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ABSTRACT
Amylase isoenzymes: clinical and laboratory

o-Amilase catalyses the hydrolysis of starch, glycogen, and related poly- and oligosaccharides. The end products formed
are dextrins, maltose, and some glucose. In man, the enzyme is secreted by the salivary and pancreatic glands into the
digestive tract, but small amounts are also present in blood and urine. The concentrations in biological fluids significantly
increase during organ diseases, such as acute pancreatitis or salivary gland inflammation. The determination of amylase
may therefore have clinical value, even if it is well known the lack of specificity of this assay for the diagnosis of acute
pancreatitis. Consequently, the differential measurement of the amylase isoenzymes represents in many cases a clinical
need. This review considers the state of the art of these determinations and their clinical utility, focusing mainly on
pancreatic molecular form.

RIASSUNTO

L'a-amilasi & un enzima che idrolizza i legami interni 1,4 glicosidici dell'amido e del glicogeno dando origine a poli- e
oligosaccaridi e successivamente, procedendo nell'idrolisi, a prodotti finali quali destrine, maltosio e una piccola quantita’
di glucosio. Nell'uomo, I'enzima & prodotto e immagazzinato nelle ghiandole salivari e nel pancreas, viene principalmente
secreto nel tratto digestivo, ma passa in quantita limitata anche nel sangue ed € escreto nelle urine. Normalmente le
concentrazioni enzimatiche nel siero e nelle urine sono basse e relativamente costanti, aumentando notevolmente
durante alcune malattie quali la pancreatite acuta o processi infiammatori a carico delle ghiandole salivari. Sebbene
quindi la determinazione dell'amilasi risulti di indubbio interesse clinico, in quanto I'enzima aumenta in corso di patologia
pancreatica acuta, esso & un test poco specifico perché valori aumentati di tale enzima si riscontrano anche in caso di
patologie extrapancreatiche (parotite, patologie gastrointestinali, danno renale, ecc.). E' quindi spesso necessario
procedere ad un approfondimento diagnostico con indagini riguardanti la valutazione delle singole componenti
isoenzimatiche. Questa rassegna analizza lo stato del’arte di tali determinazioni e della loro utilita’ clinica (con particolare
riguardo alla forma pancreatica), dopo aver considerato gli aspetti biochimici e fisiologici.

INTRODUZIONE processi infiammatori a carico delle ghiandole salivari.

Sebbene quindi la determinazione dellAMY risulti di in-
EC dubbio interesse clinico in quanto I'enzima aumenta sia
nel siero che nelle urine in corso di patologia pancreatica
acuta, esso & un esame poco specifico perché valori
aumentati di tale enzima si riscontrano anche in caso di
patologie extrapancreatiche (parotite, patologie gastroin-
testinali, danno renale, ecc.). Per questo motivo, & spesso
necessario procedere ad un approfondimento diagnostico
con indagini riguardanti la valutazione delle singole com-
ponenti isoenzimatiche.

L'o-amilasi  (1,4-0-D-glucan glucanoidrolasi;
3.2.1.1; AMY) & un enzima che idrolizza i legami interni
«-1,4 glicosidici dell'amido e del glicogeno dando origine
a poli- e oligosaccaridi e successivamente, procedendo
nell'idrolisi, a prodotti finali quali destrine, maltosio e una
piccola quantita’ di glucosio.

Nell'uomo, I'enzima & prodotto e immagazzinato nelle
ghiandole salivari e nel pancreas, viene principalmente
secreto nel tratto digestivo, ma passa in quantita limitata
anche nel sangue ed & escreto nelle urine. Normalmente
le concentrazioni enzimatiche nel siero e nelle urine sono  QRIGINE E STRUTTURA
basse e relativamente costanti, aumentando notevolmen-
te durante alcune malattie quali la pancreatite acuta o La possibile esistenza di isoenzimi dellAMY umana &
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stata per la prima volta riportata da McGeachin e Lewis
nel 1959. Due principali isoenzimi sono sintetizzati da due
distinti geni strutturali denominati AMY-1 e AMY-2, stret-
tamente correlati sul cromosoma 1 (1). Essi danno origine
a due prodotti genetici primari, comunemente contrasse-
gnati come S e P, dalle iniziali dei principali organi produt-
tori, ghiandole salivari e pancreas. E’ stata dimostrata
un'identita di circa il 93% della sequenza aminoacidica dei
due isoenzimi, mentre maggiori differenze strutturali risie-
dono nella presenza (S-AMY) o assenza (P-AMY) di car-
boidrati nelle molecole isoenzimatiche (2,3). Per il locus
AMY-2, che codifica per lisoenzima P-AMY, & noto un
polimorfismo genetico che da origine ad ura variante
isoenzimatica, facilmente evidenziabile con metodologie
separative, presente in circa il 6% della popolazione.
Inoltre, & stata riportata la possibile esistenza di una
variante allelica di AMY-2, definita "silente", in quanto
incapace di produrre lisoenzima P-AMY (4). Anche del
locus AMY-1 sono state segnalate varianti alleliche ma
con frequenza molto pili rara (<1% della popolazione).
Ciascuno dei due isoenzimi subisce una serie di mo-
dificazioni post-traduzionali che danno origine a varie iso-
forme. L'isoenzima S-AMY maturo & una glicoproteina
formata da una singola catena polipeptidica, con un peso
molecolare di circa 62.000 daltons. La presenza di carboi-
drati sulla molecola fa si che I'enzima venga riconosciuto
dai recettori per carboidrati presenti nel fegato, spiegan-
done la eliminazione piu rapida dalla circolazione rispetto
alle forme non-glicosilate P. Post-sinteticamente, S-AMY
& sottoposta a modificazioni, quali deglicosilazione e dea-
midazione, che danno origine a fino a quattro isoforme,
evidenziabili con procedure separative. Si pud quindi
schematicamente pensare a due gruppi diisoforme S, uno
contenente carboidrati e uno no; all'interno di ciascun

SINTESI

gruppo, le varie isoforme differiscono per la successiva
perdita di gruppi ammidici da residui di asparagina e
glutammina, principalmente dovuta a cause nonenzimati-
che ma anche all’azione di enzimi proteolitici ad attivita
deamidasica (Fig. 1) (5,6).

