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Dijagnosticki znacaj enzimske analize

117/

,.«‘/’ + Detekcija enzimske deficijencije u ¢eliji
- Urodene greSke metabolizma

— Stedene deficijencije
» Kod delicippncije vitamina

» Kod trovanja (trovanje organofosfatnim jedinjenjima
holinesteraza)

+ Detekcija oSteéenja tkiva merenjem ekstracelularnih
enzima u raznim telesnim te¢nostima

= Serum, plazma, urin, likvor itd

Enzimi su plazmatski markeri oste¢enog tkiva



Ciljevi odredivanja enzimske aktivnosti u plazmi

Utvrditi oStecenje tkiva

Identifikovati organ iz koga poti¢e oStecenje
Utvrditi koliki je opseg osteéenja u tkivu
Dijagnostikovati osnove bolesti
Usporedivati aktivnosti enzima

Utvrditi prisutnost izoenzima
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1. Sekretorni enzimi

A.Inkretorni enzimi lli enzimi unutrasnjeg lué¢enja

= Sintetisu se na endoplazmatiénom retikulumu hepatocita i
izluéuju u krv gde ostvaruju svoju funkciju

— Faktori koagulacije
- Holinesteraza

— Ceruloplazmin

- Lipoproteinska lipaza

B. Ekskretorni enzimi

« Sintetsu se u fundusu Zeluca, acinusnom delu pankreasa i
sluznici creva

- Pepsinogen

- Amilaza

- Tripsinogen

— Himotripsinogen
- Karboksipeptidaza

Wil




2. Intracelularni enzimi \%
Lokalizacija enzima u hepatocitima
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Efluks enzima iz oStecenih celija u cirkulaciju

Kada se jednom uspostave uslovi za izlazak enzima iz oftecenih
celija brzina i kolifina enzima koja prelazi u crkuaciju zavisi od vise
faktora:

Koncentracion gradijent
Dituzija
- Brie izlaze male molekule

Prelaz enzima iz ernitrocita i endoteinih celija u krv
Vrlo brz

Prelaz iz intersticijalnog prostora u cirkulaciju:
Direktan kroz zidove kapilara

vialika parmeabilnost kapilara
jetra, delimiéno i u srcu
Putem imfne drenale
manja permeabinost kapilara
GIT, pankreas, srce




Efluks enzima iz ostecenih ¢elija u cirkulaciju \
Putevi ulaska enzima u cirkulaciju

Vrlo permeabilna

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 ostecenih celija u
cirkulaciju

Uticaj intracelularne lokacije enzima na efluks enzima

Oslobadanje membranskih enzima

— Disocijacija ili degradacija

Oslobadanje enzima vezanih za organele
- Mitohondrijalni enzimi

- TeZe oslobadanje

- lIreverzibino razgradnja celije

Primeri

1.Infarkta mickarda

MNekroza tkiva

24 sata posle IM enzimski profil u cirkulaciji odraZzava profil u tkivu
mickarda

2. Hroni€ne bolesti jetre

Uticaj sinteze enzima | brzine uklanjanja iz cirkulacije

GGT - ektoenzim



Promene u sintezi enzima Q

Normalno : minimalne koliine intracelularnih enzima u plazmi zbog
oslobadanja enzima u plazmu
Smanjeno oslobadanje enzima zbog smanjene sinteze enzima
- Genetski defek! u sintezi enzima
- Hipolostatemija na alkalnu fosfatazu
= Multi ili silent alel kod serumske holinesteraze
Povecana sinteza enzima
= Vedi klinicki znadaj
- Povedanje broja i aktivnosti ostecblasta
~ Kod dece u periodu rasta i kod bolesti kostiju
Indukcija sinteze enzima
~ Gama-GT prilikom uzimanja kekova
+ barbitwrata | fenitoina
* alkohola




Eliminacija enzima iz cirkulacije

OTPUSTAMIE

Klirens enzima putem:
1. Urina (amilaza)

//, 2. RES
j—f” kostna sr2, slezina i 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-fostataza (ALP) 140 000
« y-Glutamil transferaza (GGT) 300 000




Poluzivot enzima

« PoluZivot enzima varira: e
* Od nekoliko sata do nekoliko dana @ Usase
* Prosecno {1/2 od 6 do 48 sali o o
2 0,693
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Bioloski poluzivot enzima u plazmi

LD1
LD5
CK
AST
ALT
ALP
GGT
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1. Odredivanje organo specificnih enzima

Enzimi kao tkivni markeri

Serum Eritrociti Jetra Srce Misic
AST 1 x15 x7000 «*8000 x5000
ALT 1 X7 *x3000 e x400 x300
LD 1 x300 x1500 x1000 X700
CK 1 <1 <10 x 10000 XS0000 g
Osetljivost Specificnost

Enzimski profil



3. Enzimski profili | \\

Odredivanje nekoliko enzima (enzimski profil) | posmatranje relativne
enzimske aktivnosti, izratunavanje odredenih koeficijenata

i1/

%J Misic¢a 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. Pra¢enje enzimske aktivnosti u toku odredenih LA

vremenskih intervala W\
Dinamika promena enzima u akutnom infarkiu miokarda \
Dijagnosticki prozor enzima

Rani | kasni marken

Eﬂn_ir_#w_t?_

Limit of




4. Pracenje enzimske aktivnosti u toku odredenih

vremenskih intervala
Dinamika promena enzima u akutnom pankreatitisu

—
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Days after onsat of ingury

1. Vede vrednost kpaze 3x URL
2. Dude oslaju povidena vrednosli u sanumu







Aminotransferaze

+ Uloga

Mehanizam reakcije transaminacije
« Distribucija u celiji i organima

« KliniCki znacaj

« Analitika

« Preanaliticki uticaiji

* Referentne vrednosti




Aminotransferaze ili transaminaze

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

Aspartat aminotransferaza AST (ASAT)
i/// * Slari naziv: glutamat oksalacetat ransaminaza
11/ + Skracenica GOT ili SGOT (serumska GOT)
7 - Enzimski broj: EC 2.6.1.1;
/ ‘ « L-asparal: 2-oksoglutarat aminotransleraza; AST
Alanin aminotransferaza, ALT (ALAT)
« Stari naziv: glutamat piruvat transaminaza
- Skracenica GPT ili SGPT (serumska GPT)
» Enzimski broj: EC 2.6.1.2;

L-alanin: 2-oksoglutarat aminotransferaza; ALT
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Aminotransferaze

* Par 2-oksoglutarat/L-glutamat ili 2-ketoglutarat/L-glutamat sluZi kao akceptor
amino grupe i kao donor u svim reakcijama transfera aminogrupe

« Specificnost pojedinacnog enzima proistiée  specificne
aminokisaline koja sluki kao donor aming grupe

AST katalizuje sledecu reakciju

coo®
AST, P-5'-P _ y

CH;

coo®

coo®
3
L-Glutamate




Aminotransferaze

ALT katalizuje sledeéu reakciju

L-Alanine 2-Oxoglutarate Pyruvate

SIS

Reverzibilne reakcije
RavnoteZa je viSe pomerena ka stvaranju aspartata i alanina
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Aminotransferaze A\

Piridoksal-5-fosfat (P-5'-P) i njegov amino analog piridoksamin-5-fosfat
funkcionidu kao prostetiéne grupe u reakciji transfera amino-grupe.
P-5'-P je vezan za apoenzim i sluZi kao prava prostetiéna grupa

" P-5'-P vezan za apoenzim prihvata amino grupu od prvog supstrata, aspartata

ili alanina i gradi kompleks enzim-vezan prindoksamin-5"-fosfat | prvi reakcioni
produkl oksalacetat ili piruvat.

