
Pankreatická	amyláza

Biochemická	vyšetření	pankreatu
Z	hlediska	laboratorní	diagnostiky	lze	vyšetření	pankreatu	rozdělit	na:

vyšetření	endokrinních	funkcí	pankreatu;
vyšetření	exokrinní	části	pankreatu:

průkaz	poškození	acinózních	buněk;
vyšetření	sekrece	pankreatické	šťávy.

Endokrinní	funkce	pankreatu
Vnitřně	sekretorická	část	pankreatu	produkuje	především	inzulin,	glukagon	a	somatostatin.	Poruchy	tvorby	těchto
hormonů	jsou	pojednány	v	příslušných	kapitolách,	především	v	souvislosti	s	diabetem	mellitem.

Exokrinní	funkce	pankreatu
Vyšetření	exokrinní	funkce	pankreatu	není	příliš	rozšířené.	Využívá	se	především	v	diagnostice	chronické
pankreatitidy.	Opírá	se	jednak	o	přímé	testy,	kdy	se	měří	koncentrace	či	aktivita	pankreatických	enzymů
(chymotrypsinu,	elastázy)	ve	stolici,	jednak	o	testy	nepřímé,	založené	na	podání	vhodných	substrátů
pankreatických	enzymů	a	detekci	štěpných	produktů	vzniklých	jejich	trávením.

	Podrobnější	informace	naleznete	na	stránce	Pankreatitida	chronická	(laboratorní	diagnostika).

Biochemické	vyšetření	pankreatu
K	rozsáhlému	poškození	pankreatické	tkáně	dochází	především	při	akutní	pankreatitidě.	Jde	o	život	ohrožující
náhlou	příhodu	břišní,	při	které	se	aktivují	trávicí	enzymy	pankreatické	šťávy,	což	vede	k	natrávení	tkáně	slinivky
břišní.	Spouštěčem	akutní	pankreatitidy	bývá	nejčastěji	přetlak	ve	společných	pankreatických	a	žlučových
vývodných	cestách	(při	cholelitiáze)	a	alkoholismus.

Rozpad	pankreatických	acinárních	buněk	vede	k	vylití	jejich	součástí	do	krve.	V	séru	pak	můžeme	prokázat	vysokou
katalytickou	koncentraci	pankreatických	enzymů,	zejména	α-amylázy	a	pankreatické	lipázy.

	Podrobnější	informace	naleznete	na	stránce	Pankreatitida	akutní.

α-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.

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.
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Princip	stanovení	amylázy	kolorimetrickou
metodou

Změny	hladiny	amylázy

Interpretace	nálezů	při	vyšší	aktivitě
amylázy	v	séru.	Upraveno	podle	[19]

V	nejčastějším	uspořádání	je	ve	vzorku	nejprve	protilátkou	inhibován	slinný	izoenzym	amylázy.	Reakce	se	startuje
přidáním	substrátu	chráněného	etylidenem	–	heptamerem	glukózy,	na	jehož	jednom	konci	je	navázán
chromogen	a	na	druhém	konci	etyliden.	Amyláza	ze	vzorku	hydrolyzuje	oligoglukosidový	řetězec.	K	uvolnění
barevného	nitrofenolu	pak	dojde	účinkem	další	složky	reakční	směsi,	glukosidázy.	Protože	α-glukosidáza	dokáže
odštěpit	jen	glukózu	na	konci	řetězce	a	nerozpozná	glukózu	chráněnou	etylidenem,	je	substrát,	který	nebyl
hydrolyzován	amylázou,	před	účinkem	glukosidázy	chráněn[17].

Referenční	hodnoty[18]

S-AMS	celková	amyláza	v	séru	0,30–1,67	μkat/l
U-AMS	celková	amyláza	v	moči	<	7,67	μkat/l

S-pAMS	pankreatická	amyláza	v	séru	0,22–0,88	μkat/l
U-pAMS	pankreatická	amyláza	v	moči	<	5,83	μkat/l

makroamyláza	nedetekovatelná

Interpretace	nálezů

Z	praktického	hlediska	je	významným	nálezem	zvýšení	aktivity	α-amylázy
v	séru.	Může	být	způsobeno:

zvýšeným	uvolňováním	amylázy	z	poškozených	buněk	pankreatu
nebo	slinných	žláz,	nebo
snížením	glomerulární	filtrace,	kdy	se	tato	malá	bílkovina	ztrácí
do	primitivní	moče	v	menším	rozsahu	než	obvykle.

