Semmelweis Egyetem Orvosi Biokémia Intézet
Orvosi Biokémia és Molekularis Bioldgia gyakorlati jegyzet: Transzaminazok

TRANSZAMINAZOK

Az aminosavak a-aminocsoportjainak o-ketosavakra torténd ftranszferét az aminotranszferazok
(transzaminazok) katalizaljak. A transzaminaz enzimek prosztetikus csoportja a piridoxal- foszfat. Az orvosi
diagnosztikaban nagy jelent6ségli traszaminazok: az aszpartat aminotranszferaz [ASAT], illetve az alanin
aminotranszferaz [ALAT]. Hasznalatos az ASAT aktivitas jeldlésére a korabbi elnevezés: glutamat-oxalacetat-
transzaminaz, GOT, szérumban mért GOT aktivitas = sGOT, illetve az ALAT vonatkozasaban a glutamat-piruvat

transzaminaz, GPT, szérumban mért GPT aktivitas = sGPT.

Az aszpartat aminotranszferaz, ASAT [GOT] (EC 2.6.1.1)

A minden szervben, kiléndsen a majban és a szivizomban magas koncentraciéban fellelheté aszpartat

aminotranszferaz enzim a kdvetkezd reakciot katalizalja (1.abra):
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1. dbra: Az ASAT (GOT) enzimaktivitas
Az alanin aminotranszferaz ALAT [GPT] (EC 2.6.1.2)
Féleg a majban, de a vesékben, szivben, vazizomban és mas szervekben is kimutathaté - a felsorolas

sorrendje szerint - csdkkend koncentraciéban az alanin amino-transzferaz enzim. Az ALAT a kovetkez6 reakciot

katalizalja (2. abra):
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2. abra: Az ALAT (GPT) enzimaktivitas
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Az ALAT intracellularisan a mitokondriumokban és - az 6ssz-ALAT aktivitas 50-85 %-a - a citoszolban lokalizalodik.
AZ ASZPARTAT AMINOTRANSZFERAZ, ASAT (GOT) AKTIVITAS MEGHATAROZASA

A meghatarozas elve

L-aszpartat + o-ketoglutarat ﬁ&) oxalacetat + L-glutamat

oxalacetat + NADH + H % L-malat + NAD*

MDH = malatdehidrogenaz

A meghatarozés soran a NADH koncentracié csdkkenés fotometriasan (340 nm-en) kdvetheté.

'AS' Reagens:
80,00 mmol/I TRIS puffer pH 7,8
200,00 mmol/l L-aszpartat
0,60 ku/l Malatdehidrogenaz (MDH)
0,18 mmol/l NADH
12,00 mmol/I o-ketoglutarat

Vizsgalati minta: 'normal' és 'beteg' szérum

A vizsgalat kivitelezése

A 'beteg' szérum ASAT-aktivitds meghatarozdsat csak a 'normdl' szérum aktivitds vizsgalata - inkubacio,

fotometralas - utan végezziik el

Készitslik 6ssze kémcsovekbe az alabbi rendszereket:

Oldatok 1 2
'AS' Reagens ml 1,0 1,0
'normal' szérum ml 01* 0,0
'beteg’ szérum ml 0,0 01*
*A reakcié inditasa. A csovek tartalmat keverjik 6ssze!. Inkubacié 1percen at 37°C-on.

A pontosan 1 percig inkubalt csdvek tartalmat téltsuk kuvettdba, majd 340 nm-en olvassuk le az extinkciot
desztillalt vizzel szemben. Az extinkcié percenkénti valtozasat - AA/perc - hatarozzuk meg 6t percen at térténd

méréssel.
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Szamitas

Az enzimaktivitdast nemzetkdzi egységben (IU) fejezzik ki. Az ASAT-aktivitds egysége az az

enzimmennyiség, mely 1 ymol aszpartat transzaminalasat katalizalja 1 perc alatt, standard kisérleti kdrilmények

kozott.
1000 * V
IU/1=AA/ perc* ————
c*¥d*v
ahol:
V a reakcioelegy Ossztérfogata [ml]
-1
€ NADH 340 nm- 6,22 [Cm2 x mol ]
d kivetta rétegvastagsaga [cm]
v vizsgalt szérum térfogata [ml]
Linearitas
Ha a vizsgalt beteg szérummintai a meghatarozas soran

AA/perc > 0,150 értéket mutatnak, a mintat 5- vagy 10-szeresre higitsuk 0,9 %-os NaCl oldattal, majd ismételjik

meg a mérést, és az eredményt 5-tel, vagy 10-zel szorozzuk meg.

