Transterazy/transaminazy.
(@aminotransierazalaninowa |
asparaginewa)




E.C.2.6.1.2Aminotransferaza
alaninewa (AlSHF)




Cel cwiczen:

Ocena aktywnsel enzymu Wskznlkewego
Jakin jestaminetransierazasparaginianeweal
W OSOCZUI KIwir Kow! ZArewWyehi I chery/ch




Wystepowanie:

\Wewmtrzkonorkewy: enzym
Zleokalizewany: W' cyieplazmie.

. Osocze
. \\atroha
. Serce

. Miesnie




Mechanizm dziania;

Odwracalna reakeja przeniesienia grupy.
aminewe| z alaniny: nketokwasialia-
keteglutaran przy udziale: PLP.




Oznaczanie aktywisgol:

. Oparte |est neoznicy abserbanc|?2,4-
dwunitrefenylehydrazoeow: kiwasualie:
keteglutarewego piregrenewego: W
SredewiIsku Zasadowym




Znaczenie kliniczne:

Enzym wskéanikewy: charakterystyczny.
dla schorzewatiehy. (zapalenia,
Marsk&e, zottaczki) eraz Uszkodzenia
micsnI szkieletewychi (Zzmizazenia,
Zaniki). WEICh przeniegur stwierdzas S
KlIRIcZznie znacace ZWEKSZERIE
aktywnaci ALT w: surewicy.




E.C.2.6.1.1Aminotransferaza
asparaginianow@AST)




Wystepowanie:

\Wewmtrzkonorkewy: enzym
Zleokalizowany Wwmitechendrum
RliazZeylezolu

. Serce
. \Watroba
. Miesnie




Mechanizm dziania;

Odwracalna reakeja przeniesienia
glitipy. aminewe| asparaginianme
dliecketogluiarannzy. tdziale PLE.




Oznaczanie aktywisei:

. Oparte |est neoznicy abserbanc|?2,4-
dwunitrefenylehydrazoeow: kiwasualie:
keteglutarewego piregrenewego: W
SredewiIsku Zasadowym




Znaczenie kliniczne:

Enzym wskznikowy: charakterystyczny.
dla sechorzia micsnia; SECOWEQo! (Zawys
zapalenia), \atreby (zapalenia, marsse)

7ZOHaCZKI) oraz Uszkedzenia esni
szKieletewyeh (Zzmizozenia,, zaniki). W,
ICh przebiegul stwierdzaesklinicznie
Znacace zZwekszenie aktywnscl AST W
surowicyy.
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Aminotransferazdtransaminazjzalaninowa
(ALT, ALAT, GPT)

Aktywnosc ALT w surowicy (U/I)

Konie Bydto Oowce Kozy Swinie
3-25 25-74 5-17 23-44 9-43
Swinki Chomiki
morskie syryjskie
3-50 20-107 31-53 25-60 22-128

Psy Koty Kroliki

Wzrost aktywnosci od wartosci Podane sg wartosci refierencyjne dla metody.
referencyjnej do 200 U/I optymalizowanejl w: temperaturze 37°C. Aktywnosc ALT w
Nowotwory watroby. metodach nieoptymalizowanych jest 01 30% nizsza.

Zapalenie trzustki.

R Hemolizal powoduje zawyzenie wynikow. W' surowicy.
Hemoliza in vitroii in vivo.

przechowywanej temperaturze 4°C, po 3 dniach nastepuje
. spadek aktywnoscilenzymu o 10%, natomiast w
Wzrost aktywnosci od 200 U/l do 400 U/l temperaturze -20°C surowica moze by¢ przechowywana do
- Cholestazy watrobowe. 7 dni bez istotnych zmian.
> Marskosc watroby (jednoczesnie

podwyzszenie wartoscil AST) Pojawienie sie podwyzszonych aktywnosci ALT w surowicy
wskazuje raczej na rozlegte uszkodzenie komorek, a nie na

> Leczenie duzymi dawkami salicylanow. : X
zaburzenia funkcji narzadu.

W k 5ci od 2 | i , : : :
ZHosHE N YWDOSCIOCK DO AICoIs O UIN U psow ras: doberman, Bedington terier, West highland

-~ Wirusowe zapalenie wqtroby. white terier podwyzszony poziom ALAT moze sugerowac
~  Toksyczne uszkodzenie watroby. chorobe spichrzeniowa Cu (copper storage disease).
»  Niewydolnosc krgzenia.