Koenzim u amino formi zatim vrii transfer njegove amino grupe na sekundarni
supsirat, 2-oksoglutarat, pri ¢emu gradi sekundarni produkt, glutamat, a P-5'-P

se regenerise.




Mehanizam transaminacije %

Prva faza- konvenovanp aminokisaling u kato Kisalinu (PLP - » PMP)

1. Hukleolilna amnogrupa aminokiseline napada ughenikoy atom Sidove baze enrim-PLP
{aldimin), uz oslobadanje amino grupe lizina enzima. Lizin je sada siobodan | deluje kao vadna
i1/} baza aktivnog centra.
// f/ 2, Sdova baza aminokiselina-PLP lautomerizuje se u S$fovu bazu o-ketokis dina-PMP (ketirmn)
pomodu lizina aktvnog centra uklanjanjem e-vodonika aminokiselne | protonacie atoma C4°
PLP-a putem rezonalno stabikzovanog karbanpnskog intermedigra. Ova rezonantna stabinost
clakiava raskdanpe C o-H vaze,

3 Siova bara o-kelokiselina-PMP se hikrolzuje do PMP | a-ketokisedne.

Druga faza -konverlovanje o—kelo kiseling u aminokiselinu
PMP » PLP

3. PMPreaguje sa o-kelokiselinom | gradi se Silova baza
2. Sdova bara o-kelokiselina-PMP laulomenizuje | gradi se Silova baza aminokiselna-PLP

1. F-AMINogrupa izina aklknog centra reaguje sa Sfovom bazom aminokisslinom=PLP | u reakji
ransiminacije kako bi se regenerisac akiivni anzim-Sifova baza | oslobada se nova

aminokiseling.




Aminotransferaze \%

U serumu mogu biti prisutne obe forme:

Koenzim-deficijgentan apoenzim i holoenzim

Dodatak P-5-P pod uslovima kada je moguéa rekombinacija sa enzimom
obiéno dovodi do povecdane aminotransferazne aktivnost

U skladu sa preporukama o optimizacij svih faklora koji deluju na brzinu
enzimske reakcije, IFCC preporutuje dodavanje P-5-P u metodama za
odredivanje aminotransferaza kako bi se odredila sva prisutna aktivnost
transaminaza u serumu.




Uloga aminotransferaza u metabolizmu

*  ALT ucestvuje u katabohzmu aminokiselina
- Vaza sa glukoneogengzom

AST u prencdenju redukcionih ekvivalenata u mitohondnje
- Malatni Satl sislem

gucose HAD malate M alare MAD H;O
A
FADH

oo b A b ouaboacetabe  PUADE Oy

CYTOPLASMY aspariate asg-artato T OO HOMDRION
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Distribucija aminotransferaze

Distribucija u organima

= Aminotransferaze su Sircko rasprostranjene u organizmu \!

»  AST se primamo nalazi u srcu, jetri, skeletnim migicima
AST je manje prisutna u bubrezima, mozgu, plud¢ima,eritrocitima W\

ALT je pre svega zastupliena u jetn (napvide) | bubrezima, sa mnogo k
manjim koli¢inama u srcu i skeletnim miSicima i1

Celijska lokalizacija: A4

ALT je prevashodno citoplazmaliCni enzim 1 \
AST postoli kao mitohondrijalna m-AST | citoplazmatiéna forma c-AST "

Siruktura izoenzima AST

Owvo su genetski dva razlicita izoenzima sa dimernom strukturom
Dva identi¢na polipeptidna lanca sa po 400 AK.
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Lokalizacija enzima u hepatocitima \\
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Aktivnosti aminotransferaza u humanim tkivima u
odnosu na serum

Srca 7800 450
Jatra 7100 2850
Skeletni misic 2000 300
Bubrezi 4500 1200
Pankreas 1400 130
Slezina 700 80
Pluéa 500 45
Eritrociti 15 T
Serum 1 1



Klinicki znacaj transaminaza '
ALT - bolesti jetre A\

AST — bolesti jetre, skeletnih misi¢a, sréanog misica
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 slufe za detekciju inflamacije | oStecenja nekroze hepatocita 11
Za dijagnozu i prognozu bolesti jetre '
Bolesti jelre su najvaknip uzrok povecane aklivnosti ransaminaza u serumu
« U najvecem broju bolesti jetre, aktivnost ALT je veca od AST, izuzev u
alkoholnom hepalitisu, hepatiéngj cirozi | neoplazmi jetre

é.




Klinicki znacaj transaminaza

Virusni hepatitis

» U virusnom hepatitisu i drugim formama jetrenih bolesti vezanih za akuinu
hepatiénu nekrozu, serumska ALT | AST koncentracije su povecane | pre
kliniékih simptoma i pojave simploma 2utice

Dinamika enzimskih promena aktivnosti
Aktivnosti oba enzima mogu dostici vrednosti | do 100 puta vece od URL
* Majledce vrednosti su povecane 10-40 puta
= Zavrednosti do 7 puta >URL najveca dijagnosticka senzitivnost |
specifiénost

Pik vrednosti nisu vezane za prognozu | mogu opadalti | pored pogorsanja
sianja pacijenta
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Nivoi enzima u oboljenjima jetre
Akutni virusni hepatitis
Dinamika enzimskih promena

L4
|
-
:
i

P ———————— -Brz porast lransaminaza ALT i AST u
" Senumu

“\edi porast ALT

*Brii porast u odnosu na bilirubin
«Pik vradnost akinnost transaminaza
sé javiapu zmedu 7. i 12. dana

g

-Aklivnosli se posle gradualno smanjuju
Biirubin  «Dostilu normalne vrednosti posle 3 do
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Klinicki znacaj transaminaza

Hroniéni hepatitis

« Perzistentno povec¢ane vrednosti ALT duZe od 6 meseci nakon akutnog
hepatitisa sluZe za dijagnozu hronicnog hepatitisa

« Vedina pacijenata sa hroniénim hepatitisom imaju maksimum ALT
maniji od 7 x od URL
ALT moZe biti stalno normalan u oko 15 do 50 % sluCajeva pacyenala
sa hroniénim hepatilisom C

» Kod pacijenata sa akutnim hepatitisom C, ALT se mora meriti
penodicno u toku naredne 1 do 2 godine
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Toksiéni hepatitis
Slika u toksiénom hepatitisu je razlicita od one u infektivnom hepatitisu
* Kod hepatiénog ostec¢enja acetaminofenomom, pik transaminaza je
vise od B5 puta od URL u 90 % sluéajeva, a to su vrednosti koje se
retko srecu kod akulnog virusnog hepatitisa.

=  Vrednosti ALT i AST tipiéno dostidu pik vro rano | brzo opadaju.




