Laborator 10 Medicina
Diagnostic enzimatic IV: hidrolaze cu valoare
diagnostica.

Determinarea activitatii amilazei. Izoenzime.
Determinarea activitatii fosfatazelor.



HIDROLAZE

» Hidrolazele sunt enzime ce catalizeaza scindarea diferitelor
substraturi cu fixarea componentelor apei la nivelul punctului
de scindare hidrolitica conform ecuatiei:

R-R"+HOH—>R-OH+R"-H
» Sunt mai multe subclase, in functie de natura substratului

transformat: esteraze, glicozidaze, peptidaze, fosfataze, tiolaze, = 4
fosfolipaze, lipaze, ribonucleaze etc.



Determinarea activitatii fosfatazelor alcaline si acide

Fosfatazele sunt monoesteraze care scindeaza
hidrolitic esterii fosforici.

Se deosebesc fosfataze specifice si nespecifice.

Fosfatazele specifice hidrolizeaza anumiti esteri
fosforici (ex: ATP-aza), iar cele nespecifice
hidrolizeaza esteri fosforici variati, naturali sau de
sinteza.

Fosfatazele difera si in functie de pH-ul de actiune.
Fosfatazele alcaline actioneaza la pH = 8,5- 10 si
sunt reprezentate Tn osteoblaste (fosfataza alcalina
osoasa), ficat, intestin, rinichi, placenta.



» Cele mai importante izoenzime sunt cea 0soasa si hepatica.

» Fosfatazele acide actioneaza la pH =4,5-5.
» Sunt continute in cantitati mari in prostata si, mult mai mici, in eritrocite, ficat, oase.

» Fosfataza acida prostatica este cea mai importanta. Este inhibata in mod selectiv de L-t
0 enzima cu valoare diagnostica in carcinomul de prostata.




Metoda cu p-nitrofenilfosfat pentru determinarea activitatii
fosfatazei alcaline

» Principiu: Fosfataza alcalina serica hidrolizeaza p-nitrofenilfosfatul la acid fosforic si p-nif‘r_of

» Tn mediu alcalin, p-nitrofenolul este intens colorat in galben si are maxim de absorbtie la B
nm. Activitatea enzimei este proportionala cu intensitatea culorii p-nitrofenolului.

» Poate fi folosita atat ca metoda cu timp fix de incubare cat si ca metoda cinetica.

PA
O,N POH, + HO —>ON

2



Reactivi:

» 1.R1-Tampon: 2-amino-3-metil-1-propanol 0,35 mol/l, sulfat de magn
mmol/|, sulfat de zinc 1mmol/l, HEDTA 2 mmol/I.

» 2.R2 —substrat: p-nitrofenilfosfat 16 mmol/I.

Mod de lucru: [Reactivi Probi
Ser 0,04
Reactiv de lucru 2
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» Se agita epubetele si se introduc in baia de apa. Dupa 1 minut se citeste absorb;iig--f-A" (
la 405 nm. Se g

» reintroduc eprubetele in baie si se mai mentin inca trei minute, citindu-se din
minut A2P. |



Calcul:

» [U/I] = F x AA/min, unde F este 2757

» Valori normale:

» femei 42 —-98 U/l barbati 53 —128 U/l la 370C

» Valori crescute se mreglstreaza in: icter mecanic, hepatlta colestatlca CIrOZ
hepatlce metastaze osoase.
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Metoda cinetica de determinare a activitatii fosfatazei acide

Principiu: Fosfataza acida

a-naftilfostat + H,O » o-naftol + acid fosforic

a-naftol + Fast Red TR »  (Colorant azoic
Reactivi:

1. R1 — Tampon citrat pH 5, 150mmol/
2. R2 — substrat: a-naftilfosfat 10 mmol/l, Fast Red TR 6 mmol/I.

3. R3 —tartrat de sodiu 2 mmol/I.

Reactivul de lucru se prepara prin dizolvarea unei tablete intr-o epr
ce contine 2 ml tampon A
R1. Reactivul de lucru este stabil 2 zile la 2 — 6 «C sau 6 ore la 15



Mod de lucru:

Reactivi Totala Neprostatica

Reactiv de lucru 2 2

R3 - 0,02

Ser 0,2 0,2

Se agita eprubetele si se introduc in baia de apa la 37.C. Dupa 5 minute se citeste Au.
Se reintroduce eprubeta in baia de apa si se mentine inca trei minute, citindu-se Ia
interval de 1 minut A..

