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‘LAmlnotransferazy powszechnie wystepuja
w komorkach zwiarzat, roslin, ]ak i mikroorganizmow. Enzymy te katalizuja szereg reakcji,

ktore odgrywaja kluczowa role w metabolizmie, w tym:aminokwasow, witamin, czy
glukoneogenezie (kluczowym enzymem glukoneogenezy jest aminotransferaza
alaninowa-ALT) [2], [7].

Jako enzymy zaliczane sa do grupy transferaz, ktére to odpowiedzialne sa za przenoszenie grupy
aminowej z aminokwasu (dawcy grupy) na 2-oksokwas (bedacego biorca grupy) [2].

Oznaczanie dwoch aminotransferaz tj. aminotransferazy asparaginianowej (AST, GOT-glutamic
oxoloacetic transaminase) i alaninowej (ALT, GPT-glutamic pyruvic transferase) jest szeroko
stosowane w analityce enzymologicznej. W komorce aminotransferaza alaninowa zlokalizowana jest
w cytoplazmie, z kolei asparaginianowa (AST) w mitochondrium i cytoplazmie. I tak AST ma swdj
izoenzym mitochondrialny i izoenzym cytoplazmatyczny. Znane sa takze dwa izoenzymy dla
aminotransferazy asparaginianowej tj. ALT1, ktéry kodowany jest przez gen potozony na
chromosomie 8, oraz ALT2 dla ktorego gen zlokalizowany jest na chromosomie 16 [1]. Zaréwno AST
, jak i ALT wystepuja w réznych narzadach, poziom ALT w tkankach pozawatrobowych jest niski.

Oznaczanie AST i ALT w diagnostyce klinicznej

Aminotransferazy asparginianowa i alaninowa wystepuja m.in. w komoérkach miesnia serowego czy
w komorkach miesni szkieletowych. Poziom aminotransferazy alaninowej w komoérkach miesniowych
jest bardzo niski. Oznaczanie obydwu enzymoéw ma bardzo duze znaczenie diagnostyczne.
W przypadku uszkodzenia komoérek watroby dochodzi do wzrostu aktywnosci obydwu enzymow
w osoczu w stosunku charakterystycznym dla hepatocytéow. Tak wiec, wzrost tego poziomu jest
markerem uszkodzenia watroby [1]. Z kolei, AST ze wzgledu na powszechnos$¢ wystepowania,
wzrost jego aktywnosci obserwowany jest w trakcie uszkodzenia komoérek kazdego narzadu. Bardzo
duzy wzrost aktywnosci AST w surowicy obserwuje sie w rozlegtych uszkodzeniach miesni
(przekroczenie gornego zakresu wartosci referencyjnych moze by¢ nawet 100-krotne). Ponadto,
znaczny wzrost AST obserwuje sie rowniez w zawale mie$nia sercowego, oraz wspomnianych juz
ostrych fazach uszkodzen watroby. Wzrost aktywnosé AST w surowicy pociaga za soba roniez wzrost
ALT, jednak ALT wzrasta nieznacznie. Tak wiec, stosunek aktywnosci AST do ALT odpowiada
w przyblizeniu stosunkowi obydwu enzyméw w komoérkach narzadu, ktéry to ulegt uszkodzeniu.
W zwiazku z mala specyficznoscia narzadowaq, analiza poziomu aktywnosci aminotransferaz ma
ograniczona uzytecznosé¢ diagnostyczna [1].

Reitman i Frankel (1957) przedstawili prosta, kolorymetryczna metode szacowania aktywnosci
aminotransferaz w surowicy wykorzystujaca réznice we wspotczynnikach ekstynkcji alkalicznych
roztworéw z 2,4-dinitrofenylo-hydrazyna, alfa-ketoglutaranem, szczawiooctanem i pirogronianem,
umozliwiajac tym samym pomiar szybkosci reakcji przez oznaczenie szybkosci zachodzacych zmian
absorbancji [3].



Oznaczanie aktywnosci AST i ALT za pomoca zmodyfikowanej metody Reitmana i Frankela

Aminotransferazy przenosza grupy aminowe z a-aminokwaséw na odpowiednie 2-oksokwasy. Za
miare aktywnosci tych dwoch enzymow uznaje sie ilos¢ powstatych w wyniku reakcji oksokwaséw.
Oksokwasy oznaczane sa jako fenylohydrazony, ktére to w zasadowym Srodowisku daja
brunatno-czerwone zabarwienie [4].

