Biochemicka vysetreni pankreatu

Z hlediska laboratorni diagnostiky Ize vySetreni pankreatu rozdélit na:
= vySetfeni endokrinnich funkci pankreatu;
= vySetreni exokrinni ¢asti pankreatu:

= prikaz poskozeni acinéznich bunék;
= vySetreni sekrece pankreatické stavy.

Endokrinni funkce pankreatu

Vnitrné sekretoricka ¢ast pankreatu produkuje predevsim inzulin, glukagon a somatostatin. Poruchy tvorby téchto
hormon( jsou pojednany v pfislusnych kapitoldch, predevsim v souvislosti s diabetem mellitem.

Exokrinni funkce pankreatu

Vysetreni exokrinni funkce pankreatu neni pfilis rozsifené. Vyuzivé se predevsim v diagnostice chronické
pankreatitidy. Opira se jednak o pfimé testy, kdy se méri koncentrace ¢i aktivita pankreatickych enzymd
(chymotrypsinu, elastazy) ve stolici, jednak o testy nepFimé, zalozené na podani vhodnych substratl
pankreatickych enzym( a detekci $tépnych produktl vzniklych jejich trdvenim.

£ Podrobnéjsi informace naleznete na strance Pankreatitida chronicka (laboratorni diagnostika).

Biochemické vysSetreni pankreatu

K rozsdhlému poskozeni pankreatické tkané dochdzi predevsim pri akutni pankreatitidé. Jde o zivot ohrozujici
nahlou prihodu brisni, pri které se aktivuji travici enzymy pankreatické stavy, coz vede k natraveni tkané slinivky
brisni. Spoustécem akutni pankreatitidy byvéa nejcastéji pretlak ve spolec¢nych pankreatickych a zlu¢ovych
vyvodnych cestach (pri cholelitidze) a alkoholismus.

Rozpad pankreatickych acinarnich bunék vede k vyliti jejich souc¢asti do krve. V séru pak mizeme prokézat vysokou
katalytickou koncentraci pankreatickych enzym(, zejména a-amylazy a pankreatické lipazy.

2 Podrobnéjsi informace naleznete na strance Pankreatitida akutn.

a-amylaza

a-amylazalll [21 B1 41 [31 [6] [71 [8] 91 [101 (AMS, a-1,4-glukan-4-glukan-
hydrolaza, EC 3.2.1.1) hydrolyzuje a-1-4-glykosidovou vazbu; pH optimum PANKREATICKA a-AMYLAZA

EC3211.

a-amyldzy je mezi 7,0-7,2. V organismu se vyskytuje ve dvou forméach -
jako slinny a pankreaticky izoenzym podle orgdnového ptvodu. Obé
izoformy AMS se od sebe lisi cukernou slozkou a Ize je odlisit
elektroforeticky, ¢i podle precipitace pomoci specidlniho lektinu nebo
protilatky!ll. a-amylaza je tvofena v acinarnich burikdch pankreatu a
hromadi se v zymogennich granulech. Do stfevniho lumen se dostavé ve
formé pankreatického sekretu (pankreatické stavy) spolu s dalSimi
travicimi enzymy. Za fyziologickych podminek neni molekula enzymu
absorbovéna stfevnim povrchem a sérové hladina je nizk&, odpovidajici
aktivité enzymu uvolnéného do cirkulace prfimo ze Zlazovych bunék, resp.
lymfatickou drenazi. Molekulovd hmotnost a-amylazy je 55 000. Z
cirkulace je a-amyldza eliminovdna v ledvindch glomerularni filtraci.