Calcul:

[U/I] = AA/min x 750

Valori normale: barbati <5,4U/l; femei < 4,2U/I;

fosfataza acida prostatica (ACP) <1,7U/I;

ACP = fosfataza acida totala — fosfataza acida non prostatica
Este o enzima cu valoare diagnostica in carcinomul de prostata



Determinarea activitatii amilazei

Amilazele sunt glicozidaze care
catalizeaza scindarea legaturilor a-1,4-
glicozidice din amidon formand
dextrine (amilodextrine, eritrodextrine,
acrodextrine) pana la maltoza.




» Exista mai multe tipuri de amilaze, in functie de pozitia legat
glicozidice hidrolizate:

» - endoamilaze (alfa - amilaza)
» - exoamilaze (beta- amilaza)

» alfa- amilaza se gaseste pancreasul animalelor superioare, sallva i
cantitate mai mica in ser, urina, ficat, muschi. |

» Trecerea enzimei din pancreas si glandele salivare in umori face
posibila determinarea activitatii amilazei in serul sanguin. ‘



Pentru determinarea activitatii amilazei se folosesc diferite
metode:

a) metode colorimetrice cu amidon ca substrat (Richterich) sau cu
substraturi sintetice;

b) metode spectrofotometrice bazate pe variatia absorbtiei la
340 nm prin cuplarea reactiei catalizate de amilaza cu reactii in
care intervin enzime NAD — dependente.

Unele dintre acestea sunt metode cu timp fix de mcubare
(Richterich), altele fiind metode cinetice.



Metoda Richterich

» Principiu: Se determina cantitatea de amidon ramasa nehidrolizata de er
prin adaugarea de iod cu care formeaza un compus iod-amidon de culoar:
albastra, a carui intensitate este proportionala cu concentratia amidonulu
invers proportionala cu activitatea enzimatica.

» Reactivi:

1. Solutie de amidon 6,2 mM (substrat): 0,25 g amidon solubil in 250 ml solutle
tampon; |

2. Tampon TRIS-HCI pH 7,5;

3. Solutie iod-iodura de potasiu ce se dilueaza la intrebuintare 1:200;

b

4. Substrat tampon 3,1 mM: se amesteca volume egale de substrat si tam-p"b |
5. HCI O,5N.



Mod de lucru:

Reactivi Proba | Proba | Martor

Solutie tampon- 1 1 1

substrat

Solutie HC1 0,5N - - 0,5
5" 1a 37°C

Plasma 0,02 0,02 0,02

Se mtroduc la termostat la 37°C timp de 30 minute

Solutie HC1 0,5 N 0,5 0,5 -

Solutie 10d 1:200 10,00 | 10,00 10,00

Se citesc extinctiile probelor si martorului la., Lambda= 580 nm.

Calcul:

U/l (1a 37°C) = ((Ent - Ep)/En ) x 3,1x(1000/0,2) x1/30 = ((Enm - Ep)/EM x 5166,6

Valori normale: Amilazemie 230-2700 U.R
Amilazurie pana la 5500 U.R



Determinarea activitatii amilazei prin metode cu substraturi sintetice

Principiu:

» Amilaza catalizeazi hidroliza 4-nitrofenil maltoheptaozid etilidenului (un sub
sintetic) la oligozaharide mici care sunt hidrolizate de alfa-glucozidaza elibers
nitrofenolul.