Hyperamylázemie	při	poškození	pankreatu	nebo	slinných	žláz	je	při
normálních	renálních	funkcích	provázena	i	vzestupem	aktivity	amylázy	v
moči;	je	ovšem	nutné	přihlédnout	k	tomu,	že	se	v	moči	objeví	až	s
několikahodinovým	zpožděním.	V	tomto	případě	zbývá	rozlišit,	zda
amyláza	pochází	z	pankreatu	či	slinných	žláz.	Nelze-li	rozhodnout	na
základě	klinického	obrazu,	dá	odpověď	stanovení	izoenzymů.

Snížení	glomerulární	filtrace	amylázy	je	nejčastěji	důsledkem	renální
insuficience.	V	tomto	případě	bude	hyperamylázemie	provázena	nízkou
koncentrací	a	aktivitou	amylázy	v	moči.	Jinou,	podstatně	vzácnější	příčinou
snížení	renální	clearance	amylázy	je	makroamylázemie.

Lipáza

Novějším	a	specifičtějším	markerem	poškození	pankreatu	je
lipáza[20][21][22][23][24][25][26][27][28][29][30][31][32][33][34][35].

Lipáza	(triacylglycerolacylhydroláza,	EC	3.1.1.3)	je	glykoprotein	se	420
449	aminokyselinovými	zbytky	a	molekulovou	hmotností	46	000–56	000	u
pankreatické	lipázy	a	32	000–39	000	u	sérové	lipázy.

Jde	o	hydrolytický	enzym	štěpící	triacylglyceroly	s	mastnými	kyselinami	o
delším	řetězci	než	12	uhlíků,	v	přítomnosti	žlučových	kyselin	štěpí	tuk	na
monoacylglyceroly	a	diacylglyceroly.	Predilekčně	jsou	odštěpovány
mastné	kyseliny	v	polohách	sn-1	a	sn-3.	Tak	jako	α-amyláza	je	i	lipáza
produkována	žlázovými	buňkami	pankreatu	a	secernována	do	střevního
lumen	v	pankreatické	šťávě.	Koncentrační	gradient	mezi	pankreatickou
tkání	a	sérovou	lipázou	je	cca	20	000:1.

Stanovení	aktivity	lipázy	zahrnuje	různé	postupy:

enzymové	štěpení	přirozeného	substrátu;
enzymové	členění	chromogenních	a	fluorogenních	substrátů;
metody	imunologické	(ELISA,	latexová	aglutinace).

Nejčastěji	se	používá	nefelometrických	a	turbidimetrických	postupů
založených	na	štěpení	přirozeného	substrátu	triacylglycerolu.	Většina
souprav	pro	enzymové	stanovení	lipázy	obsahuje	i	ko-lipázu.
Turbidimetrické	stanovení	aktivity	lipázy	je	založeno	na	vyčeření	olejové
emulze	působením	lipolytické	aktivity.	Tento	proces	však	může	být	ovlivněn	i	dalšími	složkami	séra,	např.	tzv.
vyčeřovacím	faktorem	pseudolipázou.	Nejčastěji	se	jedná	o	cirkulující	imunokomplexy	typu	IgM.	Pro	diferenciální
stanovení	sérové	pankreatické	lipázy	vedle	pseudolipázy	s	použitím	standardního	turbidimetrického	postupu	je
vypracován	postup	založený	na	inaktivaci	pseudoplipázy	β-merkaptoetanolem,	který	vede	k	disociaci	IgM
komplexů.	Novější	chromogenní	testy	jsou	založeny	na	enzymové	kaskádě	lipázy	štěpící	1,2-diacylglycerol,
glycerolkináze,	glycerol-3-fosfátoxidáze	a	peroxidáze	s	chromogenním	produktem.	Zcela	nový	typ	techniky
stanovení	pankreatické	lipázy	je	založen	na	změně	vodivosti	roztoku	uvolněním	mastných	kyselin	ze	substrátu	–
trioleinu;	detekována	je	akustickým	snímačem	a	měřenou	veličinou	je	frekvenční	odpověď.
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Normální	hodnoty

do	1	μkat/l	[36]

Vzestup	koncentrace	pankreatické	lipázy	je	specifičtější	známkou	akutní	pankreatitidy	než	α-amyláza.	Její
hladina	v	séru	zůstává	zvýšena	asi	dva	týdny	po	akutní	příhodě.	Podstatněji	se	nezvyšuje	u	renálních	onemocnění.
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