Amylaza

a-amyldzalll [21 [31 41 [51 [6] [7] (8] [9] [10] (AMS, a-1,4-glukan-4-glukan-
hydrolaza, EC 3.2.1.1) hydrolyzuje a-1-4-glykosidovou vazbu; pH ANKREATICKA

EC321

optimum a-amylazy je mezi 7,0-7,2. V organismu se vyskytuje ve dvou
forméch - jako slinny a pankreaticky izoenzym podle organového plvodu.
Obé izoformy AMS se od sebe lisi cukernou slozkou a Ize je odlisit
elektroforeticky, ¢i podle precipitace pomoci specidlniho lektinu nebo
protilatky!™!. a-amyléza je tvofena v acindrnich bufkach pankreatu a
hromadi se v zymogennich granulech. Do stfevniho lumen se dostava ve
formé pankreatického sekretu (pankreatické Stavy) spolu s dalSimi
travicimi enzymy. Za fyziologickych podminek neni molekula enzymu
absorbovéna stfevnim povrchem a sérové hladina je nizka, odpovidajici
aktivité enzymu uvolnéného do cirkulace primo ze zlazovych bunék, resp.
lymfatickou drendazi. Molekulovd hmotnost a-amylazy je 55 000. Z
cirkulace je a-amyldza eliminovéna v ledvinach glomerularni filtraci.

Pankreatickd amylaza

Makroforma enzymu (makroamylgza)tt?] 1131 (141 [151 [16] y7nikd vazbou

enzymu na nékteré bilkoviny krevniho séra, predevsim imunoglobuliny, cirkulujici imunokomplexy nebo jiné
glykoproteiny. Makroforma enzymu mé podstatné vyssi molekulovou hmotnost (od 150 000 do 2 000 000) a neni
proto eliminovdna glomerularni filtraci. Pro klinickou diagnostiku se stanovuje hladina a-amylzy v séru, v moci a
vypocitava se index clearance amyldzy/kreatininu.

Laboratorni stanoveni koncentrace a-amylazy

Laboratorné Ize stanovovat koncentraci proteinu imunologickymi
technikami nebo enzymovou katalytickou koncentraci pomoci specifickych [MARROAMYLAZA |
substratd. Pri stanoveni jak hmotnostni, tak katalytické koncentrace
enzymu je nutno zvazovat pritomnost inhibitord v séru a vznik
makroforem enzym{l. Bézné pouzivané stanoveni aktivity a-amylazy je
zalozeno na stépeni chromogenniho substratu. Starsi postupy, které
pouzivaly derivaty prirozeného substratu, skrobu, byly obtizné
standardizovatelné a jiz se nepouzivaji. Soucasné syntetické substraty
jsou odvozeny od maltdzy, jako chromogen je nej¢astéji pouzivan 4- 4 _
nitrofenylfosfat. Stanoveni izoenzym@ a-amylazy je umoznéno inhibici ST
jednoho z obou izoenzymU specifickou monoklonalni protilatkou. ELASTAZA|

