L8. Metabolismul proteinelor. Investigarea transaminazelor

Introducere

In cadrul metabolismului substantelor proteice, proteinele sunt catabolizate in
prima etapa pana la constituentii lor primari, aminoacizii. Acestia sunt folositi atat pe
cai anabolice (sinteza de proteine, sinteza de baze purinice si pirimidinice, porfirine,
amine biologic active, etc.) cat si catabolice. In cazul catabolismului aminoacizilor, in
scopul utilizarii scheletului lor hidrocarbonat, prima etapa o constituie procesul de
dezaminare (fie prin dezaminare oxidativa, fie prin transaminare). Transaminazele
sau aminotransferazele sunt un grup de enzime tisulare, care au ca si grupare
prostetica piridoxal-5-fosfatul si care catalizeaza interconversia unui aminoacid intr-
un a-cetoacid prin transferul gruparii aminice unui alt a-cetoacid:

aminoacids + a-cetoacidz a-cetoacids + aminoacidz

O buna parte din a-aminoacizi transfera gruparea aminica a-cetoglutaratului,
cu formare de acid glutamic:

aminoacid; + o-cetoglutarat

a-cetoacid; + glutamat

care la randul sau, intr-o a doua reactie de transaminare, transfera gruparea amino
oxalacetatului, reactie catalizata de glutamat-aspartat transaminaza:

glutamat + oxalacetat

o-cetoglutarat + aspartat

Gruparea aminica a majoritatii aminoacizilor este canalizata inspre formarea
glutamatului sau aspartatului, care la randul lor pot trece unul in celalalt conform
reactiei precedente.

Dezaminarea oxidativa a glutamatului produce amoniac si regenereaza acidul
a-cetoglutaric pentru un nou ciclu de reactii de transaminare. Amoniacul si aspartatul
sunt furnizorii de grupari amino in sinteza ureei.

Reactia de transaminare din muschi utilizeaza ca substrat acidul piruvic,
astfel ca produsul reactiei este alanina:

aminoacid; + piruvat =—= «-cetoacid;+ alanina

Alanina formata este transferata in sange, care o transporta la ficat, unde
sufera o reactie de transaminare, in urma careia rezulta piruvatul ce va fi utilizat in
gluconeogeneza. Glucoza rezultata este transportata pe cale sanguina la muschi,
unde este catabolizata oxidativ la piruvat. Acest ciclu poartd numele de ciclul
glucoza-alanina si are menirea de-a transporta azotul de la muschi la ficat.

Transaminazele prezente in sdnge sunt de provenienta exclusiv intracelulara
si prezinta o concentratie in ser de mii si zeci de mii de ori mai mica decéat in celule.
Concentratia lor serica creste in cazul producerii unei alterari a membranei celulare,
care permite trecerea lor in lichidul interstitial, limfa si plasma.

Amplitudinea cresterii concentratiei transaminazelor in ser depinde de mai
multi factori intre care: localizarea intracelulara si permeabilitatea membranelor
celulare si mitocondriale, gradul de vascularizare a organului lezat, solubilitatea
enzimei in lichidul extracelular, viteza de catabolizare a enzimei ajunsa in plasma
precum si numarul de celule lezate. Enzimele (si transaminazele nu fac exceptie)



sunt supuse permanent unor procese de transformare ce implica sinteza, activarea,
inactivarea si catabolizarea lor.

Dupa ce transaminazele au ajuns in plasma activitatea lor scade rapid. Timpul
de Tnjumatatire (exprimat in ore) este pentru ASAT de aproximativ 46-58 ore iar
pentru ALAT de 63-88 ore (doar acele enzime a caror timp de injumatatire este mai
mare de 6 ore constituie obiectul investigatiilor de rutina din laboratorul clinic).
Scaderea activitatii enzimatice poate fi cauzata de: inactivarea enzimelor, eliminarea
lor pe cale urinara, precum si de captarea si degradarea lor de catre macrofage.

Pentru diagnosticul clinic prezinta importanta deosebita:

a) glutamat-oxalacetat transaminaza (GOT sau ASAT), care catalizeaza reacfia:
L-aspartat + a-cetoglutarat oxalacetat + L-glutamat

b) glutamat-piruvat transaminaza (GPT sau ALAT) care catalizeaza reactia:
L-alanina + a-cetoglutarat =—= piruvat + L-glutamat

In citoplasma si mitocondriile celulelor se gadsesc izoenzime transaminazice
diferite. GOT este biloculara, cu localizare atat in mitocondrie cat si in citoplasma, in
timp ce GPT este prezenta doar in citoplasma. De exemplu, in conditiile unei injurii
blande a tesutului hepatic, izoenzima ce apare in ser provine din citoplasma celulara,
desi este prezenta si o cantitate mica din izoenzima mitocondriala. La vatamarea
severa a tesutului si izoenzima mitocondriala este eliberata in cantitati semnificative.