L'isoenzima P-AMY (peso molecolare 54.000 daltons)
non contiene carboidrati, per cui I'unica modificazione in
cui & coinvolto é la deamidazione con formazione di alme-
no un'isoforma a migrazione elettroforetica pill anodica.
Per lisoenzima P-AMY la deamidazione sembra essere
principalmente dovuta ad enzimi proteolitici presenti nella
secrezione pancreatica. Un'esasperazione di tali processi
di deamidazione si ha in clinica nel caso di formazione di
pseudocisti pancreatiche, raccolte di tessuto, detriti cellu-
lari, secrezione pancreatica e liquido ematico, che rappre-
sentano una non rara complicanza della pancreatite acuta
o di traumi pancreatici. In tali raccolte, la P-AMY prove-
niente dalle secrezioni pancreatiche rimane a contatto per
un periodo di tempo prolungato con gli enzimi deaminanti
presenti nelle secrezioni stesse, dando origine ad isofor-
me deaminate in quantitd e numero superiori al normale,
le quali possono essere rilevate anche nel siero dei pa-
zienti stessi. Come sara detto pit avanti, tali fenomeni di
deamidazione degli isoenzimi dellAMY possono aver luc-
go in particolari condizioni anche "in vitro", col risultato, se
il campione non viene conservato in maniera idonea, di
possibili significative alterazioni del quadro isoenzimatico.

NOMENCLATURA

Seguendo le raccomandazioni degli organismiinterna-
zionali, i due isoenzimi AMY dovrebbero essere indicati
come AMY1 (S-AMY) e AMY2 (P-AMY), distinguendo le

MODIFICAZIONI POST-TRADUZIONALI
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Origine dell'isoenzima S-AMY e delle sue isoforme. CHO' indica deglicosilazione; NHsz indica deamidazione
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varie isoforme, quando considerate separatamente, con
lettere minuscole sottoscritte (AMY1a, AMY1p, AMY,
AMY14 € AMY ¢, per le cinque isoforme S, dove AMY 1, &
lisoenzima AMY1; AMY2. e AMY2, per le due principal
isoforme P, dove AMY2, & llisoenzima AMY2). La princi-
pale variante dell'isoenzima P-AMY dovrebbe essere
identificata come AMY2-B dalla sigla del corrispondente
fenotipo B, anche se nella maggior parte della letteratura
viene contrassegnata con la sigla P1. Nel presente testo,
verranno tuttavia usate le sigle S-AMY e P-AMY per
identificare gli isoenzimi, al fine di non creare troppa
confusione rispetto a quanto riportato in letteratura dove
l'uso delle sigle precedenti & invalso da circa 20 anni. Per
ulteriore chiarezza, necessita ricordare che spesso in
passato le isoforme AMY sono state numerate sequenzial-
mente partendo non dalla forma a migrazione elettrofore-
tica pit anodica ma da quella a migrazione piu catodica.
Secondo questo schema numerico I'isoenzima S-AMY era
contrassegnato come S1 e quello P-AMY come P2 (es-
sendo P1 la variante piu sopra ricordata), mentre le isofor-
me derivate acquisivano numeri sequenziali (es. S2, S3,
P3, ecc.).

Si deve anche rammentare che secondo le raccomanda-
zioni IFCC per la espressione dei risultati, le abbreviazioni
S-AMY e P-AMY indicherebbero rispettivamente "amilasi
del siero" e "amilasi del plasma". Queste modalita di
espressione non sono tuttavia frequentemente utilizzate
in ltalia

LOCALIZZAZIONE TISSUTALE

Nell'organismo umano, 'AMY & presente in numerosi
organi e tessuti (7). L'organo con pil elevato contenuto di
enzima sono le ghiandole salivari che contengono da due
a cinque volte pil enzima del pancreas. In quest'ultimo é
presente esclusivamente l'isoenzima P-AMY, sintetizzato
dalle cellule acinose e quindi secreto nel lume intestinale
attraverso il sistema duttale pancreatico. Concentrazioni
50-100 volte inferiori di tale isoenzima sono state dimo-
strate nell'ileo, nel digiuno, nel duodeno, nel colon e,
recentemente, anche nei dotti biliari intraepatici. LAMY
prodotta dalle ghiandole salivari € invece l'isoenzima S-
AMY, che & riscontrabile in concentrazioni circa 1000 volte
inferiori anche nelle tube di Fallopio, nella tiroide, nelle

Tabella 1
Frequenza dei diversi quadri isoamilasici nel siero di soggetti sani

ghiandole lacrimali e in quelle mammarie durante la latta-
zione. Altri organi che possiedono attivita amilasica (pol-
mone, stomaco, ovaio) contengono probabilmente en-
trambi gli isoenzimi S e P. E’' evidente quindi che la
specificita della localizzazione tissutale di entrambi gli
isoenzimi non é assoluta. Cid ha naturalmente importanti
conseguenze diagnostiche. Sebbene, ad esempio, la P-
AMY sia presente in maggiori concentrazioni nel pancre-
as, origini tissutali alternative, prima fra tutte l'intestino
tenue, possono giocare un ruolo rilevante nel causare
significativi aumenti di tale isoenzima nel sangue nel corso
di particolari situazioni cliniche che coinvolgono tali organi

(8).

