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‘ ZPUSOB onnELov&Nf, ISOENZYMU ALFA-AMYLAZY

anélez ge tyk4 zplsobu oddelovéni isoenzymd alfa—amylézy, yhodného ke
stanoveni aktivity isoenzymd slfasmyldzy v krvi a v mo¥i u liaf.

Alfa-amyléza Je diagnosticky velni vyznamnjm enzymem. V kllnlcké praxi
mé. své stdlé misto ji% po.dobu vice ne% pll stoleti. Pro stanoveny - celkové
aktivity enzymu v krvi a v mo&i byla Vypracovana rada metod, jako napriklad
amyloklastickd, sacharogenni, nebo nefelometrické, nebo dnes. neguéivanegéi
metoda s barevnym substrétem. Celkovou aktivitu amylézy v krvi i v mo&i tvori
aktivity dvou lsoenzym&, oznaéovanych jako S-isoamyléza (zpraV1dla pritomné
ve slindch, méné presnegl oznaéované Jako slinny isoenzym amyldzy) a P«lsoamy-
1é4za (pankreatlcky 1soenzym, pritomny ve. sllnlvce bridni).

Dosavadni znémé postupy oddeleni obou isoenzymd byly bu& jen kvalltatlv—&
n{; tedy bez mo¥nosti kvalitativniho hodnoceni aktivity 1soenzymﬁ, nebo to..
byly postupy ‘tasove a phistrojove néro¥né. Za kvantztatzvne hodnotitelné, nel—
.ze povaZovat hodnocent isoenzymd po jejich rozdélent elektroforézou, nebo o
elektrofokusaci v gelu, pokud se hodnoti z20ny aktivity enzymu v1zuallzované
goddékrobovou reakci nebo reekci 8 barevnym substrétem primo v d8lieim nosi=’
&1, napr. agaru nebo polyakrylémldovém gelu. Prikladem Jsou arive publlkova-
né metody (Berk, J.E., Hyashi, S., Searcy, R.Le, Amer, J. Digest. Dls. 11,
" 695 1966, nebo Long, W.B., Grider, J.R., Gastroenterology 71, 589 1976)
-Stegne mélo presné Je i eluce 1soenzym& amylézy z gelu po jejich elektrofore—‘
tickém oddaleni a nésledné stanoveni aktivity v eludtech. Preparat1vni elek=
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troforézy se ke stanoveni aktivity isoenzymﬁ amylézy poYpé2 nepouzivd. Divo-
dem. je asovd a bfistrojové nérdénost.pdstupu.” S v '
Kvantitativni stanoveni aktivit isoenzymd amylézy umo#iuji zatim-dva
zpdsoby. Prvnl publikovali Fridlander, L.,‘Berk,‘J.E., Ueda, M., Clin, Chem.
18,1493,1972. U%ivé se nejprve paséfe smesi isoenzymd, t.Jj. krevniho séra
nebo modi, kolonou s organickym gelem. Ziskany eludt s enzymovou aktivitou.
gse pak nand3i na kolonuAdextranového gelu s havézanymi diethylaminbethyiovy-
mi skupihami. Eluce sa provadi pufrem 8 pfidavkem chloridu sodného, pri Sem¥
' se S-isoenzym amylézy vzhledem ke svému elektronegativnéjéimu néboji opo%du-
je za isoenzymem P. Elu®ni profily obou isoenzymd se prekryvajl, oddéluji se
tedy nedostatedné. Daldf nevyhodou je %asovd nérodnost, protoZe se sbiré -
vice ne¥ 50 frakef z ka%dé kolony & aktivite amyldzy se stanbvujé v ka%¥dé v
frakci. S ti{m souvisi i nérolnost na piistrojo#é vybaveni a na citlivost‘me-.
tody, kterou se stanovi amyldzové aktivita. Z uvedenych dlvodd se metoda
neosveddila jako rutinnf. - . : ' ' '