AZ ALANIN AMINOTRANSZFERAZ, ALAT (GPT) AKTIVITAS MEGHATAROZASA

A meghatarozas elve

L-alanin + a-ketoglutarat M) piruvat + L-glutamat

piruvat + NADH + H* ﬂ) L-laktat + NAD*

LDH = laktatdehidrogenaz

'AL' Reagens

100,00 mmol/l TRIS puffer pH 7,5
500,00 mmol/l L-alanin

1,20 kU/I Laktat dehidrogenaz (LDH)
0,18 mmol/I NADH
15,00 mmol/l a-ketoglutarat

Vizsgalati minta: szérum (hemolizalt minta alkalmatlan!)
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A 'beteg’' szérum ALAT aktivitds meghatarozasat csak a 'normal' szérum aktivitasanak vizsgalata -

inkubacio, fotometralas - utan végezziik el!

A vizsgalat kivitelezése

Készitsiik 6ssze kémcsovekbe az alabbi rendszereket

Oldatok 1 2
'AL' Reagens ml 1,0 1,0
'normal' szérum ml 01* 0,0
'beteg’ szérum ml 0,0 0,1*
A reakci6 inditasa A csdvek tartalmat kevejiik 6ssze! Inkubacio 1 percen at 37°C-on

A pontosan 1 percig inkubalt csdvek tartalmat toltsik kivettaba, majd 340 nm-en olvassuk le az extinkciot
desztillalt vizzel szemben. Az extinkcidé percenkénti valtozasat - AA/perc - hatarozzuk meg 6t percen at térténd

méréssel.

Szamitas

Az enzimaktivitast nemzetkdzi egységben, (IU) fejezzik ki. Az ALAT-aktivitas egysége az az

enzimmennyiség, mely 1 uymdl alanin transzaminalasat katalizélja 1 perc alatt, standard kisérleti korilmények

kozott.
1000 * V
IU/1=AA/perc* ————
e*d*v
ahol
V areakcibdelegy dssztérfogata [ml]
eaon 340 nm: 6,22 [cm” x mol ]
d a kivetta rétegvastagsaga [cm]
v avizsgalt szérum térfogata [ml]
Linearitas

Ha a beteg szérummintai AA/perc > 0,150 értéket mutatnak, a mintat 5- vagy 10-szeresre higitsuk 0,9 %-

os NaCl oldattal, ismételjik meg a mérést és az eredményt 5-tel, vagy 10-zel szorozzuk meg.
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A transzaminaz meghatarozas klinikai vonatkozasai

A ftranszaminazok sejtstruktura-kotott enzimek. Sejtkarosodasodas - pl. virusfertézés, nekrozis -
kovetkeztében szérum aktivitasuk megné. A két transzaminaz aktivitas egyideji meghatarozasanak
differencialdiagnosztikai jelentésége van. Szivinfarktus utan az ASAT (SGOT) aktivitasa jelentésen megnd, az
ALAT (SGPT) aktivitasa kevésbé emelkedik. Hepatocellularis karosodasokat kdvetéen mindkét aktivitas nd, de
az ALAT (SGPT) szérum aktivitasa nagyobb, mint az ASAT (SGOT) szérum aktivitas. Akut hepatitis esetében az
ASAT/ALAT szérum aktivitisok hanyadosa < 1,3, akut infarktus esetében az ASAT/ALAT szérum

aktivitasok hanyadosa > 1,3. Az 1. szamu tablazat tartalmazza a normal ASAT (sGOT) aktivitasokat.

Ui 250C U/l 37 0C
Felnétt: férfiak <19 <35
nék <15 <40

1. sz. tablazat: Az ASAT (GOT) enzimaktivitas normalértékei 25 OC-on, illetve 37 0C-on végzett

meghatarozasok alapjan

Az ASAT aktivitas né: szivinfarktusban, akut reumatikus karditiszben, szivmiitéteket kévetéen né, majd aktivitasa a

10. napot kovetéen csokken; szivkatéterezést kovetden, kulsé szivmasszazst kdvetden, akut hasnyalmirigy

h
gyulladas kialakulasat kovetd elsé 48 alatt gyenge emelkedés, majsejtek akut sérilése

A normal ALAT (sGPT) aktivitasokat a 2. szamu tablazat tartalmazza.

U/ 25 0C U/ 37 oC
Felnétt: férfiak <23 <35
nék <19 <40

2. szamu tablazat: Az ALAT (GPT) enzimaktivitas normalértékei 25 ©C-on, illetve 37 ©C-on

végzett meghatarozasok alapjan

Az ALAT aktivitas emelkedik: akut hepatitiszben, maj-cirrézisban, mononukleozisban
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