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SOUHRN

Cil studie: Prokazat pfitomnost makroenzymu AST jako pfi€iny dlouhodobé izolované elevace enzymu AST.

Typ studie: puvodni prace

Nazev a sidlo pracovisté: Institut klinické a experimentalni mediciny, Videriska 1958/9, 140 21 Praha 4

Material a metody: Precipitace pacientského séra s polyethylenglykolem 6000 (PEG 6000, Sigma Aldrich) v objemovém
pomeéru 1:1, centrifugace, nasledné stanoveni aktivity enzymu AST v supernatantu na analyzatoru Architect ci16200 ifr
my Abbott a porovnani ziskané hodnoty aktivity AST s hodnotou v pacientském séru nafedéném fyziologickym roztokem
v objemovém pomeéru 1:1. Porovnani vzorkl testovanych pacienti s dvéma kontrolnimi vzorky se zvySenou aktivitou AST
bylo hodnoceno na zakladé vypoctu procenta precipitacni aktivity polyethylenglykolu (PEG-precipitable activity, %PPA) dle
Davidsona a Watsona. Séra pacientt a kontrol byla dale skladovana pfi 4°C po dobu 144 hodin a monitorovani aktivity
enzymu AST bylo provadéno kazdych 24 hodin.

Vysledky a zavér: U obou vySetfovanych pacienttl bylo po precipitaci s PEG 6000 potvrzeno podezfeni na vyskyt mak-
roenzymove formy AST v séru (% PPA 92 a 79), na rozdil od techniky skladovani vzorku pfi 4°C, kde pokles aktivity AST
nebyl prokazan. Pouziti pomérné jednoduchého a ifnanéné nenaroéného laboratorniho prikazu makroenzymové formy
AST mohou zamezit dalSim nakladnym invazivnim vySetfenim a diagnostickym chybam.
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SUMMARY

Komrskova J., Hejlova I., Kubicek Z., BartoSova K., Jabor A., Franekova J.: Laboratory detection of macro-AST
in routine clinical practice

Objective: Detection of the AST macroenzyme in blood serum as @ause of long-term isolated elevation of the AST enzyme.
Design: Original paper

Settings: Institute of Clinical and Experimental Medicine, Videnska 1958/9, 140 21 Praha 4

Materials and Methods: Sera of two tested patients were precipitated with polyethylene glycol 6000 (PEG 6000, Sigma
Aldrich) in a volume ratio of 1:1. After centrifugation, AST enzyme activity in the supernatant was determined (Architect
ci16200, Abbott). AST enzyme activity values were compared to those of the patient sera, which were diluted with saline
(NaCl 9 g/L) in a volume ratio of 1:1. The results of comparing of the tested patient samples with the two control samples
were evaluated as a percentage of PEG-precipitable activity (%PPA). The patient and control sera were stored at 4°C for
144 hours and AST enzyme activity was monitored after each 24 hours.

Results and Conclusions: The presence of macro-AST as the most probable cause of permanently increased activity of AST
in serum was conifrmed. PEG-precipitable activities in tested patients were 92 and 79 %, respectively. In contrast, the com-
parative method of storing samples at 4°C did not reveal any decline of AST activity. These relatively simple and inexpensive
laboratory methods of macro-AST detection can save on unnecessary examinations as well as prevent diagnostic errors.
Keywords: macroenzymes, macro-aspartate aminotransaminase (macro-AST), polyethylene glycol precipitation, polyethy-
lene glycol.

Uvod

Stanoveni aktivity aspartataminotransferazy (AST)
vséru nebo plazmé patii k zakladnim biochemic-
kym vySetfenim, ur€enym ke screeningu, diagnostice
a monitorovani pfedevSim jaternich onemocnéni, ale
také k diagnostice poskozeni pfi€né pruhovaného sva
lu. Izolované zvySeni tohoto enzymu v8ak nemusi byt
pouze vysledkem uvedenych onemocnéni, v ojediné-
lych pfipadech muze byt zpuisobeno i atypickou struk-
turou enzymu, pftomnosti tzv. makro AST [1].