Pankreatickd amyladza

Makroforma enzymu (makroamyléza)12! 1131 (141 [151 161 \,7njkd vazbou

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

Laboratorné Ize stanovovat koncentraci proteinu imunologickymi technikami nebo enzymovou katalytickou
koncentraci pomoci specifickych substratd. Pri stanoveni jak hmotnostni, tak katalytické koncentrace enzymu je
nutno zvazovat pritomnost inhibitord v séru a vznik makroforem enzym{. Bézné pouzivané stanoveni aktivity a-
amylazy je zaloZzeno na stépeni chromogenniho substratu. Starsi postupy, které pouzivaly derivaty prirozeného
substratu, skrobu, byly obtizné standardizovatelné a jiz se nepouzivaji. Souc¢asné syntetické substraty jsou
odvozeny od maltézy, jako chromogen je nejcastéji pouzivan 4-nitrofenylfosfat. Stanoveni izoenzym0 a-amylazy je
umoznéno inhibici jednoho z obou izoenzymU specifickou monoklonalni protilatkou.
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V nejcastéjsim usporddani je ve vzorku nejprve protildtkou inhibovan slinny izoenzym amyldzy. Reakce se startuje
pridanim substratu chranéného etylidenem - heptamerem glukdzy, na jehoz jednom konci je navazan
chromogen a na druhém konci etyliden. Amyldza ze vzorku hydrolyzuje oligoglukosidovy retézec. K uvolnéni
barevného nitrofenolu pak dojde Ucinkem dalsi sloZzky reakéni smési, glukosidazy. Protoze a-glukosiddza dokaze
odstépit jen glukézu na konci retézce a nerozpozna glukdézu chranénou etylidenem, je substrat, ktery nebyl
hydrolyzovan amylazou, pfed U¢inkem glukosiddzy chranénl’!,

Referenéni hodnoty!!8!

S-AMS celkova amylaza v séru 0,30-1,67 pkat/I 4 e
U-AMS celkova amylaza v moci < 7,67 pkat/I o—4J"

0—Gley—o NO,
S-pAMS pankreatickd amylaza v séru 0,22-0,88 pkat/I on

U-pAMS pankreatickd amyldza v moci < 5,83 pkat/I

]

makroamylaza nedetekovatelna

Interpretace nalezi

L

Z praktického hlediska je vyznamnym nalezem zvysSeni aktivity a-amylazy
v séru. Mize byt zplsobeno:

= zvySenym uvoliovanim amyldzy z poskozenych bunék pankreatu
nebo slinnych Zlaz, nebo

= snizenim glomerularni filtrace, kdy se tato mala bilkovina ztraci
do primitivni moce v mensim rozsahu nez obvykle.

ErmprE |3

Hyperamylazemie pfi posSkozeni pankreatu nebo slinnych zlaz je pri nGle - U_o
normalnich rendlnich funkcich provazena i vzestupem aktivity amylazy v

moci; je ovsem nutné prihlédnout k tomu, Ze se v moci objevi az s aivtonal
nékolikahodinovym zpozdénim. V tomto pfipadé zbyva rozlisit, zda Princip stanoveni amylazy kolorimetrickou
amylaza pochazi z pankreatu ci slinnych zldz. Nelze-li rozhodnout na metodou

zakladé klinického obrazu, da odpoveéd stanoveni izoenzymd.

Snizeni glomerularni filtrace amylazy je nej¢astéji dlsledkem renalni
insuficience. V tomto pripadé bude hyperamyldzemie provazena nizkou [MAKROAMYLAZA |
koncentraci a aktivitou amylazy v modi. Jinou, podstatné vzacnéjsi pri¢inou
snizeni renalni clearance amylazy je makroamylazemie. ‘*
Lipaza

Novéjsim a specifi¢téjsSim markerem poskozeni pankreatu je
Iipéza[20][21][22][23][24][25][26][27“28”29”30”31][32][33][34][35].

CHYMOTRYPSM |
Lipaza (triacylglycerolacylhydroldza, EC 3.1.1.3) je glykoprotein se 420 ELASTAZA |
449 aminokyselinovymi zbytky a molekulovou hmotnosti 46 000-56 000 u
pankreatické lipazy a 32 000-39 000 u sérové lipazy. Zmény hladiny amyl&zy

Jde o hydrolyticky enzym stépici triacylglyceroly s mastnymi kyselinami o
del$im retézci nez 12 uhlikd, v pfitomnosti zlu¢ovych kyselin $tépi tuk na
monoacylglyceroly a diacylglyceroly. Predilekéné jsou odstépovany
mastné kyseliny v polohach sn-1 a sn-3. Tak jako a-amylaza je i lipdza
produkovana zlazovymi bunkami pankreatu a secernovana do strevniho
lumen v pankreatické stavé. Koncentracni gradient mezi pankreatickou
tkani a sérovou lipdzou je cca 20 000:1.

Stanoveni aktivity lipdzy zahrnuje rlizné postupy:

= enzymoveé Stépeni prirozeného substratu;
= enzymové ¢lenéni chromogennich a fluorogennich substratd;
= metody imunologické (ELISA, latexovéa aglutinace).

Nejcastéji se pouziva nefelometrickych a turbidimetrickych postup@ Interpretace nalezl pfi vyssi aktivité
zalozenych na Stépeni prirozeného substratu triacylglycerolu. Vétsina amylazy v séru. Upraveno podle [*°!
souprav pro enzymové stanoveni lipdzy obsahuje i ko-lipazu.

