ENZIMI OD KLINICKOG ZNACAJA



Dijagnosticki znacaj enzimske analize

7 - Detekcija enzimske deficijencije u éeliji
- Urodene greSke metabolizma
- Stecene deficijencije
» Kod deficijencije vitamina

» Kod trovanja (trovanje organofosfatnim jedinjenma
holinesteraza)

* Detekcija oStecenja tkiva merenjem ekstracelularnih
enzima u raznim telesnim te¢nostima
—~ Serum, plazma, urin, likvor itd

Enzimi su plazmatski markeri oSte¢enog tkiva
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Ciljevi odredivanja enzimske aktivnosti u plazmi

Utvrditi osStec¢enje tkiva

Identifikovati organ iz koga potice oStecenje
Utvrditi koliki je opseg ostecenja u tkivu
Dijagnostikovati osnove bolesti
Usporedivati aktivhosti enzima

Utvrditi prisutnost izoenzima
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1. Sekretorni enzimi

\
A.Inkretorni enzimi lli enzimi unutrasnjeg lu¢enja \
« SintetiSu se na endoplazmati¢énom retikulumu hepatocita i
izlu€uju u krv gde ostvaruju svoju funkciju
- Faktori koagulacije
- Holinesteraza
- Ceruloplazmin

// / ~ Lipoproteinska lipaza

sluznici creva

- Pepsinogen

- Amilaza

-~ Tripsinogen

- Himotripsinogen
-~ Karboksipeptidaza

/ B. Ekskretorni enzimi
« SintetiSu se u fundusu Zeluca, acinusnom delu pankreasa i

@ -




2. Intracelularni enzimi \\

Lokalizacija enzima u hepatocitima




Efluks enzima iz osteéenih éelija u cirkulaciju *

» Kada se jednom uspostave uslovi za izlazak enzima iz oStecenih
mhbahalkdlﬂmenmakohmhﬂumaduuvmodm
ora:

7 //, «  Koncentracioni gradijent
/ ’ » Dilwzija
/ - Br2e izlaze male molekule

* Prelaz enzima iz eritrocta i endotelnih celija u krv
Vrio brz

« Prelaz iz intersticifalnog prostora u cirkulaciju:
1. Direktan kroz zidove kapilara
velika permeabilnost kapilara
jetra, delimiéno i u srcu
2. Putem imine drenaZe
manja permeabilnost kapilara
GIT, pankreas, srce




Efluks enzima iz oste¢enih ¢elija u cirkulaciju
Putevi ulaska enzima u cirkulaciju

Vrlo permeabilina
Bazalna membrana Direktno u krv

Celije blizu kapilara

Semi-permeabilna Delimi¢no ili potpuno
Bazalna membrana putem limfe
Celije dalje od kapilara

Nepermeabilna
Bazalna membrana Putem limfe obavezno
Celije daleko od kapilara Limfna drenaza



Efluks enzima iz oStec¢enih celija u
cirkulaciju \

Uticaj intracelularne lokacije enzima na efluks enzima

Oslobadanje membranskih enzima

- Disocijacija ili degradacija

Oslobadanje enzima vezanih za organeie
- Mitohondrijalni enzimi

—~ TezZe oslobadanje

- lIreverzibino razgradnja Celje

Primeri

1.Infarkta miokarda

Nekroza tkiva

24 sata posle IM enzimski profil u cirkulaciji odrazava profil u tkivu
miokarda

2. Hroni¢ne bolesti jetre

Uticaj sinteze enzima i brzine uklanjanja iz cirkulacije

GGT - ektoenzim




Eliminacija enzima iz cirkulacije \ \

OTPUSTANJE
Klirens enzima putem:
1. Urina (amilaza)
2. RES
kostna srz, slezinai jetra

(Kupferove celije)
CK, AK, mAST i cAST, MD




Molekularna masa dijagnosticki vaznih enzima, kDa

« Lipaza 48 000
« Amilaza 50 000
« Kreatin kinaza (CK) 80 000
« Aspartat-aminotransferaza (AST) 90 000
« Alanin-aminotransferaza (ALT) 180 000
« Kisela fosfataza (ACP) 100 000
« Laktat-dehidrogenaza (LD) 140 000
« Alkalna-fosfataza (ALP) 140 000
« y-Glutamil transferaza (GGT) 300 000




Poluzivot enzima

« Poluzivot enzima varira: e
» Od nekoliko sata do nekoliko dana ® Livese
* Proseéno (1/2 od 6 do 48 satli and]
2 0,693
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Bioloski poluzivot enzima u plazmi
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ALP 3-7 sati
GGT 3-7 sati




1. Odredivanje organo specificnih enzima

Enzimi kao tkivni markeri " \
Serum Eritrociti Jetra Srce Misi¢
AST 1 x15 x7000 x8000 x5000
7/
£/ 4
7 A 1 X7 X3000 @== x400 X300
f
/ LD 1 x300 x1500 x1000 x700
CK 1 <1 <10 x10000 x50000
Osetljivost Specificnost

Enzimski profil




3. Enzimski profili | §

Odredivanje nekoliko enzima (enzimski profil) i posmatranje relativhe
enzimske aktivnosti, izracunavanje odredenih koeficijenata

7/
7/ Misica i srca Jetre Pankreasa Kosti

CK ALT Amilaza ALP
AST AST Lipaza AcP
LDH ALP Tripsin
ALD GGT Himotripsin
GP 5NT Elastaza-1

CHE

AST/ALT




4. Pracenje enzimske aktivnosti u toku odredenih

vremenskih intervala A\
Dinamka promena enzima u akutnom infarktu miokarda \
Dijjagnosti¢ki prozor enzima
Rani | kasni markeri
/ // ™
/ / /‘ | 6x
7 .
| ax
3x
3x
2x
Limit of normal




4. Pra¢enje enzimske aktivnosti u toku odredenih

vremenskih intervala
Dinamika promena enzima u akutnom pankreatitisu

' e B & 8 & 7
Days after onset of injury

Dinamika promena lpaze | amiaze nakon akutnog

pankreattisa
1. Vete vrednost ipaze 3x URL

2. DuZe ostaju povidene vrednosti u serumu







Aminotransferaze

Uloga
» Mehanizam reakcije transaminacije
Distribucija u Celiji i organima
Klini¢ki znacaj

Analitika

Preanaliticki uticaji
Referentne vrednosti




Aminotransferaze ili transaminaze A\

\
* Aminotransieraze predstavijaju grupu enzima koji katalizuju interkonverziju
aminokiselina u 2-oksokiseline transferom amino grupe

Aspartat aminotransferaza AST (ASAT)

// « Stari naziv: glitamat oksalacetat transaminaza
? " « Skracenica GOT ili SGOT (serumska GOT)
« Enzimski broj: EC 2.6.1.1;

« L-aspartat: 2-oksoglutarat aminotransferaza; AST
Alanin aminotransferaza, ALT (ALAT)

« Stari naziv: glutamalt piruvat transaminaza

« Skracenica GPT ili SGPT (serumska GPT)

« Enzimski broj: EC 2.6.1.2;

» L-alanin: 2-oksoglutarat aminotransferaza; ALT




Aminotransferaze \\\

» Par 2-oksoglutarat/L-glutamat ili 2-ketoglutarat/L-glutamat sluzi kao akceptor
amino grupe i kao donor u svim reakcifama transfera aminogrupe

« Specifitnost pojedinacnog enzima proistice & specificne
aminokiseline koja sluzi kao donor amino grupe

AST katalizuje sledecu reakciju

coo®




\\
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Aminotransferaze
ALT katalizuje sledecu reakciju
coo®  coo® O coo® coo®
s
L-Alanine 2-Oxoglutarate Pyruvate  L-Glutamate
Reverzibilne reakcije

RavnoteZa je vise pomerena ka stvaranju aspartata i alanina



Aminotransferaze &\\

Piridoksal-5'-fosfat (P-5'-P) | njegov amino analog piridoksamin-5"-fosfal
funkcionidu kao prostetitne grupe u reakciji transfera amino-grupe.

