
Pankreatická	amyláza

Změny	hladiny	amylázy

Markery	akutní	pankreatitidy

Amyláza
α-amyláza[1]	[2]	[3]	[4]	[5]	[6]	[7]	[8]	[9]	[10]	(AMS,	α-1,4-glukan-4-glukan-
hydroláza,	EC	3.2.1.1)	hydrolyzuje	α-1-4-glykosidovou	vazbu;	pH

optimum	α-amylázy	je	mezi	7,0–7,2.	V	organismu	se	vyskytuje	ve	dvou
formách	–	jako	slinný	a	pankreatický	izoenzym	podle	orgánového	původu.
Obě	izoformy	AMS	se	od	sebe	liší	cukernou	složkou	a	lze	je	odlišit
elektroforeticky,	či	podle	precipitace	pomocí	speciálního	lektinu	nebo
protilátky[11].	α-amyláza	je	tvořena	v	acinárních	buňkách	pankreatu	a
hromadí	se	v	zymogenních	granulech.	Do	střevního	lumen	se	dostává	ve
formě	pankreatického	sekretu	(pankreatické	šťávy)	spolu	s	dalšími
trávicími	enzymy.	Za	fyziologických	podmínek	není	molekula	enzymu
absorbována	střevním	povrchem	a	sérová	hladina	je	nízká,	odpovídající
aktivitě	enzymu	uvolněného	do	cirkulace	přímo	ze	žlázových	buněk,	resp.
lymfatickou	drenáží.	Molekulová	hmotnost	α-amylázy	je	55	000.	Z
cirkulace	je	α-amyláza	eliminována	v	ledvinách	glomerulární	filtrací.

Makroforma	enzymu	(makroamyláza)[12]	[13]	[14]	[15]	[16]	vzniká	vazbou
enzymu	na	některé	bílkoviny	krevního	séra,	především	imunoglobuliny,	cirkulující	imunokomplexy	nebo	jiné
glykoproteiny.	Makroforma	enzymu	má	podstatně	vyšší	molekulovou	hmotnost	(od	150	000	do	2	000	000)	a	není
proto	eliminována	glomerulární	filtrací.	Pro	klinickou	diagnostiku	se	stanovuje	hladina	α-amylázy	v	séru,	v	moči	a
vypočítává	se	index	clearance	amylázy/kreatininu.

Laboratorní	stanovení	koncentrace	α-amylázy
Laboratorně	lze	stanovovat	koncentraci	proteinu	imunologickými
technikami	nebo	enzymovou	katalytickou	koncentraci	pomocí	specifických
substrátů.	Při	stanovení	jak	hmotnostní,	tak	katalytické	koncentrace
enzymu	je	nutno	zvažovat	přítomnost	inhibitorů	v	séru	a	vznik
makroforem	enzymů.	Běžně	používané	stanovení	aktivity	α-amylázy	je
založeno	na	štěpení	chromogenního	substrátu.	Starší	postupy,	které
používaly	deriváty	přirozeného	substrátu,	škrobu,	byly	obtížně
standardizovatelné	a	již	se	nepoužívají.	Současné	syntetické	substráty
jsou	odvozeny	od	maltózy,	jako	chromogen	je	nejčastěji	používán	4-
nitrofenylfosfát.	Stanovení	izoenzymů	α-amylázy	je	umožněno	inhibicí
jednoho	z	obou	izoenzymů	specifickou	monoklonální	protilátkou.

