tygodnia w 4°C.
Aminotransferaza asparaginianowa (AST)
Katalizowana reakcja: kwas glutaminowy + kwas szczawiooctowy <—> a-ketoglutaran + kwas asparaginowy

Podobnie jak ALT wystepuje w kilku izoformach o najwyzszej aktywnosci w miesniu sercowym i kolejno w watrobie,
miesniach szkieletowych, nerkach, trzustce i $ledzionie. W diagnostyce laboratoryjnej stosuje sie wskaznik de Ritisa
okreslajacy stosunek aktywnosci AST/ALT, ktéry u zdrowych osobnikdw wynosi 2:1. Wskaznik ten moze ulec zmianie

w réznych stanach chorobowych co pozwala wnioskowac¢ o rodzaju uszkodzen tkanek.
Wzrost aktywnosci pojawia sie:

e marskos¢ watroby, zapalenia trzustki, hemoliza in vitro i in vivo,

e choroby miesni szkieletowych, przewlekte zapalenie watroby, zabiegi chirurgiczne, pasozyty, niedobdr selenu
i witaminy E,

e zawatf miesnia sercowego, wirusowe zapalenie watroby, toksyczne uszkodzenie watroby, nowotwory watroby,

intensywny wysitek u koni sportowych.
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Amylaza (AMS)

Zaliczana jest do grupy enzymoéw ekskrecyjnych wydzielanych do $wiatta przewodu pokarmowego. Hydrolizuje a-1,4-
glikany zbudowane z co najmniej 3 reszt glukozy. Najwtasciwszymi substratami sg jednak wielocukry nalezace do -
glikanéw jak amylozy, amylopektyny i glikogeny, ktére sg metabolizowane do dekstryn maltotriozy maltozy i
niewielkich ilosci glukozy. Syntetyzowana gtéwnie w trzustce, a takze w sliniankach, watrobie i mig$niach. Jest

oznaczana w diagnozowaniu choréb trzustki.

Wzrost aktywnosci amylazy we krwi powoduje jej wydalanie z moczem przez nieuszkodzone kitebuszki nerkowe (jest
biatkiem niskoczgsteczkowym) - mozna monitorowa¢ w moczu schorzenia trzustki. W przypadku uszkodzenia nerek

wzrost aktywnosci enzymu w krgzeniu moze sie utrzymywacé mimo poprawy stanu trzustki.
Wzrost aktywnosci wskazuje na:

e ostre zapalenie trzustki, niedroznos¢ jelit, kwasice ketonowa w cukrzycy, niewydolnos¢ nerek,

hyperadrenokortycyzm, niedroznosé gruczotéw Slinowych .

Spadek aktywnosci:

e martwica trzustki, rozlegte oparzenia, zatrucia metalami ciezkimi.
Lipaza (LP)
Katalizuje rozktad estrow glicerolu i kwasow ttuszczowych. Potwierdza obecnosé procesu patologicznego w trzustce.
Wzrost aktywnosci obserwuje sie:

e ostre zapalenie trzustki, nowotwory trzustki, choroby nerek, niedroznos¢ jelit.
Hemoliza w badanej surowicy powoduje zanizanie wyniku, poniewaz hemoglobina hamuje aktywnos¢ lipazy.
Dehydrogenaza mleczanowa (LDH)
Katalizowana reakcja: kwas mlekowy + NAD <—> kwas pirogronowy + NADH,

Enzym cytoplazmatyczny wystepujgcy we wszystkich komarkach: mdzg, erytrocyty, miesien sercowy, leukocyty, nerki,
watroba, ptuca. Sktada sie z 4 taricuchdw - typu M dla narzgddéw majgcych mniejsze zapotrzebowanie na tlen, typu H

dla narzagdéw o nasilonej przemianie tlenowej. Wyrdznia sie 5 izoenzyméw tkankowo specyficznych.
Wzrost aktywnosci obserwuje sie:

o choroby watroby, niedokrwistos¢ hemolityczna, biataczka, choroby miesni szkieletowych, zapalenie ptuc,

zawat miesnia sercowego, dtugotrwaty stres.
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Slady hemolizy w surowicy powodujg uzyskanie fatszywie zawyzonych wynikéw ze wzgledu na duzg zawarto$¢ LDH w

erytrocytach.
y-Glutamylotranspeptydaza (GGT)