P-5-P je vezan za apoenzim i sluzi kao prava prosteticna grupa

P-5-P vezan za apoenzim prihvata amino grupu od prvog supstrata, aspartata
ili alanina | gradi kompleks enzim-vezan priridoksamin-5"-fosfat i prvi reakcioni
produkt oksalacetat ili piruvat.

Koenzim u amino formi zatim vrSi transfer njegove amino grupe na sekundarni
supstrat, 2-oksoglutarat, pri ¢emu gradi sekundarni produkt, giutamat, a P-5'-P
se regenense.




Uloga aminotransferaza u metabolizmu

* ALT ucestvuje u katabohzmu aminokiselina
- Veza sa glukoneogenezom A\
« AST u prenoSenju redukcionih ekvivalenata u mitohondrije A\
~ Malatni $atl sistem |




Distribucija aminotransferaze

Distribucija u organima

« Aminotransferaze su $iroko rasprostranjene u organizmu

* AST se primamo nalazi u srcu, jetri, skeletnim misi¢éima

* AST je manje prisutna u bubrezima, mozgu, plu¢ima,eritrocitima

* ALT je pre svega zastupljena u jetri (najviSe) | bubrezima, sa mnogo
1/ manjim koli¢inama u srcu i skeletnim misi¢ima

Celijska lokalizacija:
« ALT je prevashodno citoplazmatiéni enzim
/ « AST postoji kao mitohondrijaina m-AST i citoplazmati&na forma c-AST

Struktura izoenzima AST
* Ovo su genetski dva razlidita izoenzima sa dimernom strukturom
* Dva identi¢na polipeptidna lanca sa po 400 AK.




Aktivnosti aminotransferaza u humanim tkivima u
odnosu na serum

S| Y. 1 (AN U | - S
Srce 7800 450

Jetra 7100 2850
Skeletni misic 5000 300
Bubrez 4500 1200
Pankreas 1400 130
Slezina 700 80

Pluca 500 45

Eritrociti 15 7

Serum 1 1



Klini¢ki zna€aj transaminaza

ALT - bolesti jetre

AST - bolesti jetre, skeletnih misi¢a, sr€anog misi¢a
AST/ALT De Ritisov koeficjent (AAR)

Hepatogram: AST, ALT, ALP, GGT, blirubin, ukupni proteini i albumin

Bolesti jetre
« Jetreni enzimi u diferencijalnoj dijagnostici 2 najvaznija tipa oboljenja jetre:
~ Hepatocelularna ostecenja | holestaza

+ Transaminaze siuZe za detekciju inflamacije | oStecenp@ nekraoze hepatocita
» Za dijagnozu i prognozu bolesti jetre
* Bolesti jetre su najvaznip uzrok povecane aklivnosti transaminaza u serumu
* U najvecem broju bolest jetre, aktivnost ALT je veca od AST, izuzev u

alkoholnom hepatitisu, hepatiéngj cirozi i neoplazmi jetre




Klinigki znagaj transaminaza W\

Virusni hepatitis

* U virusnom hepatitisu i drugim formama jetrenih bolesti vezanih za akutnu
hepatiénu nekrozu, serumske ALT | AST koncentracije su povecane i pre

klinickih simptoma | pojave simptoma 2utice

/ Dinamika enzimskih promena aklivhosti
« Aktivnosti oba enzima mogu dosti¢i vrednosti i do 100 puta ve¢e od URL
* NajCesce vrednosti su povecane 10-40 puta
« Zavrednost do 7 puta >URL najveca dijagnosticka senzitivnost |
specificnost

* Pik vrednosti nisu vezane za prognozu | mogu opadati i pored pogorSanja
stanja pacijenta




Nivoi enzima u oboljenjima jetre
Akutni virusni hepatitis

Dinamika enzimskih promena
e T e *Brz porast transaminaza ALT i AST u
°°°°° Bbiruten serumu

*Vedi porast ALT
*BrZi porast u odnosu na bilirubin

*Pik vrednosti aktivnosti transaminaza
se javijaju zmedu 7. | 12. dana
b= «Aktivnosti se posle graduaino smanjuju
| ::"“' *Dostizu normaine vrednosti posle 3 do
bl 5 nedelje oporavka

®

®
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Klinicki znacaj transaminaza

Hroniéni hepatitis

Perzistentno povecane vrednosti ALT duZe od 6 meseci nakon akutnog
hepatitisa sluze za dijagnozu hroni¢nog hepatitisa

Vedina pacijenata sa hroniénim hepatitisom imaju maksimum ALT
manji od 7 x od URL

ALT moze biti staino normalan u oko 15 do 50 % slutajeva pacienata
sa hroniénim hepatitisom C

Kod pacijenata sa akutnim hepatitisom C, ALT se mora meriti
periodi¢no u toku naredne 1 do 2 godine

Toksléni hepatitis

Slika u toksicnom hepatitisu je razlicita od one u infektivnom hepatitisu

Kod hepati¢nog ostecenja acetaminofenomom, pik transaminaza je
viSe od 85 puta od URL u 90 % slucajeva, a to su vrednosti koje se
retko srecu kod akutnog virusnog hepatitisa.

Vrednosti ALT | AST tipi¢no dostizu pik vrio rano | brzo opadaju.
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Klinicki znacaj transaminaza

Akutni alkoholizam

e i hepatitis
* Povecane vrednoslti transaminaza
. AST > ALT
» Uzrok porasta transaminaza
— O#tecenje mitohondrija i porast mAST

= AT CREIVE P JeRGInON. U st
~ Nutritivna deficij

- Deficijencija B6 - koenzim .

+ Odnos AST : ALT > 2




Klini¢ki znagaj transaminaza

Nealkoholna masna jetra
NAFLD (nonalcoholic fatty liver disease)

1.
2.
3.

NAFLD - pojava masne jetre najCesce dolazi do povecanja
aminotransferaza ukoliko nije virusni i alkkohoini hepatitis

Uzroci bolesti neakoholne masne jetre:
Gojaznost

Insulinska rezistencija

MetaboliCki sindrom



Gojaznost i nealkoholna masna jetra

Jetra ima odreden
kapacitet sinteze VLDL
Visak TG masna jetra

Uestalost O=
L i

gojazne odrasle osobe: 50-75%
gojazna deca: 25-50%

Nealkoholna masna jetra stealoza— steatohepalitisa —» fibroze —ciroze —kancera

Nealkoholna masna jetra je hepatiCna manifestacija insulinske rezistencie.