Jak juz wspomniano aminotransferazy (GOT i GPT) sa enzymami wstepujacymi w organizmie, a ich
najwyzsza aktywnos$¢ obserwuje sie w sercu, watrobie, miesniach szkieletowych, nerkach
i erytrocytach. W normalnych (prawidtowych) warunkach, aktywno$¢ tych enzymow w surowicy jest
bardzo niska lub réwna zeru. Wszelkie zmiany w tkankach powoduja w nastepstwie zwiekszenie ich
stezenia w surowicy. Ostry zawal miesnia sercowego, przyczynia sie do wysokiego wzrostu poziomu
sercowego AST (GOT). Najwyzsze poziomy ALT (GPT) obserwuje sie u pacjentéw z wirusowym
zapaleniem watroby i chorobami watroby.

Zasada dziatania testu (wg procedury Wienerlab ze strony:
http://www.wiener-lab.com.ar/wiener/catalogo/archivos/6306 transaminasas200 en.pdf

GOT katalizuje reakcje:
GOT

L-asparaginian + a-ketoglutaran — glutaminian + szczawiooctan

Z kolei, GPT kataluzuje reakcje:
GPT
L-alanina + a-ketoglutaran — glutaminian + pirogronian [6].

Aminotransferaza odpowiedzialna jest za przenoszenie grupy aminowej z alaniny na a-ketoglutaran.
Produktem tej reakcji jest pirogronian oraz glutaminian. W momencie zwiazania alaniny do enzymy
dochodzi do usuniecia grupy aminowej, ktora to przeniesiona jest na fosforan pirydoksalu (PLP),
speilniajacego role koenzymu zaréwno aminotransferaz, jak réwniez liaz. Wtedy tez
z aminotransferazy uwalnia sie pirogronian. W reakcji bierze udziat réwniez drugi substrat-
a-ketoglutaran, ktéry wiaze sie do ,zmodyfikowanego” enzymu , w wyniku czego przyjmuje od niego
grupe aminowa. W kolejnym etapie, juz jako glutaminian, produkt ten zostaje uwolniony.
Opisana reakcja nazywana jest tzw. reakcja podwdjnego przenieisenia (mechanizm podwdjnego
przeniesienia) [8].

Utworzony w wyniku reakcji pirogronian (szczawiooctan jest niestabilny i jest przeksztalcany do
pirogronianu) reaguje z 2,4-dinitrofenylohydrazyng, dajac w sSrodowisku zasadowym barwny zwiazek,
ktory nastepnie moze by¢ mierzony przy absorbancji réwnej 505 nm [5].

Warunki przeprowadzania oznaczen z wykorzystaniem powyzszego testu:

- oznaczenie wykonuje sie z wykorzystaniem spektrofotometru przy diugosci fali réwnej A=505 nm,
lub fotokolorymetru z zielonym filtrem w zakresie 500-550 nm


http://www.wiener-lab.com.ar/wiener/catalogo/archivos/6306_transaminasas200_en.pdf )

- temperatura reakcji: 37°C

- czas reakcji: 40 minut

- objetos¢ probki: 100 ul

- koncowa objetosc reakcji: 6,1 ml

Powyzsze (zalecane) parametry reakcji (wielkosci probek i odczynnikéw) mozna proporcjonalnie
zmniejsza¢ w trakcie wykonywania oznaczenia [5].

Wykonanle oznaczenia z uzyciem testu (wg procedury Wienerlab ze strony:

Oznaczenie wykonuje sie w dwoch probkach, tj. probce kontrolnej oraz probce badanej.

Zestaw testowy zawiera 3 odczynniki (reagenty) : A, BiC

Odczynnik A (GOT): roztwor zawierajacy 100 mmol/l L-asparaginian oraz 2mmol/l a-ketoglutaran
w buforze fosforanowym (100mmol/l) o pH=7.4

Odczynnik A (GPT): roztwor zawierajacy 200mmol/l dl-alaniny i 2mmol/l a-ketoglutaranu
w 100mmol/l buforu fosforanowego o pH-7.4

Odczynnik B: 1mmol 2,4-dinitrofenylohydrazyna (2,4-DNPH) w 1mol/l roztworu kwasu
chlorowodorowego

Odczynnik C: 4mol/l roztwor wodorotlenku sodu

Standard: 2mmol/l roztwor pirogronianu sodu , uzywany przy wykreslaniu krzywej kalibracyjnej
wykorzystywanej do obliczen [5].

1. Do probki kontrolnej oraz badanej dodac¢ po 0,5 ml odczynnika A (GOT lub GPT). Probki
inkubowa¢ w tazni wodnej w temperaturze 37°C przez kilka minut.