Celková	α-amyláza	v	diagnostice
Zvýšená	hladina	celkové	aktivity	α-amylázy	je	prokazatelná	u	celé	řady
onemocnění.	Nejčastějším	diagnostickým	důvodem	je	podezření	na	akutní
pankreatitidu.	Hladina	celkové	α-amylázy	je	sice	zvýšena	ve	100	%
onemocnění	akutní	pankreatitidou,	zvýšena	je	však	i	v	80	%	všech	případů
akutních	bolestí	břicha.	Podstatně	větší	diagnostický	přínos	má	stanovení
pankreatického	izoenzymu	α-amylázy	(P-amylázy),	jehož	hladina	je
rovněž	zvýšena	ve	100	%	případů	akutní	pankreatitidy,	u	akutních	bolestí
břicha	je	zvýšena	jen	v	10	%.	V	běžné	klinické	praxi	se	používá	kritéria
pětinásobného	zvýšení	celkové	amylázy,	které	je	diagnostickým
indikátorem	akutní	pankreatitidy.	Zvýšená	sérová	hladina	je	samozřejmě
prokazatelná	u	akutních	i	chronických	onemocnění	ledvin,	u	střevních
zánětů	ve	30	%	případů	akutní	apendicitidy.	Zvýšení	hladiny	α-amylázy	v
moči	u	akutní	pankreatitidy	přetrvává	déle	a	nastupuje	později	než
zvýšení	hladiny	v	séru.	Slinný	typ	α-amylázy	(S-amyláza)	je	zvýšen	u
onemocnění	slinných	žláz,	u	některých	plicních	chorob,	u	řady	maligních
tumorů,	ovariální	cysty,	mimoděložního	těhotenství.	Normální	hodnoty	poměru	clearance	amylázy	a	kreatininu	jsou
mezi	2–4	%,	při	pankreatitidě	stoupá	index	na	10	%.	Zvýšený	index	clearance	amylázy/kreatininu	byl	prokázán
např.	u	diabetické	ketoacidózy,	popáleninách,	myelomu	a	u	ledvinných	poruch.	Snížení	indexu	clearance	je
diagnosticky	významné	pro	makroamylázémii.

Existují	i	specifické	metody	pro	stanovení	slinné	α-amylázy,	např.	ELISA	s	monoklonální	protilátkou.

Průkaz	makroamylázového	komplexu	v	séru
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Makroamyláza	a	je	příčinou	8–12	%	případů	hyperamylázemie	(zvýšené	hodnoty	celkové	sérové	hladiny	α-
amylázy).	Příčinou	je	makrokomplex	enzymu	s	vysokomolekulárními	proteiny	séra,	především	s	imunoglobuliny	IgA
a	IgG.	Obdobný	makrokomplex	tvoří	i	další	enzymy	a	to	např.	pankreatická	lipáza.	Makroformu	α-amylázy	lze
stanovit	gelovou	filtrací,	elektroforeticky,	precipitací	s	PEG	nebo	ELISA	technikou.	Kvantitativní	stanovení	poměru
makroformy	enzymu	je	nejpřesnější	s	použitím	gelové	chromatografie	na	Sephadexu®	G-100.	Separace	probíhá	v
chlazeném	boxu	při	10	°C	na	koloně	9	×	150	mm	při	průtoku	3	ml/hod	5	hodin.	Aktivita	α-amylázy	je	v	jednotlivých
frakcích	stanovena	enzymaticky	standardním	postupem	s	pNP	blokovaným	maltoheptaosidem	a	výsledkem	je
poměr	obou	forem	enzymu.

Důležitým	aspektem	pro	průkaz	makroamylázového	komplexu	je	nestabilita	komplexu	s	imunoglobuliny.	Při
zmražení	a	rozmražení	séra	dochází	k	disociaci	komplexů,	makroamylázu	je	proto	nutné	prokazovat	v	čerstvě
odebraném	vzorku	séra.

Referenční	hodnoty:	Makroforma	enzymu	není	za	fyziologických	podmínek	přítomna.	Výsledek	testu	je	udáván	v
procentuálním	poměru	makroformy	amylázy	vypočtené	z	aktivit	jednotlivých	frakcí.	Pozitivní	výsledek,	průkaz
komplexu,	je	tedy	hodnota	>	0.

Stanovení	pankreatické	amylázy	ve	stolici
Stanovení	pankreatické	amylázy	ve	stolici[17]	[18]	[19]	[20]	je	relativně	málo	používaný	test,	který	je	rovněž
imunochemickým	průkazem	s	protilátkou	k	lidské	pankreatické	amyláze	–	novinka,	která	se	objevila	v	roce	2000.
Normální	hodnoty	jsou	nad	360	µg/g	stolice,	kalibrační	standardy	jsou	v	rozmezí	0–12	000	µg/g.	Test	je	založen	na
ILMA	(ImmunoLuminoMetric	Assay)	principu	s	luminiscenčním	měřením	markerem	je	akridinium	ester.	Původní
práce	o	stanovení	pankreatické	amylázy	ve	stolici	popisují	především	detekci	izoenzymů	a	korelaci	s	dalšími
pankreatickými	enzymy	ve	stolici	u	nemocných	s	pankreatickou	insuficiencí.
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