Makroenzymy mohou vznikat bud’ navazanim enzy-
mu na molekulu imunoglobulinu (makroenzymy typu 1,
napf. makro AST, CK, LDH, amylaza), nebo polymeri-
zaci enzymu €i vazbou enzymu na jinou transportni bil

kovinu (zejména na lipoproteinovou ¢astici) i membra
nove fragmenty (makroenzymy typu 2). Pfikladem této
skupiny makroenzymu jsou GGT, leucin aminopep-
tiddza nebo 5-nukleotiddza. Nékteré enzymy mohou
vytvaiet ob& mozné vazby, napt. ALP a amylaza. Enzy-
movy makrokomplex se vyznaCuje vysokou molekulo-
vou hmotnosti a delSim biologickym polo¢asem, coz
zplsobuje jeho dlouhodobé zvySenou sérovou aktivitu
bez klinické pficiny. Pacienti s neobjasnénou elevaci
enzymu v séru byvaji Casto vramci diferencialni dia-
gnostiky dale vySetfovani véetné invazivnich a ifnanéné
narocnych vysetfeni.

Viyskyt makrokomplextt byl popsan u pacientd
s autoimunitnim onemocnénim, zhoubnymi nadory
i jinymi onemocnénimi, narlst je zaznamenavani s vys-
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§im vékem pacienta [2-4]. Patogeneze vzniku makroen-
zym0 neni prozatim objasnéna, predpokladaiji se teorie
zalozené na autoimunitnim podkladé za tvorby protila-
tek proti enzymdm v kombinaci s celkovou dysregulaci
imunologické tolerance a pfitomnosti jinych autoimu-
nitnich onemocnéni. U ¢asti popsanych pfipad(i vSak
zadné poruchy imunity ani jina onemocnéni popsany
nebyly [3].

Makroformu enzymu AST jsme prokazovali u dvou
mladych pacientek s izolovanou elevaci aktivity AST,
které byly asymptomatické, a u kterych jsme podrob-
nym vySetfenim véetné biopsie jater neprokazali viro-
vou hepatitidu, autoimunni hepatitidu nebo jiné jater
ni onemocnéni, neprokazali jsme ani poruchu funkce
Stitné Zlazy, celiakii ¢i svalové onemocnéni. U jedné
z pacientek byla nalezena mirna steatdza jater na pod-
kladé metabolickych zmén, bez znamek steatohepati-
tidy, ktera neobjasnovala elevaci aktvity AST. Negativ-
ni nalezy provedenych vysetfeni vedly k podezfeni na
vyskyt makroformy enzymu AST.

Material a metody

Stanoveni na prikaz makroenzymu AST wvséru
u dvou vySetfovanych pacientl (A, B) sizolovanym zvy
Senim AST bylo provedeno metodou precipitace sPEG
6000 dle Davidsona aWatsona [5] adale metodou ana
lyzy v €ase pfi skladovani vzorku podle Castielly [6].

Precipitace polyethylenglykolem 6000
ViySetfeni byla provedena ze séra pacientd a kon-

trolnich vzork( ziskanych centrifugaci srazlivé krve po

dobu 10 minut pfi 2200 g. Sledovali jsme aktivitu AST,

ALT, CK akoncentraci celkové bikoviny, albuminu,

imunoglobulind IgG, IgM a IgA. Pracovali jsme se tfemi

typy vzorku:

a) Biologicky material bez Upravy, tj. vzorek pacient(
nebo kontrolni vzorek

b) Biologicky material spfidavkem PEG 6000, tj. vzo
rek pacientl nebo kontrolni vzorek spfidavkem PEG
6000 240 g/l vNaCl 9 g/l vpoméru objemu 1 : 1

c) Biologicky material s pfidavkem roztoku NaCl 9 g/l
(dale oznacovany jako blank), tj. vzorek pacientu
nebo kontrolni vzorek v poméru objemu 1 : 1
Kontrolni vzorky €. 1 ag. 2 byly pfipraveny smich&

nim pacientskych sér, jejichz zvySené aktivity AST byly

zpUsobeny onemocnénim jater. Vysledné aktivity AST

v pfipravenych kontrolnich sérech pfiblizné odpovidaly

hodnotam AST ve vySetfovanych pacientskych vzorcich.
Schéma nami provadéného vysetfeni uvadi Tabulka 1.

Redéné vzorky (s PEG 6000 nebo blanky) byly
ponechany minimalné 1 minutu pfi pokojové teploté
a nasledné byly centrifugovany po dobu 10 minut pfi
1500 g. Po centrifugaci byly v supernatantu stanoveny
vSechny sledované analyty.

VSechna stanoveni byla provedena na analyzatoru
Architect ci16200 ifrmy Abbott s metrologickou navaz
nosti na referenéni metody IFCC.