2. Nastepnie, do probki badanej doda¢ 100 pul surowicy, z kolei do probki kontrolnej 100 ul wody
destylowane;j.

3. Probki doktadnie wymieszac, po czym ponownie inkubowaé¢ w 30°C. Po uplywie czasu inkubacji do
obydwu prébek (kontroli i badanej ) nalezy doda¢ 0,5 ml odczynnika B.

4. Probki doktadnie wymieszac¢, poinkubowa¢ 10 min w temperaturze 37°C, a nastepnie doda¢ do
kazdej po 5 ml odczynnika C. Wymieszac przez obracanie probki, wyjac z kapieli wodnej, a po
uplywie 2 minut wykona¢ oznaczenie z wykorzystaniem kolorymetru z zielonym filtrem (pomiar
w zakresie 500-550 nm) lub spektrofotometru w zakresie 505 nm [5].


http://www.wiener-lab.com.ar/wiener/catalogo/archivos/6306_transaminasas200_en.pdf

PROCEDURE
In two test tubes labeled B (Blank) and U (Unknown),

place:

B U
Reagent A (GOT or GPT) 0.5 ml 0.5 ml
Place tubes in water bath at 37°C + 0.5°C a few minutes,
then add:
Serum - 100 ul
Distilled water 100 ul -
Mix by shaking gently. Incubate exactly 30 minutes, and
add:
Reagent B 0.5ml 0.5 ml

Mix. Let tubes stand 10 minutes at 37°C. Then add:

Diluted Reagent C 5ml 5ml

Mix by inversion and remove from bath. After two min-
utes, read in colorimeter with green filter (500-330 nm)
or in spectrophotometer (305 nm, Hg 546), setting in-
strument to zero 0D, with distilled water.

Zdjecie: Procedura wykonywania oznaczenia testem Transaminasas 200 firmy Wienerlab (procedura
Wienerlab ze strony:
http://www.wiener-1 m.ar/wiener, | rchiv ransamin 200 _en.pdf

Oznaczanie aktywnosci aminotransferazy asparaginianowej
Metoda I:

1) Aktywno$¢ enzymatyczna AST mozna oznaczac¢ z wykorzystaniem 0.1 M buforu fosforanowego
(pH=7.5), ktory dodatkowo zawiera: 0,2 M L-asparaginian, 0,13mM NADH, dehydrogenaze
jablczanowa (0,7 jednostek aktywnosci) oraz badany roztwoér enzymu. Reakcje enzymatyczna
rozpoczyna sie poprzez dodanie do probki. 10mM 2-oksoglutaranu. Zastosowanie w reakcji
L-asparaginianu w duzym nadmiarze w poréwnaniu do ilosci uzytego 2-oksoglutaranu powoduje, ze
zostaje przesunieta rownowaga reakcji transaminacji (w kierunku tworzenia sie L-glutaminianu
oraz szczawiooctanu) [6].

Nastepnie, powstajacy w reakcji wspomniany juz szczawiooctan oznaczany jest przy udziale
dehydrogenazy jablczanowej oraz NADH. Oznaczenie wykonuje sie przy A=340 nm (spadek
absorbancji w wyniku utleniania NADH jest proporcjonalny do aktywnos$ci enzymatycznej
aminotransferazy AST) [6].

Metoda II:

2) Jako materiat do oznaczenia mozna wykorzysta¢ np. niedojrzate nasiona zielonego grochu,
z ktérych przygotowuje sie analizowana prébke, a dokladniej: 1 g nasion nalezy rozetrzeé


http://www.wiener-lab.com.ar/wiener/catalogo/archivos/6306_transaminasas200_en.pdf

w mozdzierzu z dodatkiem , stopniowo dodajac 1ml 100 mM buforu Tris-HCI (pH=8.0). Nastepnie,
doktadnie rozdrobniona probke nalezy pzreniesé¢ do probowki typu Eppendorf i odwirowac przy
15000 obr./min przez 15 minut. Do dalszych oznaczen aktywnosci uzywa sie otrzymany po wirowaniu
supernatant, rozcienczony 5x za pomoca buforu Tris-HCI (jak wyzej).