Zmeény hladiny amylazy

Celkova a-amylaza v diagnostice

Zvysena hladina celkové aktivity a-amylazy je prokazatelna u celé rady
onemocnéni. Nej¢asté&jsim diagnostickym dlvodem je podezreni na akutni MARKERY AKUTNI PANKREATITIDY
pankreatitidu. Hladina celkové a-amylazy je sice zvySena ve 100 %
onemocnéni akutni pankreatitidou, zvysSena je vsak i v 80 % vsech pripadd
akutnich bolesti bricha. Podstatné vétsi diagnosticky prinos ma stanoveni EASOVY PROFIL
pankreatického izoenzymu a-amylazy (P-amylazy), jehoz hladina je
rovnéz zvysena ve 100 % pripadd akutni pankreatitidy, u akutnich bolesti aza 2
bficha je zvySena jen v 10 %. V bézné klinické praxi se pouzivéa kritéria R o
pétindsobného zvyseni celkové amylazy, které je diagnostickym
indikadtorem akutni pankreatitidy. Zvysenda sérova hladina je samozrejmé
prokazatelna u akutnich i chronickych onemocnéni ledvin, u stfevnich
zanétl ve 30 % pripadd akutni apendicitidy. Zvyseni hladiny a-amylazy v
moci u akutni pankreatitidy pretrvava déle a nastupuje pozdéji nez
zvysSeni hladiny v séru. Slinny typ a-amylazy (S-amylaza) je zvySen u
onemocnéni slinnych zlaz, u nékterych plicnich chorob, u rady malignich
tumord, ovaridlni cysty, mimodélozniho téhotenstvi. Normalni hodnoty poméru clearance amyldzy a kreatininu jsou
mezi 2-4 %, pfi pankreatitidé stoupa index na 10 %. ZvySeny index clearance amylazy/kreatininu byl prokazan
napr. u diabetické ketoacidézy, popéalenindch, myelomu a u ledvinnych poruch. Snizeni indexu clearance je
diagnosticky vyznamné pro makroamylazémii.

Markery akutni pankreatitidy

Existuji i specifické metody pro stanoveni slinné a-amylazy, napr. ELISA s monoklondIni protilatkou.

Prukaz makroamylazového komplexu v séru
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Makroamylaza a je pri¢inou 8-12 % pripad hyperamylazemie (zvy3ené hodnoty celkové sérové hladiny a-
amylazy). Pri¢inou je makrokomplex enzymu s vysokomolekuldrnimi proteiny séra, predevsim s imunoglobuliny IgA
a IgG. Obdobny makrokomplex tvori i dalSi enzymy a to napr. pankreatickd lipdza. Makroformu a-amyldzy lze
stanovit gelovou filtraci, elektroforeticky, precipitaci s PEG nebo ELISA technikou. Kvantitativni stanoveni poméru
makroformy enzymu je nejpresnéjsi s pouzitim gelové chromatografie na Sephadexu® G-100. Separace probihd v
chlazeném boxu pfi 10 °C na koloné 9 x 150 mm pfi pritoku 3 ml/hod 5 hodin. Aktivita a-amylazy je v jednotlivych
frakcich stanovena enzymaticky standardnim postupem s pNP blokovanym maltoheptaosidem a vysledkem je
pomér obou forem enzymu.

Dllezitym aspektem pro prikaz makroamylazového komplexu je nestabilita komplexu s imunoglobuliny. Pfi
zmrazeni a rozmrazeni séra dochézi k disociaci komplex(, makroamylazu je proto nutné prokazovat v ¢erstvé
odebraném vzorku séra.

Referencni hodnoty: Makroforma enzymu neni za fyziologickych podminek pfitomna. Vysledek testu je udavan v
procentudinim poméru makroformy amylazy vypoctené z aktivit jednotlivych frakci. Pozitivni vysledek, prikaz
komplexu, je tedy hodnota > 0.

Stanoveni pankreatické amylazy ve stolici

Stanoveni pankreatické amylazy ve stolicill7! [18] [191[20] je relativné malo pouzivany test, ktery je rovnéz
imunochemickym priikazem s protilatkou k lidské pankreatické amylaze - novinka, ktera se objevila v roce 2000.
Normalni hodnoty jsou nad 360 ug/g stolice, kalibra¢ni standardy jsou v rozmezi 0-12 000 ug/g. Test je zalozen na
ILMA (ImmunoLuminoMetric Assay) principu s luminiscené¢nim mérenim markerem je akridinium ester. Plvodni
prace o stanoveni pankreatické amylazy ve stolici popisuji predevsim detekci izoenzym( a korelaci s dalSimi
pankreatickymi enzymy ve stolici u nemocnych s pankreatickou insuficienci.

Odkazy

Zdroj

= se svolenim autora prevzato z KOCNA, Petr. GastroLab : MiniEncyklopedie laboratornich metod v
gastroenterologii [online]. ©2002. Posledni revize 2011-01-08, [cit. 2011-03-041].
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