FISIOLOGIA

Siero e urina contengono normalmente entrambi i
gruppi di isoforme derivati dagli isoenzimi S e P, con una
netta prevalenza degli isoenzimi veri (AMY 1o € AMY2y)
rispetto alle forme derivate (Tabella 1). Nel siero di sog-
getti normali, P-AMY rappresenta mediamente circa il
40-50% dell'attivita totale, mentre S-AMY corrisponde al
restante 50-60% (9). In circa il 25-30% degli individui sono
inoltre presenti altre isoforme derivate prevalentemente
dall'isoenzima S-AMY. Non si riscontrano diversita legate
al sesso, sia per quanto riguarda la concentrazione che la
distribuzione isoenzimatica, come del resto non esistono
neppure per 'AMY totale (10).

L'isoenzima S & presente nel siero gia nella vita fetale;
alla nascita si hanno valori pari a circa il 30% dell'adulto
che si mantengono tali fino al quarto mese e raggiungono
i valori dell’adulto verso i due anni (11). Al contrario la
frazione P & praticamente assente alla nascita e si eviden-
zia solo dopo il terzo mese di vita, raggiungendo i valori
delladulto verso i cinque anni (11). Cio riflette prob-
abilmente lo sviluppo postnatale della funzione esocrina
del pancreas.

Poco si conosce del normale meccanismo di rilascio
dellAMY nel sangue. L'aumento dell'attivita enzimatica
nel siero in corso di pancreatite acuta risulta prob-
abilmente dalla fuoriuscita dell’enzima nel tessuto intersti-
ziale della ghiandola e dal suo successivo passaggio nel
sangue attraverso i vasi del sistema linfatico, anche se un
passaggio diretto dell'enzima nei vasi sanguigni che dre-
nano il pancreas & probabilmente verosimile nella fase

Quadro isoenzimatico No. soggetti Maschi Femmine
234 g5 139
AMYa2p, AMY 1o 175 (74.8%) 68 (71.6%) 107 (77.0%)
AMY2b, AMY 16, AMY 14 40 (17.1%) 18 (18.9%) 22 (15.8%)
AMY2-B*, AMY2p, AMY1e 11 (4.7%) 5 (5.3%) 6 (4.3%)
AMY2-B, AMY 25, AMY 10, AMY14 5 (2.1%) 2 (2.1%) 3(2.1%)
AMYazb, AMY 10, AMY 14, AMY 1 2 (0.9%) 1(1.1%) 1(0.7%)

"AMY2-B & la principale variante genetica del locus AMY-2, spesso contrassegnata come P1
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iniziale della malattia (12). L'eliminazione dal circolo ema-
tico dell'enzima & molto rapida; durante un rilascio acuto,
la sua emivita infatti non supera in media le 15 ore. Questo
dato assume rilevanza dal punto di vista clinico; infatti tale
breve emivita consente di utilizzare il dosaggio della P-
AMY oltre che nella fase diagnostica anche nel monitorag-
gio dell'evoluzione della pancreatite acuta, in quanto una
persistenza di valori elevati di tale isoenzima nel plasma
¢ indice probabile della mancata risoluzione del danno
pancreatico, e quindi di un persistente rilascio enzimatico,
piu che di una rallentata eliminazione. Viceversa, in caso
di pancreatite acuta non complicata, usualmente di tipo
edematoso, una rapida caduta dell'attivita enzimatica nel
siero puod essere aspettata.

Relativamente al catabolismo, solo circa il 25-30%
del’AMY circolante nel sangue & escreta con le urine,
mentre la maggior parte sarebbe eliminata dal sistema
reticolo-endoteliale, principalmente a livello epatico. In
particolare, le strutture carboidratiche presenti sull'isoen-
zima S-AMY ne permetterebbero il riconoscimento e la
rapida eliminazione da parte di specifici recettori epatici.
A livello renale, 'AMY é rapidamente filtrata dai glomeruli
e probabilmente parzialmente riassorbita dai tubuli (13).
Dei due tipi di isoenzimi, la P-AMY ha una clearance
renale quattro volte maggiore rispetto alla S-AMY (14). La
ragione di questa diversita non & del tutto nota. Prob-
abilmente differenze nella carica elettrica e nella lipofilita
molecolare tra i due isoenzimi possono in parte spiegarla
(14). Di fatto, in corso di patologia renale in cui si abbia
perdita della proprieta di selettivita elettrica della membra-
na basale glomerulare, tale differenza nell'escrezione uri-
naria dei due isoenzimi si attenua notevolmente.

Relativamente alla variabilita biologica degli isoenzimi
dellAMY, sono noti i dati relativi alla P-AMY che & poi
lisoenzima pit importante dal punto di vista clinico. Per
quanto riguarda la variabilita biologica intraindividuale,
che esprime la fluttuazione della concentrazione di un
determinato analita intorno al punto omeostatico proprio
di un singolo individuo, sono stati riportati valori compresi
tra il 9% e il 14%, con media di 11.7% (15-17). Per la
variabilita biologica interindividuale sono stati ottenuti va-
lori intarno al 30%. La prevalenza della variabilita interin-
dividuale sulla intraindividuale indica anche la scarsa uti-
litd di considerare l'intervallo di riferimento della P-AMY
nel senso tradizionale per la valutazione clinica del para-
metro, proprio a causa della elevata diversita tra gli indivi-
dui.