Kliniéki znagaj transaminaza | \%

Akutni alkoholizam

Alkoholni hepatitis
* Povecéane vrednosti transaminaza
+ AST = ALT
« Uzrok porasta transaminaza
-~ Ostecéenje mitohondrija | porast mAST
- ALT osetljiviji na deficijenciju piridoksal fosfata
-~ Nutritivna deficijencija
- Deficijencija B6 - koenzim transaminaza

S

* QDdnos AST : ALT =2
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Klinicki znacaj transaminaza

Nealkoholna masna jetra

NAFLD (nonalcoholic fatty liver disease)
NAFLD - pojava masne jetre najCesce dolazi do povecanja
aminotransferaza ukolko nije virusni i alkoholni hepatitis

+ Uzroci bolesti nealkoholne masne jetre:

. Gojaznost

2. Insulinska rezistencija

3. MetaboliCki sindrom

—-



Gojaznost i nealkoholna masna jetra

Jetra ima odreden
kapacitet sinteze VLDL
Visak TG masna jetra

UiCastalost
go@zne odrasle osobe: 50-75%
gojzna deca: 25-50%

MNealkoholna masna jetra stealoza— steatchepatitisa — libroze —ciroze —kancera

Mealkoholna masna jefra je hepatiCéna manifestacija insulinske rezistencye,



N
Klini€ki znacaj transaminaza \
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Dobijene vrednosti ransaminaza kod ciroze jetre variraju zavisno od statusa
procesa ciroze

Vrednosli se kreCu od 4 do 5 puta vise od URL

Odnos AST/ALT vediod 1

- reflekivje stepen fibroze kod ovih pacijenata

* Owa sluéaj znadi da je redukcija u produkciii ALT u ostecenoj jetri




Klinicki znaca) transaminaza

Hepatotoksicéno dejstvo lekova
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Blaga ili srednja povedanja oba enzima i ALT i AST su dobijena kod
davanja raznih medikamenata
- Nesteroidni antiinflamatomi lekovi, antibiotici, antiepileptici, inhibitori HMG-
KoA reduktaze, ili opijati.

Povecdanje transaminaza kod raznih bolesti bolesti jetre

Kod pacijenata sa poviSenim vrednostima transaminaza, negativni
virusni markeri ili negativna istorja uzimanja lekova i alkohola, treba
posumnjali na rede bolesti poput:

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



Klinicki zna&aj transaminaza \\

Karcinomi

= Povecanje od 2 do 5 puta oba ova enzima se javlja kod pacijenata sa
primarmim karcinomom jetre il sa metastazama karcinoma na jetn

= Obitno je AST visi od ALT
*  Vrednosti su obiéno normalne u ranim sladijumima maligne infiltracije jetre
Opstruktivne bolesti

* Povecane aktivhosti transaminaza su dobijene kod ekstrahepatiéne
holestaze, pri Cemu su aktivnosti viSe ukoliko se radi o hroniéngj opstrukcyi

SSSSSSSS
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Klinicki znacaj transaminaza \

lako su aktivnosti AST i ALT uvek zajedno povedane kada neka bolest oteti
integritet jetrenih celija, ALT je speaficniji jetreni enzim

Povecanje serumske aktivnosti ALT je vrlo retko zuzev oboljenja kod kojih
dolazi do parenhimskog o3tecenja jetre

Povisene aktivnosti ALT ostaju dulte u odnosu na poviSena vrednosti AST
Pitanje da li reba odredivati AST pored ALT 7
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Klinicki znaéaj transaminaza
Aspartat aminoteransferaza

Bolesti srca

=  Posle akutnog infarkta miokarda, povisene aktvnosti AST
u serumu zbog visokih aktivnosti AST u sréanom misicu

Misitne bolesti - o 1

« AST je poviden i u progresivnoj misicno] distrofiji | dermatomiozitisu

- povetane aktivnosti | do osam puta u odnosu na nomMalne
*  AST nomnalan u miSicnim obolj@njima sa neurcloSkim poreklom
«  Oitedenje popredno prugastih misica uporedni porast AST | CK
Druge bolest
« Embolija pluca moZe povecati AST dva do tri puta,

« Slaba povidenja su deteklovana kod.
- celijatne bolesl, akutnog pank realitisa, misicnih povreda i hemolitiCkih bolesti



Mitohondrijalna AST \\

« Generaino aktivnost mitohondrijalne AST (m-AST) u serumu pokazuje
povecane kod pacijenala sa ekstenzivnom degeneracijom i nekrozom
jetrenih celja

i/, = Valan je odnos m-AST i ukupne aktivnosti AST kod alkoholnog hepatitisa.

Owvaj odnos jasno identifikuje stanje

sa nekrotiCnim tipom oStecenja jetrenih

celija 3 o
Alkoholni hepatitis g o ,
- Slabo povelanje enzima ox0 b
- Vete povetanje mitohondrijainog I -
anithus 0.4 'I i
|
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Makro-AST \%

+  Makro forma AST- makro-AST je enzim AST vezan za imunoglobuline

+ Tipican nalaz:

Stalno povetana aktivnost serumske AST kod asimplomalskih bolesnika,
sa nepostojanjemn bilo kakve patologije u organima bogatim sa AST
Povidene vrednosti AST mogu da reflekiuju smanjen klirens ovog
abnomalnog kompleksa iz plazme

*  Makro-AST nema klinitke posledice

» Identifikacija makroforme je vaZna da bi se izbegle nepotrebne
dijagnostiéke procedure kod ovih osoba

« Laboratorijska dijagnostika makro AST elektroforetski




Referentne vrednosti aminotransferaza a

«  Metode sledljive referentng IFCC metodi:
« AST gomja granica (97,5-pecentil referentne distribucije) 35 U/L
_ Uticaj pola
/// «  AST nema razlika prema polu
/ «  ALT pokazuje razlike izmedu muskaraca | 2ena.

7
/ = (Gornja granica je 60 U/L za muskarce | 42 U/L za Zene.
Uticaj godina
« ALT nema razlika po godinama kod dece

 AST je povecana kod beba | dece do 3 godine 2x visa nego kod odraslih u
pubertetu se izjiednatavaju




Zakljucci
Tumacenje klinickog znacaja transaminaza

Povecan samo ALT
« Verovatno je u pitanju bolest jetre

Povecan samo AST
+ Moguéa bolest jetre, srca i skeletnih miSi¢a

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



Oboljenjajetre

» CHOLENESTERASE
* Prisutna u nervnom tkiviy, eritrocitima i jetfri
* Referenine 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 vryjednost: Muskarc: 30 U/L
Zene <25 U/L

Signifikanino povecanje:

Indukovano alkoholom ili lijekom fenobarbitonom
Hronicri alkoholni hepatitis

Holestatske bolesti jetre



Oboljenja jetre

ALKAILNA FOSFATAZA (ALP)
* Signifikanitno povecanje:
— Oboljenja kostiju kao sto je osteomalacija, rahitis,

Padzetovosteogenetski karcinom, 1 sekundarmi
depoziti u kostima.

— Oboljerya jetre kao sto je holestaza, tumorili
Intoksikacija lijekovima

— Tumor: kosti ili Jetre primarmi ili sekundarmi
depoziti



Oboljenjajetre

» ALKALNA FOSFATAZA (ALP)

* Prisuina u kostima, hepatobilijarnom,
intestinalnom trakturenalnim tubulima i
placenti

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






Kreatin kinaza

Kreatin kinaza

EC 2.7.3.2;

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 polencijal favorizuje reversnu reakciju fj stvaranje ATP iz CrP.

Reversna reakcia s odvija 2 do 6 puta brie nego prva reakcija, zavisno od uslova.
Optimalan pH reakcije j 9,0 a reversne reakcye je 6,7.