Determinarea activitatii transaminazelor serice se poate efectua prin mai multe
metode, printre care sunt metoda bazatd pe reactii de culoare si testul optic. in
continuare se prezinta o varianta bazata pe reactii de culoare si una bazata pe testul
optic.

Aplicatie practica
Determinarea activitatii L-Alanin: 2-cetoglutarataminotransferazei
(E.C.2.6.1.2.) (ALAT) sau glutamat-piruvat transaminazei (GPT)

Principiu

Determinarea GPT se efectueaza rapid si foarte exact prin metoda testului
optic, cupland reactia de masurat, catalizata de GPT, cu o reactie indicatoare,
catalizata de lactat dehidrogenaza (LDH). Reactiile sunt urmatoarele:

GPT
L-alanina + a-cetoglutarat <——= piruvat + L-glutamat

LDH
Piruvat + NADH + HY=——= Lactat + NAD ™"

Se inregistreaza variatia absorbtiei NADH la 340 nm, aceasta fiind direct
proportionala cu cantitatea de substrat transformata (L-alanina).

Reactivi (kit Fluitest GPT ALT)

1. Reactiv 1 — enzimatic tamponat: tampon TRIS 100 mmol/l, pH 7,8; L-alanina
500 mmol/l; lactat dehidrogenaza 1200 U/I

2. Reactiv 2 — substrat: NADH; 0,18 mmol/l; 2-oxoglutarat de sodiu 15 mmol/l
1M Reactivul 1 se amesteca cu reactivul 2 in raport volumetric 5:1in
prealabil



3. Material biologic: ser sanguin nehemolizat.

Aparatura si materiale

- Spectrofotometru UV cu dispozitiv de termostatare al cuvelor, cuve de cuart
(sau din plastic) cu grosimea de strat de un cm

- Pipeta automata cu volum reglabil

- Cronometru

Mod de lucru
- Se etaloneaza spectrofotometrul fata de aer (cuva goala).
- Se pipeteaza in cuva spectrofotometrica:
- 1,00 ml Reactiv de lucru
- 0,10 ml ser sanguin
- Se incubeaza cuva la 25°C timp de 1 minut. Se amesteca reactivii prin pipetare.
- Se citegte absorbtia initiala (Aomin) la 340 nm si se declanseaza simultan
cronometrul. Se repeta citirile dupa exact 1, 2 si 3 minute.

Calcul
activitate GPT = 1746 x AA/min (U/l)
Unde: AA =reprezinta diferenta (Asmin- Aomin)

Valori normale
- femei < 35 U/l
- barbati < 50 U/I

Semnificatie clinica

Transaminazele sunt larg distribuite Tn tesuturile umane; atat GOT cat si GPT
sunt in mod normal prezente in plasma umana, bila, lichidul cerebrospinal si saliva,
dar nici una nu este prezenta in urina, in afara de cazul in care rinichiul prezinta
leziuni. In hepatita virala si alte forme de boli hepatice asociate cu necroza hepatica,
nivelele GOT si GPT in ser sunt crescute chiar si inainte de instalarea semnelor
clinice si a simptomelor bolii, ca icterizarea.

Activitatea celor doua enzime poate sa atinga valori de pana la 100 de ori mai
mari decét valorile normale, mai des intalnindu-se o crestere de 20-50 de ori. in
hepatitele toxice sau virale activitatea GPT este in general la fel de mare ca a GOT.
Valorile inregistrate in ciroze variaza cu starea procesului cirotic; valorile GOT sunt
mai mari decat cele pentru GPT.

Valori usor crescute ale GOT si GPT pot fi observate dupa ingerarea de
alcool si dupa administrarea unor medicamente ca opiacee, salicilati, ampicilina,
benzodiazepina, paracetamol, majoritatea neurolepticelor, etc.

Desi valorile serice ale ambelor enzime sunt mai ridicate de fiecare data cand
este afectata integritatea celulei hepatice, GPT este 0 enzima cu specificitate mai
mare pentru ficat; valori ridicate ale GPT sunt rar observate in alte conditii decat
afectiunile hepatice.

Dupa un infarct miocardic apare o crestere a activitati GOT in ser. GOT si
ocazional GPT au valori crescute in distrofia musculara progresiva si in
dermatomiozita, atingand valori de pana la 8 ori mai mari. Embolia pulmonara
poate ridica nivelul GOT de doua, pana la trei ori faia de normal, iar pancreatita
acuta, gangrena, bolile hemolitice de doua pana la cinci ori.
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