AN
KliniCki znacaj transaminaza \\

CIrou jetre

Dobijene vrednosti transaminaza kod ciroze jetre varraju zavisno od statusa

procesa ciroze
Vrednosti se krecu od 4 do 5 puta vise od URL

Odnos AST/ALT veciod 1

- reflektuje stepen fibroze kod ovih pacijenata
« Ovaj sluéaj znadi da je redukcija u produkcii ALT u odtecenoj jetri




Klinicki zna€aj transaminaza

Hepatotoksiéno dejstvo lekova

« Blaga ili srednja povecanja oba enzima i ALT i AST su dobijena kod
// davanja raznih medikamenata
'/, - Nesteroidni antiinflamatomi lekovi, antibiotici, antiepileptici, inhibitori HMG-
7 | KoA reduktaze, ili opijati.
/’ Povecanje transaminaza kod raznih bolesti bolesti jetre
/ * Kod pacijenata sa poviSenim vrednostima transaminaza, negativni
virusni markeri ili negativna istorija uzimanja lekova i alkohola, treba
posumnjati na rede bolesti poput:

* hemohromatoze, Vilsonova bolest, autoimunihepatitis, primarna
biljama ciroza, sklerozirajuci holangitis i deficijencija alfa-1-antitripsina.




Klini¢ki znac€aj transaminaza

Karcinomi

* Povecanje od 2 do 5 puta oba ova enzima se javlja kod pacijenata sa
primarnim karcinomom jetre il sa metastazama karcinoma na jetri

« Obiéno je AST vidi od ALT

* Vrednosti su obi¢no normaine u ranim stadijumima maligne infiltracije jetre

Opstruktivne bolesti
* Povecane aktivnosti transaminaza su dobijene kod ekstrahepatiéne
holestaze, pri Cemu su aktivnosti viSe ukoliko se radi o hroniénoj opstrukciji



Klini¢ki znaé&aj transaminaza “ \
/ « lako su aktivnosti AST i ALT uvek zajedno povecane kada neka bolest osteti
/// | integritet jetrenih ¢elija, ALT je spedfiéniji jetreni enzim
7 / * Povecanje serumske aktivnosti ALT je vrio retko izuzev oboljenja kod kojh
/ dolazi do parenhimskog o$tecenja jetre

*  PoviSene aktivnosti ALT ostaju duZe u odnosu na poviSene vrednosti AST
* Pianje da li treba odredivati AST pored ALT ?
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Klini¢ki znacaj transaminaza
Aspartat aminoteransferaza

Bolesti srca
« Posle akutnog infarkta miokarda, povisene aktivhosti AST

u serumu zbog visokih aktivnosti AST u sréanom misicu

MiSiCne bolesti
« AST je poviSen i u progresivnoj miSicnoj distrofiji | dermatomiozitisu

- povetane aktivnost | do osam pula u odnosu na nomMmalne
* AST nomalan u miSi¢nim oboljenjima sa neuroloskim poreklom
« OStecenje poprecno prugastih misica uporedni porast AST i CK
Druge bolest
« Emboadlija plu¢a moZe povecati AST dva do tri puta,
« Slaba poviSenja su detektovana kod:

~ celijatne bolest, akulnog pankreatitisa, miSiCnih povreda | hemolitiCkih bolesti



Mitohondrijalna AST | %

* Generalno aklivnost mitohondrijaine AST (m-AST) u serumu pokazuje
povecanje kod pacijenala sa ekstenzivnom degeneracijom | nekrozom

jetrenih celja
//,/ = Vazan je odnos m-AST i ukupne aktivnosti AST kod alkoholnog hepatitisa.
//’ « Ovaj odnos jasno identifikuje stanje
/ sa nekrotiénim tipom oStedenja jetrenih
celja g aasl
« Alkoholni hepatitis g o l
- Slabo povetanje enzima o3¢
- Vete povetanje mitohondrijainog ‘ hind
i 0z} l I
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Makro-AST \

/, » Makro forma AST- makro-AST je enzim AST vezan za imunoglobuline
/// + Tipiéan nalaz:

/ . Stalno povecana aktivnost serumske AST kod asimptomatskih bolesnika,
/ sa nepostojanjem bilo kakve patologije u organima bogatim sa AST

/ + PoviSene vrednosti AST mogu da reflektuju smanjen klirens ovog
abnormalnog kompleksa iz plazme
/ * Makro-AST nema kliniCke posledice

* Identifikacija makroforme je vaZna da bi se zbegle nepotrebne
dijagnosticke procedure kod ovih osoba
» Laboratorijska dijagnostika makro AST elektroforetski




Referentne vrednosti aminotransferaza \\

* Metode sledijive referentnoj IFCC metodi:
« AST gornja granica (97 .5-pecentil referentne distribucije) 35 U/L

, Uticaj pola

'/,,‘ « AST nema razlika prema polu

/// - ALT pokazuje razlike izmedu muskaraca i Zena.

/ « Gornja granica je 60 UL za muskarce | 42 U/L za Zene.
Uticaj godina

* ALT nema razlka po godinama kod dece

* AST je povecana kod beba i dece do 3 godine 2x viSa nego kod odraslih u
pubertetu se izjednacavaju




Zakljucci
Tumacenje kliniCkog znacaja transaminaza

Povecan samo ALT
* Verovalno je u pitanju bolest jetre

Povecan samo AST
* Moguca bolest jetre, srca i skeletnih miSiCa

Povecan i ALT i AST
« Verovatno je u pitanju bolest jetre



Oboljenjajetre

* CHOLENESTERASE
* Prisuina u nervnom tkivu eritrocitima i jetri
* Referentne vrijednosti 0.6-24 U/L

» Signifikantno povecanje

 Trovanje organofosfatnim otrovima
(isekticidima)

 Oboljenja jetre



Oboljenjajetre

GAMA GLUTAMIL TRANSFERAZE (yGT)

Prisutnau jetri bubrezima, pankreasui prostati
Referentne vrijednosti: Muskara: 30 U/L
Zene <25 U/L

Signifikanino povecanje:

Indukovano alkoholom ili lijekom fenobarbitonom
Hromicmi alkoholni hepatitis

Holestatske bolesti jetre



Oboljenjajetre

ALKAILNA FOSFATAZA (ALP)
« Signifikanino povecanje:
— Oboljenja kostiju kao sto je osteormalacija, rahitis,

Padzetov osteogenetski karcinom, 1 sekundarmi
depoziti u kostima.

— Oboljenja jetre kao Sto je holestaza, tumorili
Intoksikacija lijekovima

— Tumor: kosti ili jetre primarmi ili sekundarmi
depoziti



Oboljenjajetre

» ALKALNA FOSFATAZA (ALP)

Prisutna u kostima, hepatobilijarnom,

intestinalnom trakturenalnim tubulima i
placenti

Referentne vrijednosti
» Muskarci: 40-258 U/L
Zene: 35-258 U/L






Kreatin kinaza

Kreatin Kinaza

EC 27.9.2;

adenozin trifosfat: kreatin N-fosfotransferaza
Skracenica CK (creatine kinase)

Stari naziv: kreatin fosfokinaza CPK




/
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Uticaj pH

Pri neutralnom pH, CrP ima mnogo vedi kapacitet fosforilacije nego ATP,

ovaj visi potencijal favorizuje reversnu reakciju fj stvaranje ATP iz CrP.

