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Laboratorul 8
METABOLISMUL PROTEINELOR.
DETERMINAREA TRANSAMINAZELOR SERICE.

1. Determinarea enzimelor n lichidele biologice

Determinarea activitii enzimelor serice/plasmatice constituie una @intele mai
solicitate investigag in laboratorul clinic. Aprecierea actigiti enzimatice are o deosebit
importana pentru diagnosticul, uriinirea evolgiei, tratamentuluisi prognosticului bolilor.
Pentru interpretarea coréd rezultatelor ofinute la determidéirile activitatii enzimatice este
necesar &se cunoagclocul de producere al enzimelor studiate, mecaglsrmrin care ele
ajung in sange, dar modulsi viteza cu care ele sunt eliminate din plasm

Prin determinirile enzimatice poate fi apreciat sediul unor lezini sau
functionalitatea unui organ.

Dupa ce sunt eliminate Tn sange, activitatea enzimiloepe & scad. Cunoaterea
intervalului in care enzimele incep se modifice, in sensul &terii lor, are o importag
deosebit pentru diagnostic, dar pentru recoltarea probelor de sange.

O importana deosebit 0 aresi cunogterea dilor de eliminare a enzimelor. Acest
fapt permite punerea unui diagnostic dwm interval de timp mai larg de la debutul belii
chiar aprecierea retrospectia debutului afgaunii. Exemplu:a-amilaza este indépgati din
sange pe cale urinafare greutate molecukasczuti), deci du@ un anumit interval de timp
de la debutul unei pancreatite acute, amilazureigb un indicator de b&azal acestei boli.

Cel mai frecvent activitatea enzimdtige exprima Trunitati internationale (Ul).

1 Ul = cantitatea de enzini ce transforma 1 umol de substrat / minut la 25°C, in
conditii optime (concentratia substratului, pH, forta ionici a tamponului). In
determiririle pe produse biologice (ser, uf)rexprimarea se raporteala un litru .

in practica de laborator se utilizéadoui modalititi de determinare a actiifi
enzimatice:

Metodele in do#i puncte un martor (cu enzima inactiv@tsi 0 proli cu enzima
activa. Dupa un timp fix de incubare se inactivéag enzima din prob si activitatea se
apreciaz prin diferena dintre prob si martor privind concentgg substratului sau a
produsului de reae. In acest mod de analinu se obse# cinetica de transformare a
substratului.

In metodele cinetice mersul reatiei se urmireste continuu, vizual sau cu aparate
nregistratoare. In plus, determirtrile cinetice sunt mai simplesi mai rapide.

in metodele cinetice se stalyile absorbia la diferite intervale de timg se calculea
variaia ei pe minut. Apoi se folose formula:
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V a = volumul materialului de analizat, Tn ml;

Vg = volumul final, in ml,

d = grosimea cuvelor, in cm;

€ = coeficientul molar de absar al substratului sau al produsului

2. Transaminazele. GPT (ALAT)si GOT (ASAT).

in cadrul metabolismului substator proteice, proteinele sunt catabolizate in grim
etap para la constitueti lor primari, aminoacizii. Acgtia sunt fologi atat pe & anabolice
(sinteza de proteine, sinteza de baze puriipgimidinice, porfirine, amine biologic active,
etc.), catsi catabolice.n cazul catabolismului aminoacizilor, In scopul uilizrii
scheletului lor hidrocarbonat, prima etapa o constituie procesul de dezaminare (fie prin
dezaminare oxidati\a, fie prin transaminare).

Transaminazele sau aminotransferazele sunt un gruge enzime tisulare, care au
ca si grupare prostetica piridoxal-5-fosfatul si care catalizeaa interconversia unui
aminoacid ntr-un a-cetoacid prin transferul gruparii aminice unui alt a-cetoacid:

aminoacid; + a-cetoacic a-cetoacid, + aminoacic

Transaminazele prezente in sange sunt de prov&nexclusiv intracelular si
prezini o concentrge in ser de miisi zeci de mii de ori mai mic decat in celule.
Concentratia lor serica creste in cazul producerii unei alteéiri a membranei celulare,
care permite trecerea lor in lichidul interstitial, limf a si plasma.