METODI ANALITICI

Dal momento della scoperta dell’eterogeneita dell’A-
MY, sono stati messi a punto vari metodi per la determi-
nazione delle sue forme molecolari. Si possono distingue-
re metodi separativi, non separativi ed immunologici.

a) Metodi Separativi

La tecnica elettroforetica é stata una delle tecniche piu
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largamente usate per la separazione degli isoenzimi del-
'AMY, sebbene tale separazione risulti complessivamen-
te piu difficoltosa di quella di altri isoenzimi, quali per
esempio quelli della creatinchinasi o della lattato deidro-
genasi (18). | supporti maggiormente usati sono 'agaro-
sio, la poliacrilammide e 'acetato di cellulosa. Quest'ulti-
mo ¢é forse il pill utilizzato perché abbina una buona
risoluzione alla relativa velocita di separazione ed alla
facilita d’'uso (19). Quale che sia il tipo di supporto utilizza-
to, la colorazione delle bande viene effettuata sfruttando
una sospensione di colorante legata all'amido come sub-
strato.

I due gruppi di isoenzimi S e P riscontrabili nel siero
umano migrano elettroforeticamente nelle stesse zone
dove migrano rispettivamente le isoamilasi della saliva e
quelle del secreto pancreatico e questo consente una
sicura identificazione delle isoamilasi nel siero umano.
Tuttavia, sebbene la determinazione elettroforetica forni-
sca risoluzioni ottimali delle varie forme isoamilasiche,
questa procedura & senza dubbio di difficile applicazione
a situazioni di emergenza quando debba essere presa una
rapida decisione clinica.

Anche l'isoelettrofocalizzazione, come I'elettroforesi,
si basa sulla diversa migrazione di molecole proteiche
caricate elettricamente, ma in questo caso la migrazione
si svolge in gradiente continuo di pH ottenuto con I'impiego
di particolari sostanze dette anfoline. Ad un pH caratteri-
stico per ogni singola proteina, corrispondente al suo
punto isoelettrico, la carica netta diventa zero, la migrazio-
ne si interrompe e la proteina rimane focalizzata in quel
punto. Anche per eseguire l'isoelettrofocalizzazione si
possono usare vari supporti quali agarosio, acetato di
cellulosa e poliacrilammide, che possono essere preparati
0 acquistati gia pronti con le anfoline inglobate. Questo
metodo ha un tempo di esecuzione abbastanza lungo e
richiede una buona manualita e apparecchiatura adatta
comprendente un alimentatore ad alto voltaggio ed un
sistema di raffreddamento della vasca elettroforetica. Con
questa tecnica si ottengono risoluzioni molto elevate, an-
che se i risultati ottenuti dai vari autori non sono perfetta-
mente concordanti in quanto la tecnica é piuttosto delicata
e pud essere influenzata da molti fattori (Tabella 2).

La tecnica cromatografica & stata impiegata in fase
relativamente pionieristica per I'isolamento, I'individuazio-
ne e la caratterizzazione delle proprieta fisico-chimiche
delle frazioni isoenzimatiche. Con questa tecnica si indivi-
duano sostanzialmente due frazioni riconducibili agli iso-
enzimi S e P.

b) Metodi Non Separativi

Nel 1977, O’Donnell et al. (25) descrissero un metodo
di inibizione selettiva per determinare gli isoenzimi della
AMY che si basava sull'uso di un inibitore della frazione
S, ricavato dal grano ( Triticum aestivum). Con una doppia
determinazione della attivita amilasica, in assenza ed in
presenza dell'inibitore, si determinava l'attivita amilasica’
totale e quella pancreatica. Studi successivi hanno tuttavia
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Tabella 2
Punti isoelettrici delle principali isoforme dell'amilasi, secondo differenti autori
Autore AMY2-B AMYop AMY2a AMY 1e AMY 14 AMY ¢ AMY 11
Takeuchi et al, (20) & 7.02 6.51 6.45 5.98 - :
Levitt et al. (21) - 7.00 6.42 6.48 6.03 5.86 -
Warshaw & Lee (22) - 7.27 6.73 6.73 6.13 5.67 5.23
Royse & Jensen (23) - 7.00 6.10 6.30 6.00 5.70 -
Chiarioni et al. (24) 7.30 7.00 6.10 6.30 5.80 - -

dimostrato che l'inibizione della frazione S non era com-
pleta, per cui nel metodo si aveva una significativa sovra-
stima della frazione P.

¢) Metodi Immunochimici

Tentativi preliminari di differenziare le due componenti
isoenzimatiche dellAMY mediante tecniche immunologi-
che fallirono per I'impossibilita di produrre antisieri policlo-
nali che fossero sufficientemente specifici per una delle
due frazioni. Nel 1985, quattro gruppi di ricercatori riporta-
rono contemporaneamente la produzione di anticorpi mo-
noclonali con una specificita virtuale del 100% rispetto ad
uno dei due isoenzimi. Da allora, I'impiego degli anticorpi
monoclonali nelle procedure analitiche ha praticamente
rivoluzionato l'orizzonte relativo allimpiego clinico della
determinazione degli isoenzimi dellAMY. Nuovi metodi
basati sull'uso di questi anticorpi specifici hanno offerto
indubbi vantaggi di precisione, affidabilita, semplicita e
velocita, sebbene nessun metodo immunochimico é finora
riuscito a discriminare singolarmente le varie isoforme
pancreatiche o salivari limitandosi a determinare in manie-
ra selettiva solamente i due gruppi isoenzimatici S e P.