« Glavna uloga CK je da uéestvuje u obezbedivanju energije

» ATPje .moneta® u delijskom metabolizmu

«  ATP se stvara u mitchondrijama u procesu celijske respiracije
Majvedi potrosadi energije su misici | mozak jer su oni metabolicki
napktivnija thiva

* Kreatin foslat - depo energije
Kreatin kinaza - trenutni puler za energiju

»  Visoko enargelska veza e neucbiajena azol-loslaina veza.
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Distribucija kreatin kinaze u organizmu \

« Kreatin kinaza je vezana za mesta gde se energija oslobada (mitohondrije) ili
rodi (metabokdki aktivna tkiva)

» Reakcija je kuplovana za glikolizu i aktin-miozinski sistem
= Aktivnost kreatin kinaze je najveda u:

!/

F/;’f - popretno prugastim mididima i
= sréanom miditu, koji sadrde 2500 | 550 Wg proteina,
- mnogo manju aktivivost CK imaju mozak,

- GIT. mokracna bedika.

U celiji kreatin kinaza je lokalizovana u ciloplazmi ili vezana za mioflibrile | u
mitohondrijama




Kreatin kinaza: citoplazmaticna i
mitohondrijalna

Kreatin kinaza

— lzoenzimi

— Makro forme

e lzoforme
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Izoenzimi CK W\
Citoplazmatski izoenzimi \

CK .hdil'lﬂl' B M e} wbund (pere on cheomoscome 15
Subjedinice M i B (svaka po 40.000 kDa) R —————
Genski lokus na hromozomu 14 i 19

Tri citoplazmaiska izoenzima: cos D

L2

CK-BB ili CK-1 moZdani osnzim coa: [

CK-MB ili CK-2 sréani izoenzim (hibridni)
CK-MM ili CK-3 mifitni izoanzim

Komisija za biohemijsku nomenklaturu preporuéuje da se izoenzmi
obeleiavaju na bazi njihove elektroforelske pokretjivost
Lzoenzimom koji najvise anodno puluje dobija najmanji broj

Na osnovu loga izoenzimi CK su obelekeni kao CK-1, CK-2 i CK-3.
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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 (1ee Figure 7.1 (a)).

bowayme  Smin  OF  Cudhc  Shleh
CKBB [CK1) 100 95 Gt 1 o
CEMB [Cx2) 0 1-2 22 3
CEMM [CK3) o 3 " a7




Mitohondrijalna kreatin kinaza | \

L

Pored ovih citazolnih postoji | Setvrti
izoenzim
« Razlikuje se imunoloski i na osnovu
elektroloretske pokretijivost
=  CK-Mt izoenzim je lociran izmedu
unutrasnje i spoljainje membrane
11/ mitchondrija
j’;*;;', « LU srcu on éini 15% od ukupne CK
77 aktivnosti
= Dve forme mitCK
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lzoenzimi CK
Mitohondrijalni izoenzimi

oktamaer

Gan za milCK @ na hromozomu 15
Struktura CK-Mt
- I.'_‘.lllgl_'u'l'u;':-r|1..-..:|;';|l_'-r'|.:||11
T
Uloga mitohondrijaine CK
Kreatinfosfat/kreatin Satl sistem

Prenosi kreatin fosfat iz mitohondrga na
citozolnu kreatin kinazu koja predaje
ATP kuplovanim ATFPazama poput
aktin-miozin (kontrakciia misica) ik
jonski transporten koji su ATP-zavisni
(transport Ca 1z sarkoplzmabicnog
ralikuluma)

Kreatin fosfal nipg samo energelski
puter vec | prencsilac energle i1z
organale gde se prozvodi ATP do
mesta utrodka




Geni kreatin kinaze \

Geni za dve subjedinice su na razikcitim hromozomima:
Bna 1432 i Mna 19q13.

sarkomema miCK; or miCK

/} gen prolein

1/ CKB kreatin kinaza, brain -mozak, BB-CK

HH CKBE Kreatin kinaza, ekiopiéna ekspresija

?" CKM kreatin kinaza, miiéna, MM-CK
kreatin kinaza mitohondrijalina 1;

/ CKMT1A, CKMT1B ubiquitous miCK; ili ,mtCK

/ CKMT2 kreatin kinaza mitehondrijaina 2;




\
Kreatin kinaza \\
Kinetidke karaktienstike kreatin kinaze
Uticaj Mg(ll) jona:
_ grad kompleks sa ATP | ADP
— aktivacija (uski opseg koncentracije Mg jona)
— i inhibicija jonima Mg
Inhibitori reakcije:
= Mn, Zn, Ca Cu

- joni: hioridi, bromidi, luond, jodoacetat, citrat, sulfat, ADP u visku,
= urati | cistein nhibdon U Sarumu

— wvaino odriavanje koncentracija Cl i sulfata
Znataj SH grupa

enzim nestabian zbog SH grupa

Reagensi koji reaktiviraju CK

= N-acetil cistein, monoticlghicerod, diticeritriol, ditiotreitol (Clelandov reagens) |

glutation
- najbolji N-aceticisten u koncentraciji od 20 mmol'L u reakciongl smesi




Fizioloske varijacije CK

Fol

Misiéna masa
FiziCka aktivnost
Rasa

Godine




Klinicki zna&aj CK \

Povecéane vrednosti CK kod bolesti srca | skeletnih
misic¢a zbog:

— povreda

— inflamacija

— nekroze

Odredivanje CK ima klinicki zna€aj kod:
* Bolesti skeletnih misica

« Akutnog infarkta miokarda

* QOstecenja mozga




Klinicki znacaj CK \\

4 * Infarkt miokarda i oste¢enja sréanog misi¢a
Skeletni misici: oStecenja i bolesti
Hipotiroidizam

Intramuskularne injekcije

Generalne konvulzije

Cerebralna oStecenja

« Maligna hiperpirekcija

* ProduZena hipotermija




.

Klinicki znagaj CK \\

Misi¢ne bolesti

L

Povidene vrednost CK mogu biti jedini znak subklinilke neuromuskularme
bolesti.

30-44 % asimptomatskih pacijenata sa hiper CK aktivnodiu (5x veda od URL)
IMa opatiju.

Aktivnost serumske CK j@ mnogo povidena u svim tipovima midiine distrofije.
U progresinom tipu midiine distrofije, kakva je Dusenova distrofija aktivhost
enzima je najveca u detinjstvu od 7 do 10 godine | moZe biti povetana dugo
vremena pre nego Sio se kiinitki spolji.

Serumska CK posle opada poéto pacijenti postanu stariji jer se funkcionalna
mBina masa smanjuje sa progresijom bolesti.




Dusenova misi¢na distrofija

Vrednosti CK vrio visoke kod obolelin
Bolest vezana za pol

Zena su prenosioci gena

Kod 50 do 80 % Zena nosioca gena zZa
misicnu distrofiju koje ne oboljevaju maju
povisen CK 3 do 6 puta.

Vrednosti mogu pak biti normalne ako nema

fizitke aktivnost

Znata) prenatalne dyagnostike

X-linked recessive inherllance
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Klinicki zna&aj CK %

/ Migiéne bolest

7' +  Visoke vrednosti CK su zabeleZene kod

«  virusnog miozitisa, polimiozitisa i siénih bolesti misica
/ » Kod neurogenih misicnih bolesti

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

* Vo visoke vrednosli su kod maligne hipertermije, bolesli koja se
manifestuje visokom groznicom i koja je izazvana davanjpm
inhalacione aneslezije (halotan) kod obolele csobe.