Jest enzymem zwigzanym z btonami plazmatycznymi. Katalizuje przeniesienie grupy y-glutamylowej z donora na
odpowiedni akceptor. Donorami mogg by¢ glutation lub y-glutamylowe peptydy a akceptorami glicylo-glicyna, a-

aminokwasy oraz substraty y-glutamylowe
v-gluA+ A" —» y-gluA +A

Wystepuje w nerkach, watrobie, komdrkach drég zétciowych, trzustce, jelitach. Nalezy do enzymoéw indukowanych —
np. przez barbiturany, estrogeny, alkohol. Do oznacze uzywa sie surowicy, poniewaz antykoagulanty mogg

przeszkadza¢ w oznaczeniach.
Wzrost aktywnosci obserwuje sie, gdy wystapia:

e cholestazy wewnatrz- i pozawatrobowe, ostre i przewlekte zapalenia trzustki, ostre zapalenie watroby,

choroba wrzodowa okreznicy, po leczeniu kortykosterydami u psow.
Fosfataza zasadowa (ALP)
Katalizuje hydrolize monoestrow ortofosforowych: R-O-POsH; + H,O— R-OH + H3PO,

Izoformy stwierdza sie w watrobie, kosciach, jelitach, fozysku, nerkach i Sledzionie. Istniejg metody oznaczania
aktywnosci poszczegdlnych izoform enzymu. Wiadomo, ze izoforma jelitowa jest inaktywowana po 10 min w temp
56°C, podczas gdy izoforma tozyskowa zachowuje swojg aktywnos¢ przez 30 min w 56°C. Obydwie frakcje sg wrazliwe

na dziatanie inhibicyjne fenyloalaniny.

Podczas rozdziatu elektroforetycznego najszybciej wedruje izoforma watrobowa potem kostna, tozyskowa i jelitowa.
Fizjologiczne wahania enzymu mogg by¢ zalezne od wieku, szczegdlnie dotyczy to izoformy kostnej. Aktywnos¢
izoformy tozyskowej wzrasta nieznacznie w cigzy. Natomiast wzrost znaczgcy moze $wiadczy¢ o powiktaniach. Znane

sg 4 izoformy fosfatazy zasadowej, ktére pojawiajg sie w przebiegu niektérych choréb nowotoworowch.
Wzrost aktywnosci fosfatazy zasadowej wskazuje na nastepujgce choroby:

e 7dbtftaczka zastoinowa, wirusowe i toksyczne zapalenie watroby, marskos¢ watroby, biataczka szpikowa,
nowotwory kosci, osteomalacja, krzywica, po leczeniu glikokortykosterydami, hiperadrenokortycyzm u pséw,

niewielki wzrost w ztamaniach kosci.

Slady hemolizy w surowicy powoduja uzyskanie fatszywie zawyzonych wynikéw.
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Fosfataza kwasna (ACP)

Enzym lizosomalny, katalizuje podobne reakcje jak fosfataza kwasna ale w optimum pH 5. Izoformy pochodzg z
gruczotu krokowego, watroby, nerek, erytrocytéw, sledziony i osteoklastéw. Znaczenie diagnostyczne ma izoforma z

gruczotu krokowego.
Wzrost aktywnosci fosfatazy kwasnej obserwuje sie, gdy wystapi:

e rak prostaty, nowotwory ztosliwe kosci, hemoliza in vitro i in vivo, zniszczone ptytki krwi, pierwotna

nadczynnos¢ przytarczyc.
Slady hemolizy w surowicy powoduja uzyskanie fatszywie zawyzonych wynikéw.
Kinaza kreatynowa (CK)

Enzym cytoplazmatyczny i mitochondrialny. Najwiecej enzymu jest w miesniach, mdézgu, sercu, jelitach. Istniejg 3
izoenzymy specyficzne tkankowo. Katalizuje przeniesienie grupy fosforanowej z ATP na kreatyne z wytworzeniem

fosfokreatyny i ADP:
kreatyna + ATP—» fosfokreatyna + ADP
Wozrost aktywnosci powodowany jest przez:

e urazy tkanki miesniowej, zawat miesnia sercowego, postepujgce zwyrodnienia miesni, hipotyreoidyzm,