( Druhé kventitativné hodnotitelnd metoda byla publikovéna v roce 1977
(0 ‘Donnell, M.D., FitzGerald, Oy McGeeney, K.F., Clin.'Chem.”23; 560, 1977).
_VyuZivé rdzného stupné inhibice pankreatického a slinného isoenzymu amylézy
v séru inhibitorem bflkovinné povahy, isolovanym ze pdenice. Sirdimu vyuZitl
metody zatim bréni jednak obti%nd dostupnost ihhibitbfu, jednak pou¥itelnost
metody jen pro odliSeni isoenzymd v séru,-nikoli v modi. Vedle toho zatim
nejsou uverejnéné vysledky u zdravych osob v plném souhlase s dosud znémymi
1iterérnimi ddaji.+ D . . . a
Uvedené nedostatky odstrafiuje zpﬁsob-oddéiovéni_isoenzymﬁ,alfé-amylézy
podle vyndlezu. Jeho podstata spolivé v'xom, ¥e se smés_iSoenzymﬁ nanese na
diethylaminoethylcelulézu; z ni% se pankreaticky isoenzym jednordzové eluuje
do jediného objemu pufru, kterym je diethylaminoethylceluléza ekvilibrovéna,
nade’ se stanovi aktivita pankreatického isoenzymu amyléiy, s vyhodou foto-
metricky, prifem? aktivita slinného isoenzymd, ktery zﬁstal védzén na diethyl-
aminoethyleceluldze, tvori zbyvajici podil z gelkévé aktivity. ' :
L J&inky zplsobu podle vynélezu spodivajl v jednoéuchosti provedeni, kte-
ré je vhodné pro ktergkoli typ klinicko-biochemické laboratore s béfnym ty-
pem vybaveni. Ziskéd se kvantitativni forma vysledku, umoZﬁujici'i dynamické
hodrioceni rozvoje zmeén aktivit iscenzymd behem onemocnéni pacienta. Dal3f
vyhodou je gasové uspornost, umoifiujici ziskat vjsledky"do 40 minut od odbeé-
ru materidlu, s moZnosti provédeni nékolika analyz souéagné.-Néklady”na ana-
1yzu jsou pouze dvojndsobné v porovnéni se stanovenim pouze celkové aktivity
enzymu,<p§iéemz.jsou pou¥itelné be¥né metody s barevnym sﬁbstrétem.'

Zpdsob bodlé vynélezu se uplatni hlavné v_diagnoaticevonembcnéni gliniv-

Xy bridni a slinnych %¥laz. U priudnic mize dochdzet k onemocneni nejen slin-
‘nych ¥laz, ale i napriklad slinivky briZni. Posti¥eni slinnych %laz se podle
klinického obrazu hodnoti dobie,;zvjéeni celkové aktivity alfa-amyldzy je .

v .

zde obvyklé a pripisuje se zpravidla aktivité S-isoenzymu. ZvySeni celkové
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aktivity enzymu v8ak md%e byt podmineéno i zvydenou aktivitou P-isoenzymu,
pokud do¥lo k zédnetu . s]ini#kv bri%ni. Tato komplikace se klinicky projevi
a¥ pri te%éim prﬁbehu. Jeji viasné rozpoznéni na zaklade vyB3i akt1v1ty
P—lsoenzvmu mﬁie predejit kompllkacim a umo¥ni v&asné zahageni cilené 1écvy.
Stanoveni akt1v1ty 1soenzvmﬁ amylézy ge uplatnuge i pri samotnem onemocneni.A ,
slinivky b¥idnf., Pri akutnim zénetu mé vyznam pro posuzovanl pr&behu onemoc-'“f
neni, proto%e zvySeni aktivity P—1soenzymu pretrvévé déle nei zvyéeni celko— 
vé aktJV1tv amylézy. Dlagnostlcky vyznam mé déle nédlez zvySené aktivity
P-1soenzymu pri chronickém zénétu slinivky brléni kdy celkovd aktivita nife -
byt v mezfch normy. Naopak sni¥end aktivita P-isoenzymu miZe byt i projevem '
poruchy zewvné sekredni funkce ¥14zy. Chybeén{ aktivity P~isoenzymu koncem
prvnfiho roku véku ditéte je cenné pro dimgnostiku cystické fibrosy slinivky
bri¥ni. Stanoveni aktivity isoenzymd amylézy mdZe napomoci ivpfi vy$etreni
nemocnych s rakovinou slinivky brisni. Zpisob podle vyndlezu se uplatni také
pri stanoveni rychlosti, jakou je krev od jednotlivyich isoenzymd oiZtovéna,
coi Je diagnosticky opét velmi cenny ukazatel,