Z naméfenych hodnot aktivity AST ve vzorcich paci-
entd a v kontrolnich vzorcich bylo vypocitano procen-
to precipitaCni aktivity polyethylenglykolu (% PPA) pro
AST dle nasledujiciho vztahu:

% PPA= 100*[aktivita, - aktivita,. ) aktivita,_] [5]

Referenéni rozmezi % PPA pro makroformy AST je
udavano mezi 18-53 %, hodnoty % PPA nad toto roz-
mezi svédd&i o pfitomnosti makrokomplexu AST [5].

Analyza skladovani vzorku pfi 4°C

Prikaz pfitomnosti makroenzymovych komplext
analyzou v ¢ase byl proveden skladovanim séra vy3et-
fovanych pacientll A a B a nami pfipravenych kontrol
v lednici pfi 4°C [6]. VZdy po 24 hodinach, po dobu
144 hodin byla méfena u vSech téchto vzorku aktivita
enzymu AST.

Vysledky

Precipitace s PEG 6000

Stanoveni makro AST bylo provedeno u dvou pa-
cientek (A a B) s dlouhodobé izolovanou elevaci aktivity
AST v séru. Naméfené hodnoty AST, ALT, CK, celko-
vé bilkoviny, albuminu a imunoglobulin( v séru, blanku
a po precipitaci s PEG 6000 jsou uvedeny v Tabulce 2.
% PPA u AST bylo vyhodnoceno dle referenéniho roz
mezi uvadéného Davidsonem a Watsonem [5].

VypocCitané % PPA pro AST bylo u pacientskych
vzorkll 79% (A) a 92% (B), coz potvrzuje dle udava-
nych referen¢nich mezi pfitomnost makroenzymu AST.
% PPA pro kontrolni sérum &. 1 bylo 20%, pro kontrolni
sérum €. 2 bylo 15%, nachazeji se tedy u dolni hranice
udavaného referencniho rozmezi. Po reakci séra s PEG
6000 doslo u pacientskych vzorku k vysrazeni kolem
85% IgG, 92% IgM a 50 % IgA.

Z Tabulky 2 je zfejmy i efekt PEG 6000 na ostat -
ni analyty — pfedevSim imunoglobuliny. U ALT a CK
nebyly makroenzymové formy u vySetfovanych paci-
entd prokazany — pro prukaz makro CK je nutné
% PPA minimalné 37 % a pro pridkaz makro ALT mini-
malné 76 % [5].

Table 1. Overview of the detection method for the determination of the macroenzyme complexes using precipitation technique

with PEG 6000

Patient serum Patient serum Control serum Control serum
(mL) — blank (mL) (mL) — blank (mL)
Patient serum or control serum 0.5 0.5 0.5 0.5
PEG 6000 0.5 - 0.5 -
9 g/L NaCl - 0.5 - 0.5
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Table 2. Measured activities and concentrations of selected compounds before and after precipitation with PEG 6000 in

patients Aand B

Serum (A) | Blank (A) | Serum + %PPA | Serum (B) | Blank (B) | Serum+ | % PPA
PEG (A) PEG (B)
AST (pkat/L) 2.62 1.40 0.29 79 5.60 2.79 0.21 92
ALT (ukat/L) 0.36 0.22 0.17 23 0.80 0.45 0.28 38
CK (pkat/L) 1.74 0.99 0.74 25 1.18 0.67 0.49 27
Total protein (g/L) 69.8 40.6 29.7 27 78.2 47.5 27.9 41
Albumin (g/L) 45.4 28.0 26.6 5 471 30.1 251 17
19G (g/L) 10.50 6.05 <1.08 82 14.44 8.86 <1.08 88
IgM (g/L) 0.88 0.51 <0.05 90 1.73 1.06 <0.05 95
IgA (g/L) 1.41 0.91 0.48 47 2.16 1.36 0.64 53
Analyza skladovani vzorku pfi 4°C Diskuse

Vzorky dvou pacientskych sér byly dale zpracova-
vany dle Castielly [6], kde je v pfipadé pfitomnosti mak-
rokomplex( popsan pokles aktivity enzymu AST 0 65%
z pvodni aktivity enzymu pfi uchovanivzorku pfi 2-8 °C
po dobu péti dnu, zatimco kontrolni séra vykazovala
podle autort snizeni aktivity AST pouze o 2% za stejny
Casovy interval.