Reversna reakcya se odvija 2 do 6 puta brze nego prva reakcija, zavisno od uslova.
Optimalan pH reakcije je 9,0 a reversne reakcije je 6,7,




Uloga CK u metabolizmu

Glavna uloga CK je da ucestvuje u obezbedivanju energije

ATP je .moneta” u celijskom metabolizmu

ATP se stvara u mitohondrijama u procesu celijske respiracije
Najvedi potrodadi energije su misici | mozak jer su oni metabolicki
najaktivnija tkiva

Kreatin fosfat - depo energije

Kreatin kinaza - trenutni pufer za energiju

Visoko energetska veza je neuobitajena azot-fosfatna veza.

g i o ATP ADP TO-P=N, MM



Distribucija kreatin kinaze u organizmu \

* Kreatin kinaza je vezana za mesta gde se energija oslobada (mitohondrije) #li

, trodi (metabokcki aktivna tkiva)
/// «  Reakcija je kuplovana za glikolizu i aktin-miozinski sistem
/// «  Aktivnost kreatin kinaze je najveéa u:

/ - popreéno prugastim miiima |

/ - sttanom misicy, kojl sadrze 2500 | 550 Ulg proteina.,

~ mnogo manju aktivnost CK imaju mozak,
~ GIT, mokraéna bedika,

* U Celiji kreatin kinaza je lokalzovana u citoplazmi ill vezana za miofibrile i u
mitohondrijama




Kreatin kinaza: citoplazmati¢na i
mitohondrijalna

Kreatin kinaza

lzoenzimi

Makro forme

Izoforme




lzoenzimi CK A\
Citoplazmatski izoenzimi \

* CKjedimer B M mncsel wbunt igene on cvomonome 19)

'/} * Subjedinice M | B (svaka po 40.000 kDa) @ 1 (tear) st (gene on Avomanome 14)
,' ’/’ « Genski lokus na hromozomu 14 i 19

\\\ -

Tri citoplazmatska izoenzima: Sl |
CK-BB ili CK-1 mozdani izoenzim

CK-MB ili CK-2 sréani zoenzim (hibridni)
CK-MM ili CK-3 midiéni izoenzim

+ Komisija za biohemijsku nomenklaturu preporuuje da se zoenami
obeleZavaju na bazi njihove elektroforetske pokretijivosti

* Izoenzimom koji najviSe anodno putuje dobija najmanji broj

SN

* Na osnovu foga izoenzimi CK su obelezeni kao CK-1, CK-2 i CK-3.




Distribucija kreatin kinaze i njenih izoenzima u organima

Relativne aktivnosti pojedinih citozolnih izoenzima CK u tkivima

TABLE 7.1 The percentage distribution of the isoenzymes of
creatine kinase (see Figure 7.1 (a)).

wenryme  Bmin G Cardlac  Skeletal
'~ . A " *' ” i
CKBB (Cx1) 100 95-96 1 0

CKMB (CxX2) 0 V-2
CKMM (Cx3) 0 3




Mitohondrijalna kreatin kinaza \‘

* Pored ovih citozolnih postoji | Cetvrti
izoenzim

+ Razlikuje se imunoloski i na osnovu
elektroforetske pokretljivosti
*  CK-Mt zoenzim je lociran izmedu
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Izoenzimi CK
Mitohondrijalni izoenzimi

oktamer

Gen za mitCK je na hromozomu 15
Struktura CK-Mt

Oligomemi izoenzim

Oklamer
Uloga mitohondrijaine CK
Kreatinfosfatkreatin $all sistem

Prenosi kreatin fosfat iz mitohondrija na
citozolnu kreatin kinazu koja predaje
ATP kuplovanim ATPazama poput
aklin-miozin (kontrakcija misica) ik
jonski transporten koji su ATP-zavisni
(transport Ca iz sarkoplzmatiénog
retikuluma)

Kreatin fosfat nije samo energetski
pufer vec | prenosilac energije iz
organele gde se proizvodi ATP do
mesta utroSka




Geni kreatin kinaze \

Geni za dve subjedinice su na razkéitim hromozomima:
Bna 14q32 i Mna 19q13.

| gen protein

// CKB kreatin kinaza, brain -mozak, BB-CK
CKBE Kreatin kinaza, eklopina ekspresija
CKM kreatin kinaza, misicna, MM-CK

kreatin kinaza mitohondrijaina 1;
CKMT1A, CKMT1B ublquitous MICK: ili ,mtCK

kreatin kinaza mitohondrijaina 2;
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Kreatin kinaza \
Kineticke karakteristike kreatin kinaze
Uticaj Mg(ll) jona:
— grad kompleks sa ATP | ADP
- aktivacija (uski opseg koncentracije Mg jona)
-~ I inhibicija jonima Mg
Inhibitori reakcije:
- Mn,2n,Ca Cu

-~ joni: hioridi, bromidi, fluorid, jodoacetat, citrat, sulfas, ADP u visku,
- wratl | cistein inhibdion u serumu

-~ vaZno odrzavanje koncentracija Cl i sulfata
Znacaj SH grupa
enzim nestabilan zbog SH grupa
Reagensi koji reaktiviraju CK
- N-acetil cistein, monotioighicerol, diticeritriol, ditiotreitol (Cletandov reagens) |

glutation
- najoolji N-acetiicisten u koncentraciji od 20 mmolL u reakcionoj smesi




Fizioloske varijacije CK

Pol
MiSicna masa
Fizicka aktivnost

Rasa
Godine
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Klini¢ki znacaj CK \

Povec¢ane vrednosti CK kod bolesti srca i skeletnih
misi¢a zbog:

- povreda

- inflamacija

- nekroze

\\
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Odredivanje CK ima klini¢ki znac¢aj kod:
« Bolesti skeletnih misica

« Akutnog infarkta miokarda

« Ostecenja mozga




Klinicki zna&aj CK | §

'/ « Infarkt miokarda i o$te¢enja sréanog misica
« Skeletni misi¢i: ostecenja i bolesti

/ » Hipotiroidizam
» Intramuskularne injekcije

/ « Generalne konvulzije

/ » Cerebralna oStec¢enja

« Maligna hiperpirekcija
* ProduZena hipotermija




Klinicki znacaj CK \

Misi¢ne bolesti

*  Povidene vrednosti CK mogu biti jedini znak subklinifke neuromuskuarme
bolesti.

«  30-44 % asimptomatskih pacijenata sa hiper CK aktivnodtu (5x veéa od URL)
ima miopatiju.

*  Aktivnost serumske CK je mnogo povidena u svim tipovima miSiéne distrofije.

* U progresivnom tipu miditne distrofije, kakva jo Dusenova distrofija aktivhost
enzima je najveca u detinjstvu od 7 do 10 godine i moZe biti poveéana dugo
vremena pre nego Sto se kinicki ispolji,

* Serumska CK posle opada poSto pacijenti postanu starij jer se funkcionalna
miditna masa smanjuje sa progresijom bolesti.