Klinicki znacaj CK

NMisicne bolesti

« U akutng rambdomialz zbog kras ostecenja, sa teskom destrukciom
misica, vrednosti serumske CK aktvnosti su 200x URL

«  Serumska CK moze biti povecana | kod drugih trauma miSica

= intramuskularne injekcipe | hirurdke intervencije.

«  Postoge i lekovi koji u farmakoloSkim dozama povedavaju vrednosti CK u
SEMLITTNLE

- @atifivrati, antiretroviraini lekavi | antagonisti receplora
angotenzina

- Razne vste miopatija se mogu javiti kod davania statina,
blagi mijalgilni sindrom pa sve do rabdomiclize (0,02 %)

* Fizicka aktivnost
—  Fizitki trening

— Maratonc



Pracenje efekta terapije hipolipidemicima
Preporuke ESC/EAS 20011

« Pracenje neZeljenih efekata statina: - :
~ rabdomijelize {[_/
- hapatoloksiCnost
=  QOdredivanje aktivnosti enzima
- CK
- ALT
» CK se preporuCuje kod pacijenata sa visokim rizikormn za miopatiju
- slarge osobe sa drugim ko-morbaditetima
— pacienti sa raniim misitnim simplomima
= moguinost nterakcije lekova



Pracenje efekta terapije hipolipidemicima
Preporuke ESC/EAS 20011

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

Nema prediktivne vrednosti za CK kod rabdomiolize povecanje CK i
kod oStecenja miSica | kod intenzivnog veZban|a

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

tretman da se obustavi ako su vrednosti > 5 xULN




Pradenje efekta terapije hipolipidemicima
Preporuke ESC/EAS 20011

Koliko cesto treba odredvall CK kod pacijenata koji primaju hipolipidemike 7
= Pre tretmana
= Ako jo bazalna vrednost CK > 8 X URL ne zapodinjati terapiju
Monitaring
— Rutinski monitonng CK nije potreban
- Proveriti CK ako se kod pacijenta javi mijalgija
- Povetali opreznost ako se radi o starijoj osobi, interferirajutim ekovima, uzimaju
vide lekova, prisulna bolest jetra il bubrega
Sta treba uraditi ako se povedaju vrednosti CK kod pacijenata na lerapij
hipolipidemicima 7
=5 X URL
- Zaustavis tretman, proveniti funkciju bubrega | pratiti CK svake 2 nodelje
- Proverin da |l j@ porast CK prolazno na primer zbog velbanja
- Iskljutiti druge uwmoke kojl mogu dovesti do mipatipe ukolko CK ostane povifan
<5 X URL

=  Ukoliko néma simpltoma na miSitima nas tavitl $a wrapijom i savetoval pacijenta
da prati promens Na mdsGma

= Ukoliko s pojave simptomi , pratiti ih | regularno kentrolisah CK
= Ponovno uvodenje terapije se moke sprovesti lek kada se ALT vrati u normalu



Klinigki zna&aj kreatin kinaze \

Hipotiroidizam
« Aktivnost CK u serumu pokazuje inverznu povezanost sa funkcijom
11/ tiroideje
7 .~ + Oko60 % pacijenata sa hipotircidizmom pokazuje prose¢no
/ povecanje CK od pet puta u odnosu na gornju granicu referentnih
vrednosti

= Povecanje moZe biti | mnogo vece

» Glavni izoenzim koji se povecava je CK-MM, 5lo ukazuje da je
vezano za skeletne misice




Klinicki znacaj CK | CK-BB

Uto bovecava se serumska CK kod majke i do 6 puta.

Ukoliko je porodaj praden i nekomdhmirurskom infervencijon

povecanje je mnogo vede
CK-BB moZe biti povecan kod beba, ako j ili ako je
mala teZina novorodencadi

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




Klinicki znac¢aj CK i CK-MB u akutnom infarktu
miokarda

» Promene CK i izoenzima CK-
MB posle akutnog infarkta
miokarda bili su glavni testowvi
u dijagnostici mnogo godina

« Marker 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 diagnostike
. 1986. WHO ukljudeni biomarkeri

- Frisutna dva kntenjuma od sledecih i

1. Istonja bola u grudima

2, Promene u ECG

3. Fovecanje biohemijskih markera 2x od normale

2000. godina ECS, ACC, revizija 2007. g
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Kriterijumi za detekciju akutnog infarkta miokarda

Objedinjene preporuke: ESC/ACCF/AHAWHF Task force

1. Detekcija porasta ifili pada kardijacnih biomarkera (pre svega troponina) \:
sa bar jednom vrednoScu preko 98 —og percentila u odnosu na gomju 1
granicu referentnih vrednosti, zajedno sa dokazom ishemije. Dokaz A
ishemije na osnovu bar jednog parametra: AL

a) Simptomi ishemije A

b) Elekirokardiogram (EKG) promene za novu ishemiju (novi ST) ili novi 1\
blok leve grane (LLLB) 11

¢) Razvoj patolodkog Q talasa na EKG

d) Imaging lehnika za dokaz nove abnormalnosti miokarda tj abnormalnosti
motaliteta regionalnog zida

Redefinicija akutnog infarkta miokarda na osnovu vrednosti troponina




Biohemijski markeri ishemije | nekroze miokarda
Biohemijski markeri akutnog infarkta miokarda

Aktuednd kardijacn markert

CK MB masa
Troponnin: cTnT i cTnT
Mioglobin

Budud markeri
*Ishemijski modilikovan albumin

IMA ischemic modified albumin
*Prolein koji vezuje masne kiseline
H-FABP (hear-fatty acid binding protein)

“Glikogen fosforilaza BB>

Kard@acm markeri mangeq Znacaa
« K ukupna aktivnost

=  CK izoenzimi

»  CK-MB aklivhost

= AST

* LD ukupna aktivnost

= |zoenzimi LD

= HED



Klinicka primena CK i CK-MB u dijagnostici akutnog

L
infarkta miokarda \
| aktivhost CK
Pk posle 18 sati
Il aktivnost izoenzima CK-MB
Pik posle 6 sati

CK-MB je bio zlatni standard 20 godina u dijagnostici akutnog infarkta
miokarda, zajedno sa EKG, istorjom bolesti i bolom u grudima

Il masena koncentracija CK-MB
Ranija detekcija abnormainih vrednosti
»  Povecana senzilivhost

«  Smanjena specifitnosl zbog CK-MB iz miSica
Interferenci@ makro-CK - nema




Klinicka primena izoformi CK u dijagnostici akutnog infarkta

£ A *
IV lzotorme CK
« Post-translacione modifikacije i uklanjanje lizina sa M subjedinice (pozitivno
naelekirisan)

« Promene u elekiroforetskom razdvajanju izoenzima CK
1/ * CK-MM tj. CK-MM3 - CK-MM2 i CK-MM1
7 J « CK-MB1t. CK-MB2 - CK-MB1
/ «  Vecia senzitivnost | specifitnost u odnosu na izoenzim CK-MB
- Specifitnost CK-MB1 6 satiod bola je 95,7 % 93,9 %
/ - Specifitnost CK-MB aktivnost 6 sabi od bola je 482 % | 94.0 %
/ Problemi sa izoformama CK:

= Uticaj odtedenja skeletnih midica
« Metoda separacie izoformi:

= Specijaina elekiroloreza na agarozi pri visokom naponu
- Imunoeksirakcija sa specifitnim CK-MB2 antitelima




Karakteristike CK MB kao biomarkera akutnog koronarnog
sindroma

Rani marker infarkta miokarda

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

« Specifican biomarker



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

7x

Lﬂﬂnﬂnﬂ




Dinamika promena enzima u akutnom infarktu miokarda
Troponinska era




Zakljuﬁci:
Klini¢ki znagaj CK i CK-MB u
akutnom infarktu miokarda

* Promene u CK i CK-MB izoenzimu posle
akutnog infarkta miokarda bili su glavni testovi
u dijagnoslici mnogo godina.