Activitatea se determina prin rata formarii 4-nitrofenolului masurata la 405 nm.
» Reactivi:

1. Reactiv 1: Tampon HEPES 125 mmol/I, clorura de sodiu 62 mmol/l, MgCI2 mmol
2. Reactiv 2: 4-nitrofenilmaltoheptaozid etiliden > 15 mmol/I 9

Se amesteca patru parti reactiv 1 cu o parte reactiv 2.
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Mod de lucru:

Se aduc reactivii la temperatura de lucru: 370C

Reactivi Proba ser Proba urina
Reactiv 2 3
Ser (urind) 0,04 0,04

Calcul: U/l = F x AA/min
La 370C, F este 10440 pentru determinarea activitatii in ser si 20675 pentru urina.
Valorile normale pentru aceasta metoda sunt: <220 U/l in ser <1170 U/l in urina. l,l

Metoda este liniara pana la AA/min de 0,3. Interferente dau citratul, EDTA, de aceea plasmarf‘yff--f‘" "

trebuie obtinuta prin recoltarea pe heparina..



» Recent s-au introdus metode spectrofotometrice bazate pe urmatoa
succesiune de reactii: |

Amilaza
Maltopentoza » Maltotrioza + Maltoza

a-glucozidaza

Maltotrioza + Maltoza » 5 glucoza
hexokinaza
5 glucoza+5 ATP i 5 glucozo-6-fostat + 5 ADP
G-6-P DH
5 glucozo-6-fosfat + 5 NAD™ » 5 6—fosfoglucolactonda +5 NADH, H”

» Se masoara intensificarea absorbtiei la 340 nm in timp.



Semnificatia diagnostica a hidrolazelor

» Afectiuni biliare

Activitatea fosfatazei alcaline prezinta cresteri semnificative in cazul obstructiei
cailor biliare extrahepatice (calculi biliari), in colestaza intrahepatica (determ'ivnat
de medicamente) si in ciroza biliara. !

Activitatea transaminazelor este normala in cazul disfunctiilor biliare




» Afectiuni pancreatice

Pancreatita acuta apare cand enzimele proteolitice si lipolitice
pancreatice devin active si initiaza digestia tesutului pancreatic si
vaselor de sange.

Severitatea leziunii variaza de la edem pancreatic cu risc de
mortalitate intre 5% si 10%, pana la necroza hemoragica cu risc mtre
50% si 80%.

Este asociata cu alcoolismul si afectiunile biliare, desi aprOX|mat|v ZOV/
din cazuri sunt de etiologie necunoscuta. -
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» Pentru diagnosticul de laborator al pancreatitei acute se deter
activitatea amilazei in ser si urina, precum si in lichidele pleural
peritoneal, precum si activitatea lipazei serice. |

Activitatea amilazei serice cregte la 2 ore dupa atac, atinge maximul
ore si revine la valorile normale in 3-5 zile

Normal
Pancreas

Pancreatitis




Activitatea enzimei urinare creste semnificativ si ramane cresc
la 7-10 zile.

Deoarece o disfunctie renala poate modifica raportul intre
concentratiile serica si urinara, s-a introdus ca element de diferenti
raportul Cam / Ccr.

Normal: Clearance amilazi / Clearance creatinind % = 2-5%. In ,\
pancreatita acuta: 7-15%

Activitatea lipazei se modifica in paralel cu cea a amilazei, atmgand
maximul mai tarziu si ramanand crescuta mai mult timp.



» Afectiuni osoase

Afectiunile osoase sunt insotite de cresteri semnificative ale activitatii fosf
alcaline.

Trebuie sa se tina cont de faptul ca in perioada cresterii activitatea enzimei €
crescuta (maxim intre 11-12 ani la fete si 13-14 ani la baieti). |

n cazul unor afectiuni osoase insotite de resorbtia osoasa si in metastazele osc




» Neoplasme

Cateva dintre enzimele si izoenzimele de interes clinic au valoare diagnostica in
diferite stari maligne.

i

Un astfel de diagnostic n u se poate pune numai pe seama determinarilor dg enzi

Fosfataza acida creste in carcinomul de prostata metastazat, scazand in cazul“un
terapii eficiente.

Creste si in cazul metastazelor osoase.

Fosfataza alcalina creste in carcinomul hepatic, pancreatic si al cailor biliare.

Prostata