Nami testované pacientské vzorky sér A a B spolu
s nami pfipravenymi kontrolami &. 1 a 2 byly ponechany
v lednici pfi 4°C po dobu 144 hodin, pfi¢emz kazdych
24 hodin byla v téchto vzorcich méfena aktivita enzy-
mu AST. Obr. 2 znazorfiuje nami naméfené hodnoty
aktivit enzymu AST ve vySe zminénych vzorcich v ¢a-
se. V nasem pfipadé nedoSlo k poklesu aktivit AST ve
vzorcich.

Table 3. Activities of AST in the control sera No. 1 and 2

Makroenzymova forma AST byla poprvé popsana
Konttinenem [7], ktery uvadi pfipady dvou mladych asym-
ptomatickych Zen, s dlouhodobou izolovanou elevaci
enzymu AST. Sturk popsal dalSich 20 pfipadt makroen-
zymu AST u pacientu s rliznymi diagnézami: karcinomem
plic s jaternimi metastazemi, akutni €i chronickou hepatk
tidou, kolitidou [8], dale byla popsana ifada pfipadu pir
tomnosti makro AST u zdravych déti a dospélych.

Dodnes zlstava prevalence makroenzymu AST
v populaci neznama, ze souboru pacientl (7273) bylo
testovano 11 pacientu s izolovanym zvySenim aktivity
enzymu AST metodou precipitace vzorku s PEG 6000.
Makroenzymova forma AST byla prokazana u jednoho
z téchto 11 pacientt [9].

AST (pkat/L) Serum Serum - blank Serum - PEG %PPA
Control serum 1 5.37 2.74 2.18 20
Control serum 2 3.64 1.86 1.58 15
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Fig. 1: Activity of AST stored at +4 °C during 6 days

Time (h)
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Pro pfedpokladanou nizkou prevalenci makroenzy-
movych forem je na né Casto zapominano a pacienti
jsou pak podrobovani rozsahlym a mnohdy invaziv-
nim vySetfenim. Stanoveni makroenzymovych forem
na zakladé precipitace vzorku s PEG 6000 umoziiuje
pomérné nenaro¢nou, ifnanc¢né dostupnou a rychlou
analyzu, kterda mize zabranit naroénym a invazivnim
vySetfenim u pacientd s nejasnou pfiinou elevace
nejen enzymu AST. Tato metoda ma pomeérné vysoky
potencial pro zavedeni do rutinniho provozu laboratore
jako screeningova metoda enzymovych makrokomple-
xU. Metodu lIze navic pouzit i pro prikaz makrokomple-
xU jinych enzym(, ale se speciifckymi cut-off hodno-
tami procenta precipitacni aktivity polyethylenglykolu;
modiifkovana metoda se pouziva i pro prikaz makro-
prolaktinémie [10]. V naSem sledovani se nam meto-
dou skladovani vzorku pfi teploté +4 °C po dobu 6 dnt
nepodarilo prokazat pfitomnost makrokomplexu AST.
Chtioui podobné jako v naSem experimentu efektivitu
této metody pro prukaz makroforem AST neprokazal
[11], zatimco Beser popsal pokles aktivity AST o 52
az 67 % u 8 déti s izolovanym zvySenim AST bez pro-
kazané klinické pficiny [12]. Mbagaya testoval pokles
aktivity AST v pfipadé pfitomnosti makro AST prokaza-
né gelovou ifltraci, podstatné vyssi pokles aktivity AST
zaznamenal pfi 4 °C a maly pokles pfi-20 °C [13].

Kromé metody precipitace séra s PEG 6000
a metody skladovanivzorku pfi 2 — 8 °C Ize ke stanove-
ni makroenzymu pouzit i naro¢néjsi techniky, jako jsou
elektroforéza s naslednou imunoprecipitaci ¢i gelova
permeacni chromatograife [14]. Tyto metody mohou
pfispét k prikazu makroenzymu v pfipadech, kdy pre-
trvava podezfeni na pfitomnost makroenzymu a jina
pouzita metoda vykazuje neurcity vysledek nebo je
podezieni na faleSné pozitivni vysledek (mize byt dia-
gnosticky zavadéjici) nebo faleSné negativni vysledek
(povede ke zbyte€nému vySetfovani pacienta).

Zaveér

V€asny zachyt makrokomplexovych forem enzymi
pomoci precipitace séra €i plazmy sPEG 6000 muze
zabranit naroénym nakladnym ainvazivnim vySetfenim.
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