- Sada se koriste mnogo kardio-specificniji neenzimski markeni (citozolni
proteini) kao $to su troponin | | troponin T.

 CK-MB masa se jo3 uvek mo2e koristiti uspedno za procenu Sirine
mickardijaine nekroze | za procenu prognoze infarkta.

»  Kada se upored pik CK-MB sa velidinom infarkla, dobija se dobra
korelacija.

«  Problem kod konscenja CK-MB masa za ovu svrhu je Slo mora ¢esto da se
odreduje CK-MB kako bi se nasao pik vrednosti




Graniéne vrednosti pika CK-MB |

velicine infarkta

Mikroskopski infarkt miokarda

— Fokalna nekroza

Mali infarkt miokarda

- <10 % leve veninkule
Srednja velicina infarkta
= 10-30 % leve ventrikule
Veliki infarkt

- »30 % leve ventrikule

< 10 pg/L

10-60 pg/L

60-225 pg/L

> 225 g/l



Klinicki znacaj CK i CK-MB u
drugim bolestima srca

Pored infarkta i neka druga kardiclodka stanja povecavaju vrednosti
CK i1 CK-MB u serumu

 kardiopulmonalni bypass
* koronarni arterijski bypass
» transplantacija srca

«  miokardititis

=  perikardititis

*  pulmonalni embolizam



Misi¢ni enzimi \\

Kreatin kinaza

Glikogen fosforilaza
Aldolaza

Laktat dehidrogenaza
Aspartat aminotransferaza

|
i
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Glikogen fosforilaza

EC 2.4.1.1; \

1,4-alfa-D-glukan: ortofosfat alfa-D-glikoziltransferaza,

Skracdenica GP

Igra Kjuénu ulogu u metabolizmu ugljenih hidrata jer mobilie
glikogen

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

£ £

u=-glucose-1-phosphate ghycogen.,




Glikogen fosforilaza

H 1 | stanje glikogen fostonlaze

Struktura i izoenzimi GP
» GP postoji kao dimer i sastoji se iz dve identiéne subjedinice
« U humanom organizmu posloje tri izoenzima:.

+ GP-LL, GP-MM i GP-BB

Listnbucia izoenzima.

= (GP-LL u jetn

= GP-BB u humanom mozgu

« LU srcusu GF-BB 1 GF-MM, all dommnantan izoenzim je GF-88



Glikogen fosforilaza

* Uloga misicne glikogen
fosforilaze

« obezbedjuje dovoljno energije za

miSicnu kontrakciju

« Lokacia u miocitima

= asociacija sa glikogenom i

sarkoplazmatiCnim retikulumom |

gradi makromolekulski kompleks.

Stepen asodjacije GP sa ovim

kompleksom zavisi od

metabolitkog starga misica

Kada dode do tkivhe hipoksije, glikogen se razlaZe i nestaje, GP postaje
rastvorljiiv | moke da se pomera sa odeljka peri-sarkoplazmatiénog retikuluma
direktno u ekstracelularnu teénost




KliniCki znaca| 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

Sliéno drugim citoplazmatiénim proteinima kao 5to su mioglobin i
CK-MB, dinamika GP-BB moZe bili pod ulicajem reperfuzje
koronarne arterije, sa mnogo brZim povecanjem i vedim pikom.

GP-BE nije specifi¢an protein za srce

primena ogranicena



Kliniéki znacaj odredivanja glikogen fosforilaze BB
u akutnom infarktu miokarda

Dinamika promena GP BB
4 Relewvant
40 HagnOSTic
Wi neckow
= 35
% 30
i
- 20
i 15
= 10
5
|

0 5 10 24
Time after onset of chest pain (h)

—a—PEB kyogiobin =—#=CK-MB —®—Troponin T







Pankreasni enzimi




Proteoliticki enzimi

Peptidaze

Endopeptidaze | egzopeptidaze
Endopeptidaze ili proteaze
— Serin proteaze

— Cistein proteaze

— Aspartat proteaze

— Metalo-proteaze
Egzopeptidaze

— Karboksipeptidaze

— Aminopeptidaze

— Dipeptidaze




Podela proteolitickih enzima
1. Intracelularni
2. Sekretorni




Intracelularni proteoliticki
enzimi

Lokalizacija u celiji
« Lizozomi
— Katepsini
- KatepsiniB,DiL
= Tumor markeri
- Katepsin S
* Proaterogena svojsiva
+ Proteozomski kompleks




Sekretorni proteoliticki enzmi
Uloga proteolitickih enzima u varenju pmtaina

Varenje u Zelucu
FPepsin

Varenje u duodenumu
Tripsin
Himotripsin
Elastaza
Karboksipepltidaze A1 B

Varenje u tankom crewvu
Endopeptidaze
Aminopeptidaze
Dipeptidaze




Varenje proteina: enzimi

= Endopeptidaze

N—=CH=—=C = N —=CH—C — N—CH=—C

= Egzopeptidaze
Aminopeptidaze Karboksipeptidaze

O R O O R

, ¥ :
HaN—CH—C —N—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)

— Autokalaliza (pepsin)

Specificnost (R):

- Phe

- 1yr

1
— l"luIHl'ZSHE'I:II'i NHCHCO —



Varenje u tankom crevu: Pankreasni enzimi

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

— Enteropeptidaza

— Inpsin

Specificnost (R):

— Arg

- L
ys i R

| |
— CO—NHCHCO -~ NHCHCO —
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Enzim: Himotripsin (serin-proteaza) \\
Proenzim: Himotripsinogen

Aktivator:

- Tripsin

Specifitnost (R): l'il Iil

= T, Tip, Phe, Met, Lew —GG—H-IEI-IGIJLHHEHGD—

Enzim: Elastaza (serin-proteaza)
Proenzim: Proelastaza

Aktivator:

= Tripsin

Specificnost (R):

- Ala, Gly, Ser

— CO—NHCHCO -LHHGHGD —




« Enzim: Karboksipeptidaza A Proenzim: | \
Prokarboksipeptidaza A

« Aktivator:
= Tripsin

+ Specificnost (R):

— Val, Leu, lle, Ala
7 — co-* NHCHCOoO

/ « Enzim: Karboksipeptidaza B
* Proenzim: Prokarboksipeptidaza B
« Aktivator:
~ Tripsin
/ « Specificnost (R):
— Arg, Lys

— CO—NHCHCOO-




Varenje u tankom crevu: Membranski enzimi
mikrovila enterocita

« Endopeptidaze

- Endopeptidaza 24.11 (hidrofobne aminokiseline)

« Aminopeptidaze
- Aminopeplidaza A (kisele aminokiseline)
— Aminopeptidaza N (neulralne aminokiseline)
— Leucin-aminopeptidaza