X-linked recessive inheritance

Dusenova miSi¢na distrofija

comer
motrer

Vrednosti CK vrlo visoke kod obolelih :!
Bolest vezana za pol -

Zene su prenosioci gena

Kod 50 do 80 % Zena nosioca gena za
misicnu distrofiju koje ne obofjevaju Imaju o
6 ;
povisen CK 3 do pu!_a l. ll d xl
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Vrednosti mogu pak biti normaine ako nema
fiziCke aktivnost
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Klini¢ki znacaj CK \

Misi¢ne bolesti

» Visoke vrednosti CK su zabeleZene kod

» virusnog miozitisa, polimiozitisa | sli¢nih bolesti misica
* Kod neurogenih misicnih bolesti

* miastenia gravis, multipla skleroza, polimijelitis i parkinsonizam
vrednosti CK su normalne

» Vo visoke vrednosti su kod maligne hipertermije, bolesti koja se
manifestuje visokom groznicom i koja je izazvana davanjem
inhalacione anestezije (halotan) kod obolele osobe.




Klini€ki znac¢aj CK

MiSi¢ne bolesti
« U akutnoj rambdomiolizi zbog kras osStecCenja, sa teSkom destrukcijom
misica, vrednosti serumske CK aktivnosti su 200x URL

« Serumska CK mozZe biti povecana i kod drugih trauma misSica
- intramuskularne injekcije | hirurSke intervencije.

« Postoje | lekovi koji u farmakoloskim dozama povecavaju vrednosti CK u
serumu:

- @atnDfibrati, antiretroviraini lekovi | antagonisti receptora
angotenzina |l

- Razne vrsie miopatija se mogu javiti kod davanja statina,
blagi mijalgitni sindrom pa sve do rabdomiolize (0,02 %)

» Fizicka aktivnost
- Fizitki trening
-  Maratonci




Prac¢enje efekta terapije hipolipidemicima
Preporuke ESC/EAS 20011

« Pracenje neZeljenih efekata statina:
- rabdomipiize
- hepaloloksiCnost
« QOdredivanje aktivnosti enzima
- CK
- ALT
» CK se preporuluje kod pacijenata sa visokim rizikom za miopatiju
- slarge osobe sa drugim ko-morbiditetima
- pacienti sa ranigm miSiénim simplomima
- mogucénost interakcije lekova




Pracenje efekta terapije hipolipidemicima
Preporuke ESC/EAS 20011

Pracenje se preporucuje u intervalima od 6 do 12 meseci
U cilju monitoringa potencijalnih toksi¢nih sporednih efekata

Nema prediktivne vrednosti za CK kod rabdomiolize povecanje CK i
kod osteCenja misica | kod intenzivnog veZbanja

CK se mora odmah odrediti, pogotovo kod starijih ako se jave bolovi
u misSiéma i slabost

tretman da se obustavi ako su vrednosti > 5 xULN




Pracenje efekta terapije hipolipidemicima
Preporuke ESC/EAS 20011

Koliko ¢esto treba odredivati CK kod pacijenata koji primaju hipolipidemike ?

-~ Pre tretmana

-  Ako je bazaina vrednost CK > 8 X URL ne zapolinjati terapiju

Monitoring

— Rutinski monitoning CK nije potreban

- Proveriti CK ako se kod pacijenta javi mijaigija

- Povelati opreznost ako se rad o starijo] osobl, interferirajudim lekovima, uzimaju
vide lekova, prisutna bolest jetre il bubrega

Sta treba uraditi ako se povedaju vrednosti CK kod pacijenata na terapiji

hipolipidemicima ?

>S5 X URL

- Zaustavit Iretman, proveriti funkciju bubrega | pratiti CK svake 2 nedelje

- Proverin da li je porast CK prolazno na primer zbog veZzbanja

- Iskljuditi druge wroke koji mogu dovesti do mipatije ukoliko CK ostane povisen

<5 X URL

- Ukoliko nema simptoma na miSiéima nastaviti sa terapijom | savetoval pacijenta
da prati promene na miditima

- Ukoliko se pojave simptomi , pratiti ih | regularno kontrolisati CK

- Ponovno uvodenje terapije se moze sprovest tek kada se ALT vrati u normalu




Klini¢ki znadaj kreatin kinaze \

Hipotiroidizam
/ ~* Aktivnost CK u serumu pokazuje inverznu povezanost sa funkcijom
/// tiroideje
7 * Oko 60 % pacijenata sa hipotiroidizmom pokazuje prose¢no
| povecanje CK od pet puta u odnosu na gornju granicu referentnih
vrednosti

» Povecanje moZe biti i mnogo vece

« Glavni izoenzim koji se povecava je CK-MM, 5to ukazuje da je
vezano za skeletne miSice




Klinicki znaCaj CK i CK-BB

U toveéava se serumska CK kod majke i do 6 puta.

Ukoliko je porodaj praden i nekomdiirurskom intervencijon>
povecanje je mnogo vece

CK-BB moze biti povecan kod beba, ako ili ako je
mala teZina novorodencadi

Pojava CK-BB u krvi u niskoj koncentraciji, moZe predstavljati i
normalnu fizioloSku pojavu nekoliko prvih dana Zivota




Klini¢ki zna¢aj CK i CK-MB u akutnom infarktu
miokarda

[evyg mwan

Promene CK i izoenzima CK-
MB posle akutnog infarkta
miokarda bili su glavni testovi
u dijagnostici mnogo godina
Markeri nekroze tkiva

Sada se koriste mnogo kardio-
specifiCniji neenzimski markeri
(citozolni proteini) kao Sto su
troponin | i troponin T



Razvoj i primena biohemijskih markera oSte¢enja miokarda

i njegove funkcije
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Dijagnoza akutnog infarkta miokarda

Hronologya dijagnostike
. 1986. WHO ukljuceni biomarkeri
Prisutna dva kntenjuma od sledecih tri

iIstonja bola u grudima

Promene u ECG

Fovecanje biohemijskih markera 2x od normale
000. godina ECS, ACC, revizija 2007. g

wa\);-‘




Kriterijumi za detekciju akutnog infarkta miokarda

Objedinjene preporuke: ESC/ACCF/AHA/WHF Task force

1.  Detekcija porasta i/ili pada kardijaénih biomarkera (pre svega troponina)
sa bar jednom vrednoscu preko 99 —og percentila u odnosu na gomju
granicu referentnih vrednosti, zajedno sa dokazom ishemije. Dokaz
ishemije na osnovu bar jednog parametra:

~a) _Simptomi ishemije

Elektrokardiogram (EKG) promene za novu ishemiju (novi ST) ili novi
blok leve grane (LLLB)

Razvoj patoloskog Q talasa na EKG
Imaging tehnika za dokaz nove abnormainosti miokarda tj abnormalnosti
motaliteta regionalnog zida

=
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Redelinicija akutnog infarkla miokarda na osnovu vrednosti troponina




Biohemijski markeri ishemije i nekroze miokarda

\
Biohemijski markeri akutnog infarkta miokarda \
Aktuelni kardifaCni markeri KardijaCni markeri manjeg znacaja
« CKMB masa * CK ukupna aktivnost
//, «  Troponinin; ¢cTnTicTnT » CK izoenzimi
i1/, . Mioglobin * CK-MB aktivnost
/ « AST
/ ,:’/,- * LD ukupna aktivnost
/ J « lzoenzimi LD
/ « HBD
Budud& markeri
*Ishemijski modifikovan albumin
IMA ischemic modified albbumin