La pietra miliare del progresso analitico nel campo
degliisoenzimi dell AMY pud essere considerata la produ-
zione da parte del gruppo di ricerca tedesco della Boehrin-
ger Mannheim di un anticorpo monoclonale, contrasse-
gnato dalla sigla 88E8, capace non solo di riconoscere ma
anche di inibire specificamente l'isoenzima S-AMY (26).
Cid ha consentito non solo di pensare i metodi immuno-
chimici nelle tradizionali forme di immunoprecipitazione o
di determinazione immunoenzimatica, laddove I'anticorpo
era solo legante l'isoenzima, ma di confezionare un meto-
do di immuncinibizione in fase omogenea che potesse
essere quindi applicabile a qualsivoglia analizzatore auto-
matico di Chimica Clinica. L'ulteriore scoperta di un’azione
sinergica nell'inibizione di S-AMY tra questo anticorpo ed
un altro monoclonale anti-S-AMY (66C7) ha permesso di
ottenere un metodo, commercializzato nel 1987, che, pur
possedendo una specificita praticamente assoluta per
lisoenzima P-AMY, ha le stesse caratteristiche di una
procedura per la determinazione dell'attivita totale dell'en-
zima (27). L'unica vera limitazione di questo metodo &
rappresentata dall'impossibilita di distinguere un’iperami-
lasemia dovuta a presenza di "macroamilasi® da un au-
mento dovuto all'isoenzima P-AMY. Cid & probabilmente
in parte dovuto all'incapacita degli anticorpi impiegati nel

test di riconoscere ed inibire I'isoenzima S-AMY, qualora
esso sia legato nel macrocomplesso e I'epitopo di reazio-
ne sia di conseguenza mascherato o modificato. In questo
caso, solamente un’indagine elettroforetica & in grado di
rilevare direttamente la presenza del macrocomplesso.

Un breve cenno meritano infine recenti dati ottenuti
con metodologie immunochimiche che, mediante il dosag-
gio della concentrazione della massa proteica degli isoen-
zimi invece della loro attivita catalitica, sembrano dimo-
strare una perfetta correlazione tra attivita enzimatica
sierica e massa proteica per entrambe gli isoenzimi del-
FAMY e quindi 'assenza di molecole inattive dell’enzima
nel plasma umano.

STABILITA’ DEGLI ISOENZIMI

L'attivita enzimatica totale nel siero rimane inalterata
conservando il campione in frigorifero a 4°C per parecchie
settimane. Tuttavia, anche se l'attivita amilasica totale
rimane pressoché inalterata, una conservazione troppo
prolungata del campione in frigorifero pud alterare la se-
parazione elettroforetica e i rapporti dei due gruppi di
isoforme a causa di una probabile perdita di gruppi ammi-
dici. Tali alterazioni non si hanno se il campione & conser-
vato a -20°C in congelatore. D'altro canto, problemi di
conservazione del campione non esistono per quei meto-
di, come I'immunochimico, che si limitano a separare i due
isoenzimi S e P e non le loro isoforme.

UTILITA’ CLINICA

a) Pancreatite Acuta

La diagnosi delle affezioni acute del pancreas é noto-
riamente difficile data la relativa inaccessibilita di questo
organo e I'aspecificita dei sintomi associati alla patologia
pancreatica. Il clinico si puo trovare di fronte ad un ampio
spettro di situazioni che vanno dal lieve edema pancreati-
co, sovente asintomatico, caratterizzato da autoremissio-
ne e da decorso monofasico, fino alla pancreatite emorra-
gica necrotizzante in cui la dimensione della zona necro-
tica & in qualche modo correlata con la severita dell’attac-
co e in cui possono essere presenti complicazioni sistemi-
che.

Nel cosiddetto "addome acuto" il clinico deve orientarsi
tra una gamma molto varia di patologie. E’ stato calcolato
che le possibili cause di insorgenza di addome acuto
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ammontano a piu di 200: tra le principali, oltre alla pan-
creatite (causa di addome acuto nel 6% e nel 13% delle
femmine e dei maschi, rispettivamente), coliche biliari e/o
colecistite acuta (40% e 32% nei due sessi), occlusione
intestinale (12% e 18%), appendicite (10% e 28%), diver-
ticolite (8% e 9%) e, nelle donne, anche salpingite e
gravidanza ectopica. Il paziente lamenta un dolore epiga-
strico incessante e talvolta anoressia, nausea e vomito.
Arrivare tempestivamente alla diagnosi & di importanza
critica, poiché alcune patologie sono correggibili chirurgi-
camente, mentre altre, tra cui la pancreatite acuta, posso-
no comportare un rischio chirurgico anche grave.

Nel caso della pancreatite acuta, la diagnosi definitiva
& basata sulla dimostrazione a livello istologico di un
quadro infiammatorio all'interno del pancreas. Tuttavia,
spesso I'esame istologico non & ovviamente disponibile e,
quindi, la diagnosi deve forzatamente basarsi su dati di
tipo clinico, supportati da indagini radiografiche e di labo-
ratorio.