« Dipeptidaze



Folipeptidi

Varenje proteina: Rezime

/A:nmk isedine (40%5) *  Aminokiseline
pepsin
ripsin
himiotripsin andopeptidaza
elastaza aminopeptidaza
karboksipaptidaza Ai B dipeptidaza
feludacni | pankreasn| enzimi mikrovila

enzimi lankog creva




Serin proteaze \

Serin proteaze su ¢lanovi familije proteolitiCkih enzima

Sve one imaju u svom aktivnom centru serin $to je
kljuéno za funkciju ovih enzima

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

SSSSSSSS

14




Serin proteaze \

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

2. Razne intracelularne proteaze popul 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
Al-iliva::':ja :-:irnngena pmteuliti{';lvmm hidrolizom




Svojstva serin proteaza

Aktivacia zimogena proteolitiCkom hidrolizom
Sposobnost autolize ili samo-hidrolize

enteropephidaza

G

Tripsin

Tripsinogen

Zimogeni enzimi pankreasa
= fIripsinogen

= himotripsinogen

« proelastaza

= prokarboksipeptidaza




Znadaj sinteze proteolititkih enzima u vidu zimogena

Zastita od razgradnje proteina tkiva, pankreasa.

Prerana aktivacija zimogena se spreava (3 varijante):

1. Sintezom enzima u vidu zimogena

2. Cuvanjem ovih zimogena u vezikulama rezistentnim na dejstvo
proteaza

3. Prisustvom pankreasnog tripsin inhibitora (PTI)

* Pankreasni tripsin inhibitor (PTI)
« mali protein 6K

- Cvrsto vezan za aktivno mesto
kao supstratl ali se ne razlaze.



ProteolitiCki enzimi pankreasa

Zimogeni enzimi
 tripsinogen

« himotripsinogen

« proelastaza

« prokarboksipeptidaza

(aktivan)
u intestinumu







INTRINSIC PATHWAY \\
Proces koagulacije  pamaged surface W\
Aktivacija zimogena | \
Kaskadne reakcije RS




Inhibitori proteaza

Serpini

inhibitor)
Inhibiraju serin proleaze posto one zavrie svoje dejstvo

serine protease

SERPIN (




Humani proteini inhibitori serin proteaza | \

a,-proteinaza inhibitor
a,-antihimotripsina

Inter- a - tripsin inhibitor

a 2-antiplazmin

Antitrombin i

C1 inhibitor

AZ2makroglobulin

Proteaza neksin |

Proteaza neksin |l

Inhibitor aktivatora plazminogena |
* Inhibitor aktivatora plazminogena |

SSSSSSSS




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:
« Himofripsin
+ Elastaza-1



/
7
/

Klinicki znacaj tripsina

Tripsin-1 katjonski tripsin \\Y
Kod zdravih osoba slobodan tripsinogen-1 je glavna forma prisutna u serumu \
Posle akutnog napada pankreatitisa, serumski TRY-1 se povecava paralelno
sa aktivnosdu amilaze \

Maksimaino dostignute vrednosti su 2 do 400 puta vede od URL
Distribucija razlicitih formi TRY-1 je povezana sa tipom i teZinom akutnog A\ Y
pankreatitisa \\
U blagoj formi AP 80-89% TRY-1 postoji kao ripsinogen-1 5a manjm
proporcijama vezanog TRY-1
L tedim oblicima AP gde je mortaktet 20% pa i do 50 %, proporcija slobodnog
Iripsinogena j@ niza i do 30 % od ukupnog
Posloje | odgovarajude proporcije a, antilripsina i a,-makroglobulina vezanog za
TRY-1.

2
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Klini¢ki znacaj tripsina |
Tripsin-1 katjonski tripsin \

TRY-1 je povecan kod hroniénog odtetenja bubrega, kao 8o je
povecana AMY i LPS. BubreZno odte¢enje se mora uzeti u obzir pri

interpretaciji povecanih vrednosti Az
Hroniéni pankreatitis '-
Bez steatoreje
— Nema promena plazmatske koncenitracije TRY-1 '
Sa steatorejom \
— Vro niska koncentracija tripsina. 111
U povratnoj fazi hroniénog pankrealitisa plazmatski TRY moke biti znacajno \
povecan.
U karcinomu pankreasa TRY koncentracije mogu biti normalne, visoke il
niske.

- p—
il
- —

U poredenju sa merenjem P-AMY | LPS, merenje TRY-1 je tede izvodlijvo, i
duZe. Merenje tripsina se n@ moZe rutinski primeniti kod akutnog
pankreatitisa, ovaj test ima limitiranu klinicku vrednost. 43
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Klinicki znacaj tripsina W\
Tripsin-1 katjonski tripsin \

Cistiéna fibroza je genetsko oboljenje koje primamo zahvata pluda i
digestivni trakt

Rezultira produkcijom gustog mukosa koja blokira dukitus pankreasa, | na
taj nadin se spreava nomalan transport tripsinogena

U ovim uslovima plazmatska koncentracija TRY je visoka kod
novorodencadi, a poSto bolest napreduje aktivnost opada

Skrining novorodencadi se radi merenjem imunoreaktivnog tripsinogena, i u
suvim uzorcima krvi (mrj@ krvi).

Deca sa visokim koncentracijama TRY maoraju da se prate | da se ponovi

test poske 1 3 nedelja il inicijalno iz kapi krvi da se utvrdi speciliéna DNK
mutacija.




Klinigki zna&aj tripsina A\
Tripsin-2 anjonski tripsin \

Serumski iripsinogen-2 je vidi od tripsinogena-1 u akutnom pakreatitisu 10x
Velike koli¢ine Inpsinogena-2 se izlutuje putem urina
Odredivanje trpsinogena imunofluorimetrijski ili kvalitativnim brzim testom
Za meramnje tripsinogena-2

= wisoka senzitivnos!

- wisoka negativna prediktivna vrednost za dijagnozu akunog pankmeatitisa pri

priggmu u bolnicu
= pozitivna prediklivna vrednost vrio niska

Stvoreni tripsin j@ inaktiviran stvaranjem kompleksa sa a,-antitripsinom

Odredivanje ovog kompleksa sa TRY-2 ima prednost u odnosu na
tripsinogen-2 | AMY u akutnom pankreatitisu

Preliminarna istraZivanja




Himotripsin Sl 5y

Himotripsin sistemski broj EC 3.4.21.,
Skracenica CHY, nema sistemsko ime

Serin-proteaza
Specificnost (R):
- Tyr, Trp, Phe, Met, Leu — aromati¢éne aminokiseline

- Spedfitnost motripsina u poredenju sa tripsinom j@ da on deluje na veze
aminog grupa aromabicnmhb aminckisehna

PRk
—ED—HHEHEDLNHGHGD o

- Himolnpsin pokazupe 1| hdrohticku aktvnost | na druge bpove veza prema
sledecem redosledu:

— Estri (posebno N-supstituisane tirozinske astre) >amide> peptide



S

Himotripsinogeni

Acinarne tolije humanog pankreasa sintetidu 2 himotripsina:
(himotripsin 1§ 2, pd Semu jo broj dva vakniji)

u vidu inaktivnih proenzima ili zimogena

himotripsinogen-1 | himotripsinogen-2

Owi Zimogeni 58 deponuju u granulama i sekretuju u pankreasni
kanal kao i tripsinogen

U intestinalnom traktu himolnpsinogen se pretvara u hmolripsin
deystvom tripsina

Himolripsin j@ manje podiotan razgradnj u GIT u odnosu na tripsin i zato se
maode odredivat | u fecesuy