*Protein koji vezuje masne kiseline
H-FABP (hean-fatty acid binding protein)

“Gikogen fosforilaza BB




Klinicka primena CK i CK-MB u dijagnostici akutnog

\
infarkta miokarda \
| aktivnost CK
*» Pk posle 18 sati
Il aktivnost izoenzima CK-MB

*» Pk posle 6 sati
CK-MB je bio zlatni standard 20 godina u dijagnaostici akutnog infarkta
miokarda, zajedno sa EKG, istorjom bolesti i bolom u grudima

Il masena koncentracija CK-MB
* Ranija detekcija abnormainih vrednosti
* Povecana senzitivnost

« Smanjena specifiénost zbog CK-MB iz misica
* Interferencija makro-CK - nema




Klinicka primena izoformi CK u dijagnostici akutnog infarkta
miokarda

IV Izoforme CK

« Post-translacione modifikacie | uklanjanje lizina sa M subjedinice (pozitivho
naelekirisan)

* Promene u elektroforetskom razdvajanju izoenzima CK

« CK-MM t. CK-MM3 - CK-MM2 i CK-MM1

« CK-MBY. CK-MB2 -+ CK-MB1

« Veda senzitivnost i specifitnost u odnosu na izoenzim CK-MB
- Specifitnost CK-MB1 Gsatiodbolaje 957 % 1939%
- Specifitnost CK-MB aktivnost 6 sati od bola jo 48,2 % 1940 %

Problemi sa izoformama CK:

« Uticaj oSteCenja skeletnih miSica

*« Metoda separacye izoformi:
- Specijaina elekiroforeza na agarozi pri visokom naponu
- Imunoekstrakcija sa specifitnim CK-MB2 antitelima




Karakteristike CK MB kao biomarkera akutnog koronarnog \\ \
sindroma \

« Rani marker infarkta miokarda

* Oslobadanje 3-6 h posle pojave bola
¢ Maksimum oko 24 h
* Normalizacija 24-72 h

e Specifican biomarker

,'j/""l / '
Y’/ ,, t".
7/‘




Dinamika promena enzima u akutnom infarktu
miokarda
Zlatno doba CK-MB 1970.g-1990.g

Limit of normal




Dinamika promena enzima u akutnom infarktu miokarda
Troponinska era

time since onset of
chest pain (days)
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Zakljuéci:
Klini¢ki zna¢aj CK i CK-MB u
akutnom infarktu miokarda

Promene u CK i CK-MB izoenzimu posle
akutnog infarkta miokarda bii su glavni testovi a
u dijagnostici mnogo godina. -
Sada se koriste mnogo kardio-specifiCniji neenzimski markeri (citozolni

proteini) kao §to su troponin | i troponin T,

CK-MB masa se jos uvek mo2e koristiti uspesno za procenu Sirine
miokardyalne nekroze i za procenu prognoze infarkia.

Kada se upored pik CK-MB sa veliCinom infarkta, dobja se dobra
korelacija.

Problem kod koris¢enja CK-MB masa za ovu svrhu je $ito mora ¢esto da se
odreduie CK-MB kako bi se naSao pik vrednosti




Grani¢ne vrednosti pika CK-MB i

veli¢ine infarkta

Mikroskopski infarkt miokarda
~ Fokalna nekroza

Mali infarkt miokarda

- <10 % leve ventrikule

Srednja veli¢ina infarkta

- 10-30 % leve ventrikule

Veliki infarkt

- >30 % leve ventrikule

< 10 pg/L

10-60 pg/L

60-225 pg/L

> 225 yg/L



Klini€¢ki zna¢aj CK i CK-MB u
drugim bolestima srca

Pored infarkta i neka druga kardioloska stanj@a povecavaju vrednosti
CK i CK-MB u serumu

« Kkardiopulmonalni bypass
« koronarni arterijski bypass
* transplantacija srca

*  miokardititis

« perikardititis

* pulmonaini embolizam



MiSi¢ni enzimi

Kreatin kinaza

Glikogen fosforilaza
Aldolaza

Laktat dehidrogenaza
Aspartat aminotransferaza



Glikogen fosforilaza ;\\\

EC24.1.1;
1,4-alfa-D-glukan: ortofosfal alfa-D-glikoziltransferaza,
Skracenica GP

Igra Kjuénu ulogu u metabolizmu ugljenih hidrata jer mobilise
glikogen

Katalizuje prvu rekciju u glikogenolizi u kojoj se glikogen prevodi u
glukozu-1-fosfat

CHOH CH,0M |
- __&._.Q e -
glycogen, u-gucose-1-phosphate

ghycogen..




Glikogen fosforilaza

R 1 T stanje glikogen fosforilaze

Struktura | izoenzimi GP

« GP postoil kao dimer i1 sastoii se 1z dve identicne subiedinice
. J

« U humanom organizmu postoie tn izoenzima

« GP-LL, GP-MM | GP-BB.

Distribucia 1izoenzima
« GP-LLu jetn
« GP-BB u humanom mozgu

« U srcusu GP-BB 1 GP-MM, ali dommantan izoenzim je



* Uloga miSi¢ne glikogen

* Lokaci@ u miocitima
* asocijacija sa glikogenom i

« Stepen asoajacije GP sa ovim

Glikogen fosforilaza

fosforilaze

obezbedjuje dovoljno energije za
misiénu kontrakciju

sarkoplazmatiénim retikulumom i
gradi makromolekuliski kompleks. Lo

kompleksom zavisi od
metaboliCkog stanja misica

Kada dode do tkivne hipoksije, glikogen se razlaZe | nestaje, GP postaje
rastvorljiv | moze da se pomera sa odeljka peri-sarkoplazmatiénog retikuluma
direktno u ekstracelularnu te¢nost




KliniCki znacaj odredivanja glikogen fosforilaze i
njenog izoenzima BB

Preliminarna ispitivanja su polazala:

GP-BB senzitivniji od CK i CK-MB za dijagnozu AIM u toku prvih 4
sata od pojave bola u grudima

Rani marker akutnog infarkta miokarda

Sli¢éno drugim citoplazmati¢nim proteinima kao 5to su mioglobin i
CK-MB, dinamika GP-BB moze biti pod uticajem reperfuzije
koronarne arterije, sa mnogo brzim povecanjem i vecim pikom.