Aminotransferazdtransaminaza
asparaginianow@AST, AspAT, GOT)

Aktywnosc¢ AST w surowicy (U/I)

Konie Bydto Oowce Kozy Swinie
205-555 58-100 40-96 122-321 16-65
Swinki Chomiki
morskie syryjskie
1-37 6-44 42-98 27/-68 28-122

Psy Koty Kroliki

Wzrost aktywnosci od/ wartosci Wzrost aktywnosci od 200 U/I1 do 4000 U/I
referencyjnej do 200 U/l Zawal miesnia sercowego.
(z wyjatkiem konili koz) ; Wirusowe zapalenie watroby.
> Marskosc watroby. . Toksyczne uszkodzenie watroby.
> Zapalenie trzustki. > Nowotwory.

~  Hemoliza in vitro i in vivo. . Intensywny wysitek ul koni sportowych.

Wzrost aktywnosci od 200 U/I do 400 U/I Podane sg wartosci referencyjne dla metody
Choroby miesni szkieletowych. optymalizowanej w temperaturze 37°C. Aktywnosc AST w.
metodach optymalizowanych jest jednakowa w surowicy: i

Przewlekte zapalenie watroby. .
P oD osoczu. Hemoliza powoduje zawyzenie wynikow.

Zabiegi chirurgiczne.
Pasozyty. Pojawienie sie podwyzszonych aktywnosci AST w. surowicy

Niedobor selenu i witaminy E. analogicznie do ALT wskazuje raczej na rozlegte
uszkodzenie komorek, a nie na zaburzenia funkcji narzadu.

W diagnostyce niektorych schorzen psow pomocny: jest wskaznik de Ritisa, opisujacy stosunek AST
do ALT, ktorego wartosc¢ prawidtowa miesci sie w granicach od 1,2 do 1,8.




Zadanie 1

Metoda oznaczania aktywnosci AST i ALT oparta jest na rdznicy
absorbancji 2,4-dwunitrofenylohydrazonow kwasu alfa oksoglutarowego i
pirogronowego w srodowisku zasadowym. W wyniku reakcji katalizowanej
przez AST powstaje kwas szczawiooctowy, ktory ulega samoistnej
dekarboksylacji i tworzy sie z 2,4-dwunitrofenylohydrazyng (DNFH) takze
hydrazon kwasu pirogronowego.

Miarg aktywnosci aminotransferaz jest zatem przyrost stezenia kwasu
pirogronowego w probowkach inkubowanych z surowicg w poréwnaniu z
proboéwkami kontrolnymi.

Reakcje katalizowane przez aminotransferazy:

ALT
alanina : 2-oksoglutaran = pirogronian : glutaminian

AST
aparaginian : 2-oksoglutaran = szczawiooctan : glutaminian




Zadanie 1

Wykonanie.

Do 4 probowek: 1 (AST kontr.), 2 (AST bad.), 3 (ALT kontr.) i 4 (ALT
bad.) dodawac wymienione w ponizej zamieszczonej tabeli odczynniki i
surowice oraz wykonywac opisanie w niej czynnosci.

Odczynniki AST

Kontroela Badana Kontrola Badana

Substrat (0)45) 0,5 (05 (0)45)
Roztwor NaCll 0,9% 0,4 - 0,1 -

Inkubacja w: tazni wodnejl w.
temp. 37°C

Surowica konska - 0,1 - 0,1

Inkubacja 30 min. wiazni'wodnej w temp. 37 C 60 min. wiazni wodnej w' temp. 37 C

DNEH 0,5 0,5 0,5 0,5

pozostawt w temp. pokojowe] pozostawt w temp. pokojowe]
na 20 min. na 20 min.

0,4 mol/dn¥ NaOH 5 5)

Po uptywie 10 min. zmierzyt wartos¢ absorbancji prob badanych wobec edpowiednich @b kontrolnych przy
dtugosci fali 505 nm, nasgpnie odczyta liczbe jednostek aktywnasci z krzywych wzorcowych
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Ryc. 9.1. Rozklad aktywnosci transaminaz w narzadach