Zpldsob podle vynélezu je v dal&im bliée popsén na prikladu provedeni.

Priklad

Byla pouZita kolona diethylaminoethylcelulosy a fris-(hydroxymethyl)-
-aminomethanovy pufr. Kolona se ekvilibfuje pufrem. Na sloupec se nanese
0,1 ml smesi- 1soenzymu (krevni sérum, mo&),., Sloupec se promyje pufrem do ko-
ne¥ného objemu eludtu 4,2 ml. V eludtu se stanovi aktivita amylédzy, teda
P-isoenzymu amylézy tek, %e se k eludtu prid4 tableta substrdtu, protrepe,
inxubuje 15 win. pri 37 °c, reakce se ukon¥i, v supernatantu se fotometricky
stanovi mno%stvi uvolnéného barviva a z kalibra¥ni Ikfivky se odedte odpovida-
jlet aktivita enzymu. Stejné se provede stanovenf celkové aktivity amylézy
v pbvodn{ smesi isoenzymd v séru nebo v modi po naredén{ 0,1 ml vzorku sme-
ai isoenzymd pufrem do objemu 4,2 ml. Z rozdilu celkové aktivity a kativity
pankreatického isoenzymu se propolte aktivita slinného isoenzymu, ktery se
za uvedenfch podminek zcela vézal na kolon&. Pokud je %4douc vyjédreni akti-
vity amyléz za konven¥nich podminek, kdy se enzym red{ vodou a nikoli zmine-
nym pufrem, poutije se zji¥téné relativni zastoupeni obou isoenzymd na celko-
vé aktivite k propo¥ten{ aktivit z hodnoty celkové aktivity, stanovené za
standardnich podminek, - '

Podle prikladu bylo na kolonu naneseno 0,1 ml Krevniho séra nemocného
s prfudnicemi. V eludtu byla stanovena aktivita P-isoenzymu 160 U/1, celkové
aktivita phi redéni séra pufrem byla 880 U/1. Aktivita slinného isoenzymu
tedy &inila 880 - 160 =.720 U/1l. Celkové ektivita amylézy v séru stanovena
konvenénim zpdsobem &inila 760 U/1, Pomérné zastoupeni pankreatického isoen~
zymu bylo 18,2 % z celkové aktivity, aktivita pankieatického isoenzymu vypo-
&{tand ze standardné stanovené amylézové akt1v1ty ¢inila 138 U/l, akthlta ‘
sllnného isoenzymu 622 U/1. ~
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Phedmét vynélezu‘

Zplsob oddelovént isoenzymd alfa~amy1ézv vyznaéeny tim, te se smes
1soenzvmﬁ -panese .na. d:ethylamlnoethylcelulozu, 2z ni% se P-isoenzym Jednoré-
zove eluuge -do jediného -objemu pufru, kterym Je dlethylamlnoethylceluloza
ekvilibrovéna, nate? .se stanovi ektivita P-lsoenzymu v eluétu, s vyhodou
fotometritky, prléemé aktivita S-isoenzymu, ktery . z&stal vézén na dlethyl—
emlnoethyloeluloza, tyvori zbyvajici podil 2 celkové akt1v1ty.

Vytla%ili Nitrianske tlaéiarhe,'nérodnyfpodnik,Nitré * Cena K¥s 2,40
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