Il test di laboratorio piu utilizzato nella diagnosi di
pancreatite acuta é tuttora rappresentato dalla determina-
zione dellAMY totale nel siero. In pratica, I'associazione
di aumentata attivita del’AMY totale nel siero con peculiari
caratteristiche cliniche quali il dolore addominale & dive-
nuta de facto lo standard diagnostico della pancreatite
acuta. Di conseguenza, la diagnosi differenziale della
pancreatite & spesso riconducibile alla diagnosi differen-
ziale dell'iperamilasemia, condizione biochimica la cui in-
terpretazione richiede la conoscenza dell’'origine tissutale
dellAMY sierica e dei fattori che provocano il suo rilascio
dai tessuti e la sua eliminazione dalla circolazione. Un
aumento dellAMY sierica totale pud rappresentare un
riscontro comune in piu di venti condizioni patologiche
oltre alla pancreatite acuta. Circa la meta di queste condi-

Tabella 3

zioni pu0 essere confusa dal punto di vista clinico con una
pancreatite acuta e circa il 30% dei pazienti che presenta-
no dolore addominale ed aumento dellAMY totale nel
siero possono essere affetti da patologie diverse dalla
pancreatite acuta, quali ad esempio la colecistite acuta,
'ostruzione intestinale, l'infarto mesenterico, ecc. (28).
L'aumento della concentrazione sierica del’AMY totale &
quindi da considerarsi poco specifico per la diagnosi di
pancreatite acuta ed & pertanto intuitivo I'interesse diagno-
stico della determinazione dell'isoenzima pancreatico.
Tipico del paziente con pancreatite acuta & 'aumento
dell’attivita dellisoenzima pancreatico nel siero, un dato
che & ottenibile con tutti i metodi analitici conosciuti. Tut-
tavia, solo con la disponibilita dei metodi basati sull'inibi-
zione selettiva, dapprima ottenuta con l'inibitore ricavato
dal grano e successivamente con specifici anticorpi mo-
noclonali, si & potuto realmente stimare il valore di efficien-
za diagnostica della determinazione della P-AMY nella
diagnosi di pancreatite acuta (Tabella 3). In generale, ad
una sensibilita clinica costantemente elevata si associa
una specificita che varia in funzione della popolazione
studiata e quindi della casistica clinica considerata. Risul-
tati falsamente positivi di P-AMY sono stati osservati in
pazienti con insufficienza renale, nei quali I'escrezione
dell’'enzima & fortemente ridotta, ed in soggetti con ma-
croamilasemia, dove il legame dellimmunoglobulina con
I'AMY probabilmente diminuisce o impedisce un’efficiente
inibizione delle forme salivari (34). Bisogna ricordare inol-
tre che il dosaggio degliisoenzimi del’AMY non ¢ in grado
di riconoscere I'eventuale origine intestinale di un’iperami-
lasemia. L'intestino contiene infatti P-AMY, per cui al
verificarsi di soluzioni di continuita della barriera intestinale
(ischemia, perforazione, occlusione, ecc.), 'AMY che pas-
sa in circolo & ovviamente P-AMY. In tali circostanze la

Sensibilita, specificita ed efficienza clinica della determinazione dell'amilasi pancreatica nella diagnosi di pancreatite acuta

Autore Criterio di selezione della Metodo Livello decisionale Sensibilita, Specificita, Efficienza
popolazione (prevalenza di (x LSR") % %o %
pancreatite acuta)

Steinberg et al. (29) Dolore addominale (23%) I1s* 1 92.3 85.1 87.3

2 84.0 96.5 92.9

Tietz et al. (30) Iperamilasemia (38%) IS 1 86.2 82.9 84.2

Molelr-Petersen et al. (31) Dolore addominale (5.8%!) IS 4.7 89.8 99.6 99.1

Ventrucci et al. (32) Dolore addominale (34%) IS 1 97.1 89.4 95.0

1.4 91.2 97.0 92.0

Van Lente & Kazmierczak (33) Dolore addominale (37%) IP 3 89.0 91.0 93.0

Panteghini & Pagani (34) Iperamilasemia (62.8%) Il 5 100.0 50.0 81.4

Van Ingen & Sanders (35) Dolore addominale (47%) 1l 3.1 93.0 97.0 ?

Huguet et al. (36) Dolore addominale (14%) 1l 1 96.0 88.0 %

3 79.0 98.0 ?

5 69.0 99.0 ?
Turcotte et al. (37) Dolore addominale (5.5%) ] 1 85.5 92.5 90.8
Clavé et al. (38) Dolore addominale (18.5%) Il 1 ? ? 90.6

3 ? ? 97.6

Ignjatovic et al. (39) Dolore addominale (45%) Il 3.6 91.5 91.7 91.6

* LSR = limite superiore di riferimento.

** IS = inibizione selettiva con inibitore da germe di grane; IP = immunoprecipitazione; Il = immunoinibizione

biochimica clinica, 2000, vol. 24, n. 5




CONTRIBUTI SCIENTIF

D e e e e e e e T e e e = e S
SCIENTIFIC PAPERS

ICI

determinazione dellisoenzima pancreatico dellAMY non
é probabilmente in grado di chiarire I'origine clinica dell’i-
peramilasemia (Fig. Il). In definitiva, questo test si & dimo-
strato particolarmente utile per la diagnosi delle iperamila-
semie di origine extrapancreatica (il cosidetto quadro "sa-
livare") nelle quali I'isoenzima pancreatico non & aumen-
tato (28). Di conseguenza, I'impiego di questo dosaggio
potrebbe se non altro ridurre la necessita di ulteriori inda-
gini di laboratorio e radiografiche in quei pazienti con
iperamilasemia associata a condizioni quali dolore addo-
minale aspecifico, abuso acuto di alcool e patologie delle
ghiandole salivari, che rappresentano circa il 12% del
totale delle iperamilasemie (28).