Przygotowanie prébki do pomiaru w kuwecie kwarcowej:

Zmiesza¢ razem 500 ul 100 mM buforu Tris-HCI (pH=8.0) zawierajacego 20 mM a-ketoglutaran, 100
pl NADH+H* (tj. 2,5mM roztwér NADH+ H*), 100ul dehydrogenazy mleczanowej (o aktywnosci ok.
1,2jednostki w 100ul - roztwor przygotowany w 100mM buforze Tris-HCI). Na koncu do prébki
dodaé¢ 100ul ekstraktu tkankowego (otzrymany rozcienczony supernatant). Kuwete umiescic¢
w spektrofotometrze, po czym nalezy sprawdzi¢ stabilno$¢ uktadu, a dalej zapoczatkowac reakcje
transaminacji. Reakcje ta zapoczatkowuje sie przez dodanie do probki 200ul 350 mM roztworu
alaniny (350 mM roztwdr alaniny w 100mM buforze Tris-HCl o pH=8.0). Od tego momentu
rozpoczyna sie pomiar spadkoéw absorbancji przy dtugosci fali rownej A=340 nm (w czasie ok. 10
minut).

Na podstawie otrzymanych wynikow oblicza sie $rednig warto$¢ zmiany wartos$ci absorbancj (AA)
przez czas (min) tj. AA/min. Nastepnie,oblicza sie aktywno$¢ aminotransferazy alaninowej, ktéra
wyrazana jest jako ilo$¢ nmoli pirogronianu (powstajacego w trakcie zachodzenia reakcji
enzymatycznej) w ciagu jednej minuty [8].

Sprzezony test Warburga - oznaczanie aktywnosci AST i ALT [9].
Wykonanie:

Do roztworu roboczego dla AST lub ALT w objetosci 2 ml, wczesniej ogrzanego do temp. 37°C,
nalezy dodac 0,2 ml surowicy (surowica bez hemolizy). Prébke inkubowa¢ w 37°C przez 10 minut
(inkubacje prowadzi¢ w termostatowanej kuwecie).

Po uplywie czasu inkubacji do probki doda¢ 0,2 ml 2-oksoglutaranu (tj. 0,18 M roztwér
2-oksoglutaranu w 0,11 M roztworze Tris-HCl o pH=7,5). Zmierzy¢ wartos¢ absorbancji przy A=340
nm co 1 minute, przez okres minimum 5 minut. Na podstawie otrzymanych wynikow oblicza sie
zmiane wartosci A w ciggu 1 minuty. Aktywnos¢ aminotransferaz w U/l oblicza sie z zastosowaniem
ponizszego wzoru:

U/l = AA/min x 2,4ml x 1000 ml/ 6,22 x 0,2 ml = AA/ min x 1929
Gdzie:

6,22 - to minimolowy wspotczynnik absorbancji dla NADH. Wspdlczynnik ten odpowiada stezeniu 1
pmol/ml

2,4 ml - konicowa objetos¢ mieszaniny reakcyjnej

0,2 ml - objetos¢ surowicy (uzytej w doswiadczeniu do oznaczenia) [9].

Pomiar aktywnosci ALT w zelu poliakrylamidowym- elektroforeza

Przygotowanie 7,5% zelu rozwijajacego: 1,5M bufor Tris-HCl pH=8.8, z dodatkiem 10% mannitolu,
oraz 4% zelu zageszczajacego (0,5M bufor Tris-HCl pH=6.8). Elektroforeza produkté prowadzona



jest w buforze Tris-glicyna (pH=8.3). Jako znacznik stosuje sie btekit bromofenylowy. Rozdziat
prowadzony jest tak dlugo, az z zelu nie wyjdzie powyzszy znacznik [6].

Po rozdziale elektroforetycznym zel barwiony jest metoda Stejskala (1994). Rozdzielony zel
poddawany jest 20-minutowej inkubacji w 0,1M buforze Tris o pH=7.5 zawierajacym: 5 mM
20oksoglutaran, 0,1M PLP (fosforan pirydoksalu), 0,5M MTT
(3-[4,5-dimetyltiazol-2-yl]-2,5-difenyl-tetrazolium bromidyny, 8mM CSA (sulfinylocysteina), 0,1 mM
N-metylofenazyli metasulfonian (m-PMS). Przy udziale sulfinylocysteiny zachodzi reakcja
transaminacji, w wyniku czego powstaje sulfinylopirogronian. Zwiazek ten ulega nastepnie
rozktadowi do pirogronianu oraz kwasu sulfonowego (jon kwasu sulfonowego). W dalszej kolejnosci
jon utlenia sie przy udziale PMS i MTT. Po zredukowaniu MTT powstaje nierozpuszczalny chromofor
koloru ciemno-niebieskiego, ktéry swiadczy o wystepowaniu aktywnej formy ALT [6].

Autor: Lidia Koperwas
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