GP-BB nije specifican protein za srce

primena ogranic¢ena



Klini¢ki znacaj odredivanja glikogen fosforilaze BB
u akutnom infarktu miokarda

Dinamika promena GP BB
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Time after onset of chest pain (h)

-~ GPBB Myogiobin =@=CK-MB ~®=Troponin T







Pankreasni enzimi

* Amilaza
« Lipaza

+ Proteoliticki enzimi - zimogeni enzimi
~ Tripsin
— Himotripsin
— Elastaza




Proteoliticki enzimi

Peptidaze

Endopeptidaze | egzopeptidaze
Endopeptidaze ili proteaze
— Serin proteaze

-~ Cistein proteaze

— Aspartat proteaze

- Metalo-proteaze
Egzopeptidaze

— Karboksipeptidaze

- Aminopeptidaze

- Dipeptidaze




Mesta delovanja proteolitiékih enzima | \

Podela proteolitickih enzima

1. Intracelularni
2. Sekretorni




Intracelularni proteoliti€ki
enzimi

// Lokalizacija u éeliji
/ / « Lizozomi
— Katepsini
- KatepsiniBDilL
* Tumor markeri
- Katepsin S
* Proaterogena svojstva
» Proteozomski kompleks

.
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Sekretorni proteolitiCki enzmi
Uloga proteolitiCkih enzima u varenju proteina

Varenje u zelucu
Pepsin
Varenje u duodenumu
Tripsin
Himotripsin
Elastaza
Karboksipeptidaze A1 B
Varenje u tankom crevu

Endopeptidaze
Aminopeptidaze
Dipeptidaze




Varenje proteina: enzimi

= Endopeptidaze

» Egzopeptidaze

Aminopeptidaze Karboksipeptidaze
o) R O 0 R
HIN-—CH—C LN —CH—C N—CH~C - N—CH—C



Varenje u zelucu: Pepsini

Enzim: Pepsin A (karboksil-proteaza)
Proenzim: Pepsinogen A

Aktivatori:

— Autoaktivacija (pepsinogen, pH < 5)

- Autokataliza (pepsin)

Specificnost (R):

— Phe

- Tyr

¥l
et TS NHCHCOL NHCHCO —



Varenje u tankom crevu: Pankreasni enzimi

Enzim: Tripsin (serin-proteaza)
Proenzim: Tripsinogen
Aktivatori:

- Enteropeptidaza

— Tripsin

Specificnost (R):

- Arg

- Lys
Y R R’

| |
— CO—NHCHCO--NHCHCO —



A\
Enzim: Himotripsin (serin-proteaza) %
Proenzim: Himotripsinogen
Aktivator:
—~ Tripsin
Specificnost (R): ? l?

- Tyr. Tp,Phe, Met, Leu oo NHCHCO--NHCHCO —

Enzim: Elastaza (serin-proteaza)
Proenzim: Proelastaza
Aktivator:

-~ Tripsin
Specificnost (R):

— CO—NHCHCO -NHCHCO —




* Enzim: Karboksipeptidaza A Proenzim: \

Prokarboksipeptidaza A
» Aktivator:
~ Tripsin
» Specificnost (R): T
/// - Val, Leu, lle, A
1// R — ot NHCHCOO

» Aktivator:
- Tripsin
» Specificnost (R):

« Enzim: Karboksipeptidaza B
/ * Proenzim: Prokarboksipeptidaza B
/ - Arg, Lys li'c




Varenje u tankom crevu: Membranski enzimi
mikrovila enterocita

« Endopeptidaze
- Endopeptidaza 24.11 (hidrofobne aminokiseline)

- Aminopeptidaze
- Aminopeptidaza A (kisele aminokiseline)
- Aminopeptidaza N (neutralne aminokiseline)
- Leucin-aminopeptidaza

 Dipeptidaze



Polipeptidi

Varenje proteina: Rezime

Aminokiseline (40%) *  Aminokiseline

/

i

_ Dipeptidi
Okgopeptidi (60%) Tripeptidi
pepsin
tripsin
himotripsin endopeptidaza
elastaza aminopeplidaza
karboksipeptidaza Al B dipeptidaza
2eludalni i pankreasni enzimi mikrovila

enzimi tankog creva
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Serin proteaze

Serin proteaze su ¢lanovi familije proteolitickih enzima

Sve one imaju u svom aktivnom centru serin $to je
klju€éno za funkciju ovih enzima

Sve one cepaju peptidnu vezu sliénim mehanizmom
Razlikuju se u svojoj specifiCnosti i regulaciji

14



Serin proteaze \ ‘\n

U serin proteaze spadaju:
1. Pankreasne proteaze: tripsin, himotripsin i elastaze.

2. Razne intracelularne proteaze poput elastaze
leukocita

3. Prohormon konvertaza (PC)

4. Faktori koagulacije su enzimi - serin proteaze
5. Fibrinoliticki enzimi plazmin i njegovi aktivatori
6. Neki enzimi sistema komplementa

15




Svojstva serin proteaza

Sinteza u vidu zimogena — inaktivna forma enzima
Aktivacija zimogena proteolitickom hidrolizom




Svojstva serin proteaza

Aktivacja zimogena proteolitickom hidrolizom
Sposobnost autolize ili samo-hidrolize

enteropeptidaza

- G

Tripsinogen Tripsin

Zimogeni enzimi pankreasa
* lripsinogen

* himotripsinogen

« proelastaza

« prokarboksipeptidaza




ProteolitiCki enzimi pankreasa

Zimogeni enzimi

« tripsinogen

* himotripsinogen

« proelastaza

« prokarboksipeptidaza

(aktivan)
u intestinumu







INTRINSIC PATHWAY
Proces koagulacije Damaged surface
Aktivacija zimogena |
Kaskadne reakcije m EXTRINSIC PATHWAY

»
=
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Inhibitori proteaza

Serpini

inhibitor)

Inhibiraju serin proteaze posto one zavrSe svoje dejstvo

« SERPIN (serine protease




Humani proteini inhibitori serin proteaza

a,-proteinaza inhibitor
a,-antihimotripsina

Inter- a - tripsin inhibitor

a 2-antiplazmin

Antitrombin il

C1 inhibitor

A2makroglobulin

Proteaza neksin |

Proteaza neksin |l

Inhibitor aktivatora plazminogena |
Inhibitor aktivatora plazminogena |l




ProteolitiCki enzimi u dijagnostici oboljenja
pankreasa

« Tripsin
* Himotripsin
« Elastaza-1

KliniCki znacaj proteolitiCkih enzima:

« Neinvazivni testovi za ispitivanje egzokrine funkcije
pankreasa

« Diferencijalna dijagnoza pankreasne insuficijencije i
malapsorpcije

* Enzimi u fecesu:
« Himotripsin
« Elastaza-1



Klinicki znacaj himotripsina \ \

* Hroni¢éna pankreasna insuficijencija
//; » Najveci znacaj ima ispitivanje himotripsina u fecesu u cilju
ispitivanja hroniéne pankreasne insuficijencije

//" /, . CHY u fecesu je obiéno snizen ispod donje granice referentnih
/ ] vrednosti kod osoba sa steatorejom, ali nije koristan za
/ identifikaciju osoba sa ranom pankreasnom insuficijencijom
* Merenje CHY u fecesu kod osoba sa hroni¢nom insuficijencijom
/ pankreasa tretiranih suplementima pankreasnih enzimima moze
da ukaZe dali je terapija adekvatna ili je potrebno povecati dozu




Znacaj odredivanja himotripsina i elastaze-1 u fecesu kod

pracenja efekta terapije
15 - l ) Fae
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; k
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Tretman pankreasnim enzimima uticaj na nivo himotripsina u fecesu
Ispitivanja na pacijentima sa cisticnom fibrozom i steatorejom
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Elastaza-1

« Humana elastaza-1 (EC 3.4.21.36;)