Come gia detto, gli isoenzimi dellAMY, una volta rila-
sciati dagli organi che li producono, vanno incontro ad una
serie di modificazioni postsintetiche che danno origine a
forme derivate, alcune delle quali sembra abbiano un’ele-
vata specificita come indicatori di uno stato inflammatorio
del pancreas. In particolare, I'isoforma AMY2a, spesso in
letteratura contrassegnata come P3, & aumentata in un'e-
levata percentuale di pazienti con pancreatite acuta, prob-
abilmente perché essa prende direttamente origine da
processi proteolitici intrapancreatici interessanti I'isoenzi-
ma pancreatico (19, 40). Negli ultimi anni ne & stata
valutata la specificita clinica nella diagnostica delle pato-
logie pancreatiche acute (Tabella 4). La determinazione
dell'attivita dell'isoforma AMY2a nel siero si & dimostrata
indubbiamente utile nel confermare o escludere la pan-
creatite acuta in pazienti con ipermilasemia di origine
dubbia. Tuttavia, I'utilizzo clinico di questo dosaggio &
tuttora limitato da problematiche di tipo metodologico,
rappresentate dall'innegabile indaginosita della procedura

elettroforetica, il solo metodo finora in grado di separare
lisoenzima P-AMY nelle sue varie isoforme.

Nella pancreatite acuta 'AMY totale raggiunge il mas-
simo livello nei primi due giorni dall'insorgenza della sin-
tomatologia dolorosa e poi decresce rapidamente. Se-
guendo per alcuni giorni tali pazienti si nota invece che la
normalizzazione dell'attivita della P-AMY avviene in un
tempo pil lungo che non la normalizzazione del valore
dellAMY totale. Questo comportamento dimostra che, in
seguito a pancreatite acuta, permangono nel siero valori
elevati di P-AMY anche quando non si riscontra pit un
aumento dell'attivita del’AMY totale (34). Nella nostra
casistica clirica, mentre il 70% dei pazienti con pancreatite
acuta non complicata mostra dopo una settimana dall'e-
sordio della malattia valori di AMY totale nella norma,
solamente il 20% degli stessi pazienti mostra allo stesso
tempo un valore normalizzato della P-AMY. Di conse-
guenza, questo prolungato aumento dell'isoenzima pan-
creatico nel siero rende probabilmente ridondante la tradi-
zionale determinazione dell’attivita amilasica totale nelle
urine, eseguita principalmente con lo scopo di ottenere
una maggior sensibilita diagnostica nella fase tardiva della
pancreatite.

Recentemente & stata messa in evidenza la possibile
importanza dellisoforma AMY 2, (0 P3) nel "follow up" della
malattia pancreatica acuta (42). L'eventuale persistenza
di un valore elevato di tale frazione dopo la prima settima-
na di decorso ed alla dimissione del paziente & correlata
con una frequenza significativamente aumentata di com-
plicazioni (formazioni di pseudocisti pancreatiche, ricor-
renza della pancreatite, decesso) (43). In particolare, la
valutazione dell'isoforma AMY2, sembra utile nell'eviden-
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Figura ll

Evoluzione del quadro enzimatico pancreatico sierico (amilasi e lipasi pancreatiche) in un caso di grave infarto intestinale. Si evidenzia
un significativo aumento dell'amilasi pancreatica, attribuibile al rilascio dell'enzima da parte dell'intestino necrotico, associato alla
normalita della concentrazione sierica della lipasi pancreatica, indice di assenza di compromissione pancreatica

biochimica clinica, 2000, vol. 24, n. 5

427



CONTRIBUTI SCIENTIFICI

SCIENTIFIC PAPERS

Tabella 4
Sensibilita, specificita ed efficienza clinica della determinazione dellisoforma AMYza (P3) dellamilasi pancreatica nella diagnosi di
pancreatite acuta
Autore Criterio di selezione della Metodo Sensibilita, Specificita,  Efficienza,
popolazione prevalenza di % % (%)
pancreatite acuta)
Massey (19) Dolore addominale (7.7%) Elettroforesi su acetato 90 98.0 98.0
di cellulosa
Panteghini & Pagani (40) Dolore addominale e Elettroforesi su acetato 100.0 75.0 92.6
iperamilasemia (70.4%) di cellulosa
Lott et al. (41) Dolore addominale (33%) Elettroforesi su 70.7 90.4 83.9
agarosio

ziare pazienti con pancreatite che abbiano sviluppato
formazioni pseudocistiche (44). Quando la sua percentua-
le rispetto all'attivita amilasica totale del siero alla fine della
prima settimana di decorso sia ancora superiore al 15%
esiste un'elevata possibilita che il paziente abbia formato
una pseudocisti (sensibilita pari a 80-90% dei casi) (45).

Nel 25% dei casi di colangio-pancreatografia endosco-
pica retrograda si ha un significativo innalzamento (oltre
3-4 volte il limite superiore di riferimento) delllAMY totale
nel siero, che & totalmente a carico dell'isoenzima P-AMY
(46). In particolare, & il grado di opacificazione del sistema
duttale pancreatico ottenuto durante la procedura che si
correla con la possibile presenza di anormalita della con-
centrazione sierica di P-AMY. E’ evidente quindi anche in
questo caso I'importanza del dosaggio isoenzimatico per
la messa in evidenza di una manifestazione clinica che
probabilmente & solo quantitativamente diversa da una
franca pancreatite acuta, pur mantenendone le stesse
caratteristiche patogenetiche.