Turbidimetrické stanoveni aktivity lipdzy je zalozeno na vyclereni olejové

emulze plsobenim lipolytické aktivity. Tento proces vsak m@ze byt ovlivnén i dal$imi slozkami séra, napf. tzv.
vycerovacim faktorem pseudolipdzou. Nej¢astéji se jednd o cirkulujici imunokomplexy typu IgM. Pro diferencialni
stanoveni sérové pankreatické lipazy vedle pseudolipdzy s pouzitim standardniho turbidimetrického postupu je
vypracovan postup zalozeny na inaktivaci pseudoplipdzy B-merkaptoetanolem, ktery vede k disociaci IgM
komplex(. Novéjsi chromogenni testy jsou zaloZzeny na enzymové kaskadeé lipazy stépici 1,2-diacylglycerol,
glycerolkinaze, glycerol-3-fosfatoxidaze a peroxiddze s chromogennim produktem. Zcela novy typ techniky
stanoveni pankreatické lipazy je zalozen na zméné vodivosti roztoku uvolnénim mastnych kyselin ze substratu -
trioleinu; detekovana je akustickym snimac¢em a mérenou veliinou je frekvencni odpovéd.


https://www.wikiskripta.eu/w/Soubor:Stanoven%C3%AD_amyl%C3%A1zy.png
https://www.wikiskripta.eu/w/Soubor:Amylaza.jpg
https://www.wikiskripta.eu/w/Soubor:Interpretace_elevace_amyl%C3%A1zy.png
https://www.wikiskripta.eu/index.php?curid=7874&useskin=printer#cite_note-19
https://www.wikiskripta.eu/index.php?curid=7874&useskin=printer#cite_note-17
https://www.wikiskripta.eu/index.php?curid=7874&useskin=printer#cite_note-18
https://www.wikiskripta.eu/index.php?curid=7874&useskin=printer#cite_note-20
https://www.wikiskripta.eu/index.php?curid=7874&useskin=printer#cite_note-21
https://www.wikiskripta.eu/index.php?curid=7874&useskin=printer#cite_note-22
https://www.wikiskripta.eu/index.php?curid=7874&useskin=printer#cite_note-23
https://www.wikiskripta.eu/index.php?curid=7874&useskin=printer#cite_note-24
https://www.wikiskripta.eu/index.php?curid=7874&useskin=printer#cite_note-25
https://www.wikiskripta.eu/index.php?curid=7874&useskin=printer#cite_note-26
https://www.wikiskripta.eu/index.php?curid=7874&useskin=printer#cite_note-27
https://www.wikiskripta.eu/index.php?curid=7874&useskin=printer#cite_note-28
https://www.wikiskripta.eu/index.php?curid=7874&useskin=printer#cite_note-29
https://www.wikiskripta.eu/index.php?curid=7874&useskin=printer#cite_note-30
https://www.wikiskripta.eu/index.php?curid=7874&useskin=printer#cite_note-31
https://www.wikiskripta.eu/index.php?curid=7874&useskin=printer#cite_note-32
https://www.wikiskripta.eu/index.php?curid=7874&useskin=printer#cite_note-33
https://www.wikiskripta.eu/index.php?curid=7874&useskin=printer#cite_note-34
https://www.wikiskripta.eu/index.php?curid=7874&useskin=printer#cite_note-35
https://www.wikiskripta.eu/w/Enzym
https://www.wikiskripta.eu/w/%C5%BDlu%C4%8Dov%C3%A9_kyseliny
https://www.wikiskripta.eu/w/Amyl%C3%A1za
https://www.wikiskripta.eu/w/Pankreas
https://www.wikiskripta.eu/w/ELISA
https://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Latexov%C3%A1_aglutinace&action=edit&redlink=1
https://www.wikiskripta.eu/w/Nefelometrie
https://www.wikiskripta.eu/w/Turbidimetrie
https://www.wikiskripta.eu/w/Imunokomplex
https://www.wikiskripta.eu/w/IgM
https://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Vodivost&action=edit&redlink=1
https://www.wikiskripta.eu/w/Mastn%C3%A9_kyseliny

Normalni hodnoty

do 1 pkat/I 138!

Vzestup koncentrace pankreatické lipazy je specifictéjsi znamkou akutni pankreatitidy nez a-amylaza. Jeji
hladina v séru z0stava zvysena asi dva tydny po akutni prihodé. Podstatnéji se nezvysuje u rendlnich onemocnéni.
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