Dupa ce transaminazele au ajuns in plaskctivitatea lor scade rapid. Timpul de
Tnjumatatire (exprimat Tn ore) pentru ASAT este de aproximd6-58 ore, iar pentru ALAT
de 63-88 ore (doar acele enzime @oc timp de injunitatire este mai mare de 6 ore
constituie obiectul investigdor de rutiti din laboratorul cliniy. Sciderea activitii
enzimatice poate fi cauzatle: inactivarea enzimelor, eliminarea lor pe ealaai, precum
si de captarea degradarea lor deite macrofage.

Pentru diagnosticul clinic prezinimportana deosebit:

a) glutamat-oxalacetat transaminaza (GOT sau ASAT), care catalizeaz
reagia:

L-aspartat + a-cetoglutarat

oxalacetat + L-glutamat

b) glutamat-piruvat transaminaza (GPT sau ALAT) care catalizedzreagia:

L-alanina + a-cetoglutarat piruvat + L-glutamat

in citoplasmasi mitocondriile celulelor se #pesc izoenzime transaminazice diferite.
GOT este biloculdr, cu localizare atat Tn mitocondrie gafin citoplasnmi, in timp ce GPT
este prezeatdoar in citoplasth De exemplu, in congile unei injurii blande aesutului
hepatic, izoenzima ce apare in ser provine dirplasma celuldr; desi este preze#tsi o
cantitate mig din izoenzima mitocondrial La vitaimarea sevdra tesutuluisi izoenzima
mitocondriak este eliberatin cantititi semnificative.

Determinarea activitatii transaminazelor serice se efectuedzcu o metoda
cinetica numita testul optic.

3. Testul optic



Este aplicabil in cazul enzimelor care @factor un derivat de niacin, NAD(P)*
sau NAD(P)H.In principiu se misoa# direct oxidarea NAD(P)H sau reducerea NAD(P)

XH2 + NAD* —> X+ NADH+H*

Acest lucru este posibil deoarece n spectrul derddie al celor doa forme, redus
si oxidati, exist o difereni: NADH absoarbe puternic la 340 nm pe candNAD" absoarbe
foarte puyin.
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Spectrul de absorlie al NAD" si NADH

De obicei se lucre@da 340 nm.

Astfel, prin test optic se intelege determinarea in UV a activittii enzimelor
NAD" si NADP" dependente.

Se practig trei variante de utilizare a testului optic, paiceasta existand posibilitatea
determirrii aproape a tuturor enzimelor cu semnifiedn laboratorul clinic.

a. Testul optic simplu- daé enzima pe care 0 deterrdin necesit prezega de
NAD™ sau NADH, reafia se efectuedzintre substrat, enzién(prezeni in ser), coenzimsi
se urnireste varigia absorkiei pe un interval de timp stabilit.

b. Testul optic cuplat cu o reagie indicatoare - anumite enzime nu implicdirect
coenzima NAD(P), totwsi se pot determina pe baza principiului testuluiioguplat cu o
reactie indicatoare specifi@d. Enzima de determinat catalizéadbrmarea unui produs, iar
acesta urmeazsi fie determinat prin intermediul unei alte enzimaN-dependente.

c. Testul optic cuplat cu o reatie auxiliara si 0 reacie indicatoare -in cazul n
care produsul final al re@ei enzimatice nu poate fi daurat direct printr-o rese
indicatoare, este necesatr se intercaleze o rege auxiliai, catalizal de un alt sistem

enzimatic.

4. Partea experimentai
Determinarea activitatii ASAT (GOT) serice - metoda cineti@ enzimatici (test

optic)



Se utilizeaz testul optic cuplat cu o rea¢ie indicatoare:

L-ASP +a -cetoglutarat&oxalacetat + GLU

MDH
oxalacetat + NADH + HT =———— malat + NAD"
Se inregistredizscaderea absoxlei la 340 nm, care este progonak cu cantitatea de
L-ASP (substrat) transformagi, deci, cu activitatea GOT.

Reactivi

1. Reactiv 1: tampon Tris, 100 mmol/l, pH = 7,8Akpartat, 200 mmol/l; LDH, 800

U/l; - MDH (malat dehidrogenaza), 600 U/,

2. Reactiv 2: NADH, 0,18 mmol/y - cetoglutarat, 12 mmol/l;

Pentru prepararea reactivului de lucru se dizoleairutul unui flacon de Rcu
volumul corespunitor de R. Se omogenizeazi se las in repaus 15 minute. Reactivul de
lucru este stabil captamara la 2-8°C.

3. Ser, plasm

Mod de lucru

in cuva spectrofotometrului se pipet&a00 pl reactiv de lucrgi 100 pl ser. Se
omogenizeay, se incubeaz 1 minut la temperatura camergiapoi se citgte absorbaa
probei faa de aer, la 340 nm, la 1sP3 minute. Se calculeaZAE/minut.

Calculul activititii enzimatice ASAT (U/L) =AE/minut x 1746.

Valori normale: - barbati: 10 - 25 UI/L;
- femei: 10 - 21 UI/L

B. Determinarea activititii ALAT (GPT) serice - metoda cinetici enzimatica (test
optic)
Se utilizeaz testul optic cuplat cu reagie indicatoare.

GPT .
L-ALA + a -cetoglutarat =<—————= piruvat + GLU

LDH
piruvat + NADH + HY ==————* lactat + NAD"
Se inregistredzscderea absoxlei la 340 nm, aceasta fiind direct profionali cu
cantitatea de substrat transforin@t-Alanina)si, deci, cu activitatea ALAT.

Reactivi:

1. Reactiv 1: LDH, 1200 U/I; L-alanin 500 mmol/l; Tampon Tris, 100 mmol/I,

pH=7,8;

2. Reactiv 2o-cetoglutarat, 15 mmol/l; NADH, 0,18 mmol/l;

Pentru prepararegeactivului de lucru se dizohd coninutul unui flacon de Rcu
volumul corespun#or de R. Se omogenizeézsi se lad in repaus 15 minute. Reactivul de
lucru este stabil captamari la 2-8°C;

3. Ser, plasim

Mod de lucru



in cuva spectrofotometrului se pipet&a00 pl reactiv de lucrgi 100 pl ser. Se
omogenizeay, se incubeaz 1 minut la temperatura camergiapoi se citgte absorbaa
probei faa de aer, la 340 nm, la 1, 2 si 3 minute. Se cad@lAE/minut.

Calculul activititii enzimatice ~ ALAT (U/L) =AE/minut x 1750.

Valori normale: - barbati: 10 - 29 UI/L;
- femei: 10 - 22 UI/L

Semnificatie clinica

Transaminazele sunt larg distribuitet@suturile umane; atat GOT catGPT sunt in
mod normal prezente in plasma umahnila, lichidul cerebrospinai saliva, dar nici una nu
este prezeatin urina, in afaé de cazul in care rinichiul prezineziuni.

in hepatita virali si alte forme de boli hepatice asociate cu necrozaepatici,
nivelele GOTsi GPT 1n ser sunt crescutechiarsi Tnainte de instalarea semnelor clinica
simptomelor bolii, ca icterizarea.

Activitatea celor doli enzime poateasatingi valori de paa la 100 de ori mai mari
decat valorile normale, mai des ntalnindu-se gtere de 20-50 de ori. In hepatitele toxice
sau virale activitatea GPT este in general la éehtare ca a GOT. Valorile inregistrate in
ciroze variaz cu starea procesului cirotic; valorile GOT sunti mari decat cele pentru
GPT.

Valori usor crescute ale GO3i GPT pot fi observate ddpngerarea de alcoolsi
dupi administrarea unor medicamenteca opiacee, salicifia ampicilina, benzodiazepi)
paracetamol, majoritatea neurolepticelor, etc.

Desi valorile serice ale ambelor enzime sunt mai atkcde fiecare datcand este
afectal integritatea celulei hepatic§PT este o enziri cu specificitate mai mare pentru
ficat; valori ridicate ale GPT sunt rar observate in alte conditii decat afediunile
hepatice

Dupa uninfarct miocardic apare o crgere a activitti GOT in ser. GOT are valori
crescutssi in distrofia musculara progresiva si in dermatomiozita, atingand valori de pén
la 8 ori mai mariEmbolia pulmonara poate ridica nivelul GOT de daupara la trei ori faa
de normal, iapancreatita acuti, gangrena,bolile hemolitice de dod péari la cinci ori.