Si pud avere un innalzamento del’AMY totale anche a
seguito di interventi chirurgici che non coinvolgono né il
pancreas né gli organi limitrofi. In questi casi spesso la
separazione isoenzimatica mostra un innalzamento della
frazione S. Qualche autore ha ipotizzato, come causa di
questo aumento, I'effetto dell'anestesia e dellintubazione
sulle ghiandole parotidee. In questi casi la separazicne
isoenzimatica serve ad escludere reali complicazioni pan-
creatiche post-operatorie.

Tabella 5

insufficienza pancreatica

b) Pancreatite Cronica

Nella pancreatite cronica, malattia di difficile diagnosi
in cui si ha una distruzione del parenchima pancreatico e
la sua sostituzione con tessuto connettivo sclerotico, si
hanno valori normali di AMY totale mentre la separazione
isoenzimatica pud mostrare una diminuzione della frazio-
ne P, prevalentemente perd quando si sia gia sviluppata
una severa insufficienza pancreatica. Sostanzialmente,
un valore di P-AMY nel siero inferiore al limite inferiore di
riferimento possiede un’elevata specificita per la pancrea-
tite cronica e quindi un elevato valore predittivo positivo,
mancando tuttavia il test di accettabile sensibilita clinica,
specie quando non sia ancora presente una conclamata
insufficienza esocrina dell'organo (Tabella 5).

¢) Tumori

Nel caso di tumori dell’ovaio, e meno comunemente,
del polmone, della prostata, del pancreas e nel mieloma
multiplo sono stati riscontrati aumenti del’ AMY totale, che
risultano a carico dell'isoenzima S-AMY . In particolare, nel
caso di neoplasie sierose dell’ovaio, si presentano aumen-
tate le isoforme salivari deaminate a migrazione elettrofo-
retica pill anodica (AMY 1c, AMY 15, AMY 12).

d) Insufficienza Renale

| pazienti con dolore addominale, iperamilasemia ed

Sensibilita, specificita ed efficienza clinica della determinazione dell'amilasi pancreatica nella diagnosi di pancreatite cronica ed

Autore Metodo Livello decisionale Prevalenza Sensibilita, Specificita, Efficienza,
% % %
Enslev et al. (47) Elettroforesi su LIR* 25/80 (PC)** 48 98 82
agarosio 17/80 (IP) 59 95 87
Lesi et al. (48) Elettroforesi su P-AMY <30% 25/69 (PC) 0 100 -
acetato di cellulosa 12/89 (IP) 83 100 a7
Moller-Petersen et al. (49) Inibizione selettiva LIR 36/105 (PC) 39 94 75
(germe di grano) 24/105 (IP) 58 94 73

*LIR = limite inferiore di riferimento.
“*PC = pancreatite cronica; IP = insufficienza pancreatica
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insufficienza renale rappresentano un particolare proble-
ma diagnostico. L'insufficienza renale, infatti, causa una
diminuita clearance di tutte le proteine sieriche di piccole
dimensioni, inclusa la P-AMY. Di conseguenza, modesti
aumenti (di norma <5 volte il limite superiore di riferimento)
di questo enzima si possono osservare in pazienti con
insufficienza renale anche in assenza di patologie pan-
creatiche (50). Al contrario, aumenti della P-AMY nel siero
superiori a 5 volte il limite superiore di riferimento sono
indice della presenza di una pancreatite acuta anche in
questi soggetti. D'altro canto, la diminuita escrezione re-
nale dell'enzima in corso di insufficienza renale cronica,
aumentando la sua permanenza in circolo, facilita la con-
versione post-traduzionale dell'isoenzima AMY 2, nell'iso-
forma AMY2, (0 P3), che quindi & presente in significative
quantita nel sangue di questi pazienti, anche in assenza
di patologie pancreatiche.

e) Macroamilasemia

Deve essere infine ricordata una condizione di aumen-
tata attivita amilasica nel siero (in media 1,5-8 volte il limite
superiore di riferimento) che non corrisponde tuttavia ad
una reale patologia, ma rappresenta un’anomalia biochi-
mica benigna. Questa situazione e dovuta alla presenza
in circolo di complessi ad elevato peso molecolare ("ma-
croamilasi") costituiti da amilasi salivare o pancreatica
legata ad immunoglobuline (IgG o IgA) attraverso uno
specifico legame antigene-anticorpo. Di conseguenza,
mentre 'AMY normalmente passa attraverso il filtro rena-
le, quando si forma il legame con le immunoglobuline il
peso molecolare del complesso aumenta diventando trop-
po voluminoso per filtrare attraverso il rene. Si ritiene che
una macroamilasemia sia presente in circa I'1% della
popolazione. Individui che per mesi o anni hanno presen-
tato iperamilasemia sono da considerare possibili portatori
di macroamilasi, la quale deve essere correttamente dia-
gnosticata mediante la dimostrazione della sua presenza
nel siero, ottenibile per via elettroforetica. L'elettroforesi
del siero di questi soggetti mostra infatti un’'unica grossa
banda allungata che contrasta con la compattezza delle
bande isoenzimatiche ottenute sottoponendo a migrazio-
ne un siero normale. Quando la separazione elettroforeti-
ca non sia disponibile, I'impiego della metodica di precipi-
tazione del macrocomplesso con una soluzione di polieti-
lenglicole (PEG) 6000, 240 g/L, puo fornire un buon mezzo
per evidenziare la presenza di una "macroamilasi’ (51). In
questo caso, I'attivita amilasica residua nel sovranatante
dopo trattamento del siero con PEG non deve superare il
30% dellattivita enzimatica totale.
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