zatrucia np. strychning czy tlenkiem wegla.
Spadek aktywnosci wskazuje na:
e zmniejszenie masy miesni, terapia steroidami, hipertyreoidyzm.
Do oznaczen zwykle uzywa sie surowicy, hemoliza nie wptywa na uzyskane wyniki.
Cholinesteraza (pseudocholinesteraza)
Enzymy katalizujgce hydrolize estréw choliny do choliny i odpowiedniego kwasu ttuszczowego.
Najwazniejsze sg:

e acetylocholinesteraza (AChE) uktadu nerwowego i erytrocytéw, rozktadajgca acetylocholine,

e pseudocholinesteraza (ChE), produkowana w watrobie i uwalniana do krwioobiegu.
Aktywno$¢ obniza sie u oséb narazonych na staty kontakt z pestycydami, ktére blokujg enzym Slady hemolizy w

surowicy powodujg uzyskanie fatszywie zawyzonych wynikdw ze wzgledu na duzg zawartos¢ AChE w erytrocytach.
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Dehydrogenaza glutaminianowa (GLD)

Enzym mitochondrialny obecny gtéwnie w hepatocytach. Aktywnosé jest wyzsza u mezczyzn, niz kobiet. Nalezy do

»profilu watrobowego” badan diagnostycznych.
Diagnostyka morfologiczna

Opiera sie na analizie jako$ciowej i ilosciowej elementéw morfotycznych krwi. W przesztosci byta bardzo
pracochtonna, polegata na przygotowaniu preparatow mikroskopowych, ktére byty oceniane przez pracownikéw
laboratorium na podstawie liczenia krwinek przy uzyciu odpowiednich ,,stolikdw” wyposazonych w podziatke. Obecnie
w wiekszosci ocene wykonujg automatycznie specjalistyczne analizatory wyposazone w programy umozliwiajgce

rozpoznanie krwinek réznych gatunkéw zwierzat i rozrézniajace ich wielkosci.

Bierze sie tu pod uwage nie tylko ilo$¢ krwinek czerwonych oraz biatych, ale takze procentowy profil poszczegdlnych
komérek zaliczanych do kategorii biatych krwinek. Analizuje sie stezenie hemoglobiny oraz hematokryt odpowiadajacy
stosunkowi osocza do elementéw morfotycznych krwi. Wszystkie te parametry mogg ulegac zmianie w przypadkach

wielu jednostek chorobowych, a badania laboratoryjne mogg znacznie utatwic rozpoznanie.
Diagnostyka biochemiczna

Opisuje stezenia wielu parametréw, ktérych zmiany moga wskazywac na zaburzenia przemian metabolicznych
prowadzacych do pojawienia sie w konsekwencji objawdw klinicznych. Wybdr parametru do oznaczenia wigze sie z
analizg istniejagcych objawdéw klinicznych i podejrzeniem danego schorzenia. Wykonywanie catego profilu

biochemicznego jest nie tylko pracochtonne, ale takze drogie i czesto niepotrzebne.

Np. na profil metaboliczny nerkowy moze sie sktadaé oznaczanie:

aktywnosci amylazy i lipazy w osoczu i moczu,

stezenia jondw sodu, potasu oraz mocznika, kreatyniny, kwasu moczowego i biatka catkowitego w surowicy,

oraz ogoélne badanie moczu.
Profil metaboliczny trzustki moze uwzgledniaé:

e oznaczanie aktywnosci amylazy i lipazy trzustkowej w osoczu i moczu,
e 0Oznaczanie zawartosci ttuszczu w kale,
e oznaczanie stezenia bilirubiny, cholesterolu oraz aktywnosci fosfatazy alkalicznej i yGGT,

e oznaczanie stezenia glukozy (ocena wewnagtrzwydzielniczej czynnosci trzustki)
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Profil metaboliczny watroby:

e ocena sprawnosci metabolizmu i wydalania - oznaczanie stezenia bilirubiny, kwaséw zétciowych, albuminy
oraz proby z uzyciem egzogennych barwnikéw (bromosulfoftaleina, zielen indocyjaninowa),
e ocena cholestazy - oznaczanie aktywnosci fosfatazy alkalicznej, GGT oraz 5 nukleotydazy,

e ocena integralnosci komoérek - oznaczanie aktywnosci aminotransferaz

Dodatkowo istniejg indywidualne profile biochemiczne w poszczegdlnych jednostkach chorobowych, ktére oznacza

sie wielokrotnie w réznych odstepach czasowych w celu monitorowania rozwoju choroby czy przebiegu leczenia.
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