CHY-1 jo anjonski a CHY -2 katjonski | dominira kajonska forma
Molekulske mase su istovetne oko 25000

Postofi imunolodka sliénost izmedu himotripsina | himotripsinogena.
CHY kao i TRY je vezan za alta-1-antitripsin | alfa-2-makroglobulin




Klinicki znacaj himotripsina N

» Hroniéna pankreasna insuficijencija

» Najveci znacaj ima ispitivanje himotripsina u fecesu u cilju
ispitivanja hroni¢éne pankreasne insuficijencije

« CHY u fecesu je obicno 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 hroniénom insuficijencijom
pankreasa tretiranih suplementima pankreasnih enzimima moe
da ukaZe da li je terapija adekvatna ili je potrebno povecéati dozu

A0




Znacaj odredivanja himotripsina i elastaze-1 u fecesu kod

pracenja efekta terapije
15 CFm _
; ‘ B Chymotrypsin |
| Lo

Elastase (ug'g stool)

L e

WLt Wrth
Encymo reckacemand Bheraty

Tretman pankreasnim enzimima uticaj na nivo himotripsina u fecesu
Ispitivanja na pacijentima sa cisticnom fibrozom i steatorejom

51
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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

To je karboksiendopeptidaza koja katalizuje hidrolizu nativno
elastina — glawnog strukturnog fibroznog proteina u vezivnim
tkivima sa posebnim afinitetom za karboksilne grupe alanina,

i leucina

Humana E1 se sintetiSe u acinarmim celijama pankreasa zaje
sa drugim digestivnim enzimima

Sastoji se od 240 aminokiselina i Mm od 26000




Elastaza-1

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

= Elastaza-1 se minimaino degradira tokom prolaza u crevima
= Istorijski, svaka proteaza koja hidrolizuje elastin se naziva elastaza
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-vezujuca proleaza

53




Klinicki znaéaj elastaze-1 ‘

« Hronitna insuficienciia penkreasa
/ » Merenje E1 ufecesu 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 zarazliku od CHY u fecesu ne omogucava pracenje terapije

—




Znacaj odredivanja enzima u fecesu kod pracenja efekla terapije

B Crymobrypsn
B Castane

10 - J |

15 4 ‘ CFm

Focal fat {grdn)
Facal chymctrypsin (Lig)
Elastas (ugi siool)

n h
Wit P
Engemo mepkatermend theraby

Tretman pankreasnim enzimima ne uti¢e na nivo elastaze-1 u fecesu
|spitivanja na pacijentima sa cistiénom fibrozom i sleatorejom 47



MNeinvazivni testovi za ispitivanje egzokrine funkcije pankreasa
Enzimi u fecesu: himotripsin | elastaza-1
Osetljivost | specificnost

TABLE 51-9 Comparison of Fecal Chymotrypsin

and Elastase

FecaL ENZYME
Chymotrypsin Elastase

10 day intraindividual 30% 15%
variation, mean CV

Lass of activity, 7 days 17% 2.5%
al 4 °C

Overall diagnostic 64 % 93%
sensilivily

Overall diagnostic BY% 939
specihcily

Ak



Amilaza

* Prisutna u salivi i pankreasnom sokil. MoZe se ekstrahovati iz
Zlijezds skdletnih misica i adipoenag thiva

* Refarantne vrijednosti 28 -100 U/L
Blago povecane vrijednaosti:

*  Akutni holecistitis

* [Intestinalna opstrukdija

* Zauske

* Salivarni kalkulusi

* Abdaominalne traume
Signilikantno povedanje:

*  Akutni pankreatitis

* Perforadja peptickogulkiisa



Kisela fosfataza

Celijska lokalizacija \
+ Lizozomalna ACP \
— ACP je prisutna u lizozomima, a to su organele prisutne u svi \

eritrocita.
« Ekstralizozomalna ACP je prisutna u mnogim celijam \
Distribucija u tkivima |
« Najveca koncentracija ACP je u prostati, kostima (ost

slezini -
[ __#‘i Y, 4
|
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|lzoenzimi i izoforme kisele fosfatz

Pet tipova kisele fosfataze (4 izoenzima)

Elektroforetska pokretljivost na PAAG

1. Lizozomalna LAP tip 3
—~  Mast éelije
2. Prostaticna kisela fosfataza PACP tip 2b
— Prostata, mozak, slezina, jetra, trombociti
3. Eritrocitna EACP tip 1
— Eritrociti
4. A. Makrofagna MACP tip 5a



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 aktivi
lokom 3 sata na sobnoj temperaturi

— Acidifikacija seruma na pH ispod 6,5 pomaze u stabilizaci
aktivnosti.

« Uticaj jona, aktivatora i inhibitora
— Na aktivnost ne uticu joni Mg 2+ i Zn 2+



lzoenzimi kisele fosfataze

Lizozomalna kisela fosfataza
Deficijencija LACP

« Autozomalno recesivno oboljenje

« Poremecaji u metabolizmu

Prostatitna kisela fosfataza —

» Serumski marker kancera prostate /

« U semenoj teEnosti
Marker u forenzici za seksualne delikte

« Ranije se prostatiCna ili tartarat osetljiva kisela fosfataza koristila za
karcinoma prostate ali sada je u potpunosti zamenjena sa prostata- s
antigenom (PSA).

« MNovija ispitivanja prognostiCkog znacaja PACP
* Vrednosti su viSestruko poveéane kod karcinoma prostate



Osteoklastna kisela fosfataza
Tartarat rezistentna kisela fosfataza

Svojstva izoformi TRACP
— |zoforme se razlikuju u sadrzaju uglienih hidrata

- ACP 5a sadrzi sijalinsku kiselinu i manozu, a ACP5b sam
manozu.

— Fomma 5b je dimer dok je 5a monomer
Sintetie se u inaktivnoj formi
Aktivacija dejstvom cistein proteinaze

- U serumu se javljaju dve forme
— aktivna i neaktivna forma



Remodelovanje kostiju | oslobadanje
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Klinicki znacaj tartarat rezistentne kisele fo

Blaga ili umerena povecanja serumske TR-ACP

1. Pagetova bolest

2. Hiperparatioridizam sa manifestacijama na kostima
3. Malignim invazijama na kostima pri kanceru dojke k¢
4. Osteoklastoma tumor giant celija - osteoklastna neof

E MNetaanatracie _ marmarma halaet bastin ada Aastanled



Kisela fosfataza u Pagetovoj bolesti

Medu bolestima kostiju umeren porast o
se dobija kod Pagetove bolesti

(osteitis deformans)

Rezultat dejstva osteoklastnih celija
Povecana aktivnost u prvoj fazi, ali specificnije
je povecanje ALP

Rentgenski snimak

Osteoliticka mesta na delu osteoklastne
resorpcije kostiju —
SklerotiCna mesta na dell aktivhosti
osteoblasta




Makrofagna kisela fosfataza
Tartarat rezistentna kisela fosfataza tip 5:

Gaucher-ova bolest
Poremecaj metabolizma glukocerebrozida
Recesivno oboljenje

Deponovanije lipida u mozgu i kostima
Mentalna retardacija
Gaucher-ove celije —

— makrofagne abnormalne celije

— identifikacija celija citohemijsko bojenje
Demineralizacija kostiju

Celije kostne srzi:



