DETERMINAREA ACTIVITAI‘II
AMINOTRANSFERAZELOR

Aminotransferazele (transaminazele) catalizeaza in organismul viu procesul de
transaminare, adica reactia de transfer reversibil a gruparii aminice intre aminoacizi si

cetocizi. Aminotransferazele sunt enzime bicomponente care au drept coenzima piridoxal-5’-
fosfatul (I) si p1r1d0xam1n 5’-fosfatul (II).
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Denumirea diferitelor aminotransferaze deriva de la numele aminoacidului care
cedeaza gruparea amino si numele cetoacidului acceptor al acestei grupari.

Intre aminotransferazele cunoscute un interes deosebit prezintd aspartat-
aminotransferaza (AspT) sau glutamico-oxaloacetataminotransferaza (GOT), cu codul EC

2.6.1.1. si alanin-aminotransferaza (alaT) sau glutamico-piruvat-aminotransferaza (GPT),
avand codul EC 2.6.1.2.

Aspartat-aminotransferaza catalizeaza reactia:
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Aceste doud aminotransferaze poseda o activitate catalitica pronuntata si sunt larg
raspandite in diferite organe animale: ficat, miocard, muschi scheletici, rinichi etc. 1n serul
sanguin, de asemenea, in tesuturile vegetale activitatea celor doud aminotransferaze este mai
scazuta.

Existd mai multe metode de determinare a activitatii aminotransferazelor. Foarte
comoda si accesibila este metoda colorimetrica cu 2,4-dinitrofenilhidrazina.

DETERMINAREA ACTIVITATII ASPARTAT- SI ALANIN-AMINO-
TRANSFERAZELOR iN SERUL SANGUIN

Principiul metodei. In urma transamindrii realizate sub actiunea AspT si AlaT se
formeaza acizii oxaloacetic si piruvic. Acidul oxaloacetic poate sa se decarboxileze in cursul
reactiei enzimatice in acid piruvic. Prin adaugarea solutiei acide de 2,4-dinitrofenilhidrazina la
sistemul de reactie se intrerupe procesul enzimatic si se formeaza dinitrofenilhidrazonele
acizilor a-cetoglutaric, oxaloacetic si piruvic, colorate Tn mediul alcalin:
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Pentru a nu interfera Tn masurarea activitatii aminotransferazelor, acidul a-cetoglutaric
se adauga 1n cantitate mica, iar extinctia probelor se citeste la lungimea de unda de 546 nm,
unde fenilhidrazona acidului a-cetoglutaric absoarbe slab. Pe masura cresterii continutului de
acid piruvic si diminudrii corespunzatoare a cantitatii de acid a-cetoglutaric extinctia
amestecului de fenilhidrazone creste. Cresterea extinctiei este proportionala cu sporirea
concentratiei acidului piruvic in proba, care este dependenta de activitatea
aminotransferazelor.

Reactivi.

1. Solutie tampon de fosfati 0,1M cu pH 7,4. Se dizolva 1,5045g de Na2HPO4+*12 H20
s1 0,1288g KH2PO4 in 50 ml apa bidistilatd la balon cotat.

2. Solutie de NaOH IN. Se dizolva 11g NaOH in 250 ml apa distilata. Se stabileste
factorul solutiei de hidroxid de sodiu cu ajutorul acidului oxalic si se face corectia necesara
pentru a obtine o solutie de NaOH exact 1N.

3. Solutie substrat pentru AspT. Intr-un pahar mic peste 7,5mg de acid a-cetoglutaric
si 665mg de acid DL-aspartic (333mg acid L-aspartic) se adauga solutie de NaOH IN pana la
dizolvarea completa a celor doua substrate, apoi 10 ml solutie tampon de fosfati 0,1M si se
corecteaza pH-ul la 7,4, utilizand un pH-metru. Solutia se transvazeaza intr-un balon cotat de
25ml, se spald paharul cu solutie tampon de fosfati 0,1M (pH 7,4) si se completeaza
continutul la semn tot cu solutie tampon. Solutia de substrat se agita, se adauga o picatura de
cloroform si se pastreaza in frigider.

4. Solutie substrat pentru AlaT. Se introduc intr-un pahar mic 7,5mg de acid a-
cetoglutaric si 445mg de DL-alanina (223mg D-alanind). Apoi se adauga solutie de NaOH 1N
pana la dizolvarea completa a celor doua substrate, dupa care 10 ml solutie tampon de fosfati
0,1M si se corecteaza pH-ul la 7,4, utilizdnd un pH-metru. Solutia se transvazeaza intr-un
balon cotat de 25ml, se spala paharul cu solutie tampon de fosfati 0,1M (pH 7,4) si se
completeazd continutul la semn tot cu solutie tampon. Solutia de substrat se agita, se adauga o
picatura de cloroform si se pastreaza in frigider.

5. Solutie de 2,4-dinitrofenilhidrazind ImM 1in solutie de HCI 1N. se dizolva 20mg de
2,4-dinitrofenilhidrazina in 100ml HCI1 1N.

6. Solutie de NaOH 0,4N. se prepara prin amestecarea a 200ml solutie de NaOH 1N cu
300ml apa distilata.

7. Solutie etalon de piruvat de sodiu 0,001 M. se dizolva 11mg de piruvat de sodiu n
100ml apa distilata la balon cotat. Un ml solutie etalon contine 110 micrograme piruvat de
sodiu, ceea ce corespunde la 88 micrograme sau 100 micromoli de acid piruvic.

Tehnica determindrii activitdtii aspartat-aminonotransferazei.

In doud eprubete se misoara cite 0,5 ml substrat pentru AspT si se incubeazi la 37°C
timp de 5 minute. Apoi, in prima eprubetd (proba) se adauga 0,1ml ser sanguin nehemolizat si
se continud incubatia 60 minute. La sfarsitul acestui interval de timp eprubetele se scot din
termostat si imediat se adauga in fiecare din ele cate 0,5ml solutie de 2.4-
dinitrofenilhidrazina. In eprubeta 2 (martor) se pipeteaza 0,1ml ser. Se agita si se lasd timp de
20 minute la temperatura camerei. Dupa aceasta se introduce in fiecare eprubeta cate Sml
solutie de NaOH 0,4N, se agita cu atentie si se lasa la temperatura camerei timp de 10 minute




pentru dezvoltarea culorii. Extinctia probei si martorului se citeste la un
fotoelectrocolorimetru, utilizand filtrul verde (546nm) si apa ca lichid de compensatie.

Tehnica determindrii activitatii alanin-aminotransferazei

In doua eprubete se pipeteaza cate 0,5 ml solutie substrat pentru AlaT si se incubeaza
la 37°C timp de 5 minute. Apoi in una din eprubete se masoara 0,1ml ser (proba) si se
introduce iardsi in termostat pentru 30 minute.

Mai departe se procedeaza in mod identic ca la determinarea activitatii AspT.

Calculul rezultatelor.

Diferenta intre extinctia probei si extinctia martorului indicd o schimbare a intensitatii
lichidelor din eprubeta in urma desfasurarii reactiilor catalizate de aminotransferazele
respective.

Activitatea AspT si AlaT se poate exprima 1n unitati conventionale de extinctie care se
calculeazd dupd formula:

(Eprobé - Emartor) x100.

Insa mai corect este ca activitatea aminotransferazelor si se exprime in miliunitati
enzimatice (mU) Intr-un ml de ser (1 mU corespunde unei activitati a enzimei care n
conditiile experimentale date catalizeaza formarea unui micromol de acid piruvic intr-un
minut), conform recomandarilor I.U.B. (Uniunea Internationala de Biochimie).

In acest caz calculul activititii aminotransferazelor se efectueaza folosind curba de
etalonare construitd cu ajutorul solutiei etalon de piruvat de sodiu. La construirea curbei
etalon se poate utiliza schema redatd in tabelul urmétor:

Schema pentru construirea curbei etalon la determinarea activitdtii aminotransferazelor

Reactivi Proba
1 2 3 4 5 6 7
Continutul de acid piruvic in proba | y 44 |88 13,2 117,7 [220(264 |0
uM | 0,05 0,10 [0,15/0,20 10,25]0,30 |0
Solutie etalon de piruvat de Na (ml) 0,0510,010(0,15]020 ]025]030 |0
Apa distilata (ml) 0,5510,50 1045|040 |0,35]0,30 |0,6

In eprubete separate se misoara ingredientii mentionati in tabelul de mai sus, se
adauga cate 0,5 ml solutie de 2,4-dinitrofenilhidrazina si se agitd. Exact dupa 20 minute de
repaus, in fiecare eprubeta se pipeteaza Sml solutie de NaOH 0,4N, se amesteca si se lasa la
temperatura camerei timp de 10 minute. Se citesc extinctiile probelor la 546nm fatd de proba
7.

La trasarea curbei etalon se inscrie pe abscisa concentratia acidului piruvic n
micromoli, iar pe ordonata extinctiile corespunzatoare.

Calculul final se face cu ajutorul formulei:

mU a

Imliser x 1 min B 0,1

unde:
a- numadrul micromolilor de acid piruvic, gasit pe curba etalon;
t-timpul de incubatie, in minute.



Observatii.

1. Serul trebuie sa fie proaspat si nehemolizat.

2. Daca serul poseda o activitate aminotransferazica mare, aceasta se dilueaza cu
solutie de albumina 5% in ser fiziologic. Rezultatele obtinute se vor inmulfi cu
coeficientul de diluare corespunztor.

Valori fiziologice.

In serul sanguin al oamenilor sinatosi activitatea AspT oscileaza intre 2-16 mU/ml, iar
activitatea AlaT- intre limitele 2-12 mU/ml.

Nivelul normal al aminotransferazelor serice este, in general, constant. Variatii mari ale
activitatii aminotransferazelor sanguine se observa 1n bolile ficatului, in infarctul miocardic
etc. determinarea activitatii aminotransferazelor 1n serul sanguin constituie un indicator fin al
acuitdtii proceselor patologice 1n ficat si de aceea are o mare importantd pentru diagnosticarea
diferentiata a bolilor respective. Nu mai putind insemnatate are determinarea activitatii
transaminazelor in stabilirea diagnosticului bolilor de inima.
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