= nema sistemsko ime; skracenica E1

* Anjonska proteaza koja pripada familiji serin proteaza

1/ - To je karboksiendopeptidaza koja katalizuje hidrolizu nativno

7 elastina — glavnog strukturnog fibroznog proteina u vezivnim
’ tkivima sa posebnim afinitetom za karboksilne grupe alanina,

sa drugim digestivhim enzimima

« Sastoj se od 240 aminokiselina i Mm od 26000

/ i leucina
/ « Humana E1 se sintetiSe u acinarnim cCelijama pankreasa zaje




Elastaza-1

« Enzim se sintetiSe kao preproelastaza. Posle procesuiranja u
proelastazu deponuje se u zimogenim granulama i posle se aktivira
u elastazu pomocu TRY u duodenumu

- Elastaza-1 se minimaino degradira tokom prolaza u crevima
///, - Istorijski, svaka proteaza koja hidrolizuje elastin se naziva elastaza
7 / « Kodirajuci geni za elastazu su u klasteru na hromozomu 19
« Poznata su tri osnovna tipa enzima:
/ 1. Pankreasna elastaza-1 E1 (EC 3.4.21.36;)
/ 2. Pankreasna elastaza-2 (EC 3.4.21.71)

3. Pankreasna endopeptidaze-3 (EC 3.4.21.70) koja se naziva i
holesterol-vezuju€a proteaza

ss




Klinicki znacaj elastaze-1 %

Hroni¢na insuficjencija pankreasa

Merenje E1 u fecesu je najrealniji i senzitivniji neinvazivni
postupak za dijagnozu insuficijencije hroniénog pankreatitisa
Ovaj test ne moze da razdvoji pacijente po tezini pankreasne
insuficjencije od zdravih osoba

E1 za razliku od CHY u fecesu ne omogucava pracenje terapije




Znacaj odredivanja enzima u fecesu kod pracenja efekta terapije

15 4

10 4

Focal tat (g724h)
Fecal chymotrypsin (UWg)

Tretman pankreasnim enzimima ne uti¢e na nivo elastaze-1 u fecesu
Ispitivanja na pacijentima sa cistiénom fibrozom | steatorejom 7




Neinvazivni testovi za ispitivanje egzokrine funkcije pankreasa
Enzimi u fecesu: himotripsin i elastaza-1
Osetljivost i specifiCnost

TABLE 51.9 Comparison of Fecal Chymotrypsin

and Elastase

FECAaL ENZYME

Chymotrypsin Elastase

10 day intraindividual 30% 15%
variation, mean CV

Loss of activity, 7 days 17% 2.5%
at 4 °C

Overall diagnostic 64% 93%
sensitivity

Overall diagnostic 89% 93%
specificity

SN



Amilaza

*  Prisutna u salivi i pankreasnom sokil MoZe se ekstrahovati iz
zZlijezda skaletnih misica i adipoenaoe thiva
* Referentne vrijednosti 28 -100 U/L

Blago povecane vrijednaosti:
v Akuitni holedcistitis

* Intestinalna opstrukcija

» Zauske

»  Salivarmi kalkulus

» Abdominalne traume
Signifikanino povecanje:

»  Akutni pankreatitis

* Perforadja peptickogulkiisa
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Kisela fosfataza

Celijska lokalizacija A\
« Lizozomalna ACP W\
— ACP je prisutna u lizozomima, a to su organele prisutne u svim éelijama izuzev |

eritrocita. \Q
» Ekstralizozomalna ACP je prisutna u mnogim c¢elijama \:
Distribucija u tkivima \
« Najveca koncentracija ACP je u prostati, kostima (osteoklastima),

slezini

Distribucija kisele fosfataze u krvi
« Eritrociti, trombociti i leukociti




lzoenzimi i izoforme kisele fosfataze

Pet tipova kisele fosfataze (4 izoenzima)

Elektroforetska pokretljivost na PAAG
1. Lizozomalna LAP tip 3
- Mast celije

2. ProstatiCna kisela fosfataza PACP tip 2b
- Prostata, mozak, slezina, jetra, trombociti

3. Eritrocitna EACP tip 1
— Eritrociti
4. A. Makrofagna MACP tip 5a

— Makrofage jetre, slezine i pluca

B. Osteoklastna OsACP tip 5b
— Osteoklasti kostiju



Svojstva kisele fosfataze

« Stabilnost kisele fosfataze — nestabilna

Na temperaturi preko 37°C

Nestabilna u alkalnoj sredini, pH >7,0
Neke forme u serumu su labilne i vise od 30 % ACP aktivnosti se gubi
tokom 3 sata na sobnoj temperaturi

Acidifikacija seruma na pH ispod 6,5 pomaze u stabilizaciji enzimske
aktivnosti.

« Uticaj jona, aktivatora i inhibitora

Na aktivnost ne utiu joni Mg 2= i Zn 2+
Aktivnost ACP stimuliSu hidroksilna jedinjenja - akceptori fosfata

Izoenzimi ACP se medusobno razlikuju i po osetljivosti prema
inhibitorima kao $to su etanol, formaldehid, L-(+)-tartarat, gvozde, bakar
| fluorid.



Izoenzimi kisele fosfataze

Lizozomalna kisela fosfataza

« Deficijencija LACP
« Autozomalno recesivno oboljenje
*« Poremecaji u metabolizmu

Prostaticna kisela fosfataza

« Serumski marker kancera prostate

* U semenoj teCnosti

« Marker u forenzici za seksualne delikte

* Ranije se prostaticna ili tartarat osetljiva kisela fosfataza koristila za pracenje
karcinoma prostate ali sada je u potpunosti zamenjena sa prostata- specificnim
antigenom (PSA).

* Novija ispitivanja prognostickog znacaja PACP

* Vrednosti su viSestruko povecane kod karcinoma prostate

Eritrocitna kisela fosfataza

« EACP pokazuje genetski polimorfizam

* Utvrdivanje ocinstva 10
« Poremecaj hemoliticki favizam



Klinicki znaCaj tartarat rezistentne kisele fosfataze

Blaga ili umerena povecanja serumske TR-ACP

1. Pagetova bolest

2. Hiperparatioridizam sa manifestacijama na kostima

3. Malignim invazijama na kostima pri kanceru dojke kod Zzena
4. Osteoklastoma tumor giant celija - osteoklastna neoplazma

5. Osteopetrosis — mermerna bolest kostiju gde osteoklasti ne mogu
da resorbuju kost



Kisela fosfataza u Pagetovoj bolesti

Medu bolestima kostiju umeren porast G i i i
se dobija kod Pagetove bolesti

(osteitis deformans)

Rezultat dejstva osteoklastnih Celija
Povecana aktivnost u prvoj fazi, ali specifiénije
je povecanje ALP

w

Rentgenski snimak

Osteoliticka mesta na delu osteoklastne
resorpcije kostiju
Skleroticna mesta na dell aktivnosti
osteoblasta




Makrofagna kisela fosfataza
Tartarat rezistentna kisela fosfataza tip 5a

Gaucher-ova bolest

Poremecaj metabolizma glukocerebrozida
Recesivno oboljenje

Deponovanje lipida u mozgu i kostima
Mentalna retardacija

Gaucher-ove celije -

& The "crumpled tissue paper”
— makrofagne abnormalne celije appearance of the cytoplasm
2 s e T ’ " v of Gaucher cells is caused by
— identifikacija celija citohemijsko bojenje enlarged, elongated lysosomes
Demineralizacija kostiju

Celije kostne sri:

Gaucherove celije sa deponovanim
Glukocerebrozidima u lizozomima
duguljastog izgleda




