
Tranzamináz-aktivitás mérése alkoholos kálilug nélkül

I r ta : D ávid G ábor dr. o rvosa lezredes és G y a rm ati László dr. gyógyszerész­
sz á z a d o s

A tranzam ináz-ak tiv itás m eghatározása az utóbbi években a klin ikai labo­
ratórium i diagnosztika ru tin  feladatává vált. Számos hazai (2,10) és külföldi 
szerző (1. 2 hivatkozásait) szerin t differenciáldiagnosztikai jelentőségű, rész­
ben m áj-parenchim a léziókban, részben pedig szívinfarktusokban.

Az eredeti Karm en— W roblew ski— La Due (6 , 8 , 9) féle m ódszer a kór­
házi laboratórium ok részére költséges és eszközigényes. Szellemes megoldást 
közölt Dubach (4, 5), aki a tranzam ináz-ak tiv itást piroszöllősav-fenilhidrazon 
alapon m érte, m égpedig a fenilhidrazonok azon tu la jdonságát használva fel, 
hogy lúgos közegben közönséges fo tom éterrel is m érhető  színeződést adnak. A 
piroszöllősav d in itro fen ilh idrazonját először to luolba rázza át, m ajd  pedig 
innen alkoholos kálilúggal ex trahálja . Ennek a m ódszernek a há tránya  tehát 
a kétszeres kirázás — am i nehézkessé teszi —, m ásrészt oldószer-igényessége, 
ugyanis sem az alkoholt, sem pedig a to luolt tiszten visszanyerni nem lehet. 
Ez pedig széria-vizsgálatoknál jelentős költségkihatással jár, továbbá az alko­
holos kálilúg hosszabb ideig nem  tárolható .

Ezért e módszer alkalm azása során ezen utóbbi nehézségeket k íván tuk  k i­
küszöbölni. Koepsell és Sharpe (7) a h idrazonnak a toluolból tö rténő kivoná­
sára vizes alkalikus o ldatokat használt és a m érést 3 különböző hullám hosszon 
végezte és 3 szim ultán egyenletből szám ította ki a piroszöllősav, illetve a még 
feleslegben levő ketoglutársav  m ennyiségét. Dubach, Koepsell és Sharpe  m ód­
szerének alapján olyan eljárást dolgoztunk ki, m elynek segítségével a m ódszer 
lényegesen egyszerűsíthető azáltal, hogy a k irázásokat követő nem  elegyedő 
fázisok leválasztását egyszerűsítettük és az alkoholos kálilúg- alkalm azását k i­
küszöböltük.

A  m ódszer leírása:

1. oldat:
A) S zü kség es reagensek:

d l-aszp arag in sav  ....................................................... 2,66 g
K 2H P O 4 ........................................................................ 2,00 g
a -k e to g lu tá rsav  ............   0,60 g

í

A háro m  anyago t 1 n ká lilú g b an  fe lo ld ju k  és 7̂ 4 P H -ra  b e á llítju k , és 100 m l-re  
fe ltö ltjü k .
2. oldat:

110 g tr ik ló re ce tsav a t 100 m l-re  tö lt jü k  fe l d e sz tillá lt vízzel.
3. oldat:

5 g c itro m sav at 5 m l d esz tillá lt v ízben  o ld u n k  és hozzáad u n k  5 m l an ilin t.
4. oldat:

100 m g 2 4 -d in itro fen ilh id raz in t 20 'm l k o c en trá lt só savban  o ld u n k , hozzáad u n k  
80 m l d esz tillá lt v izet. Szű rjük .
5. oldat:

Toluol, v ízzel te líte tt.
6 . oldat:

5% -os k á liu m h id ro k a rb o n á t o ldat
7. oldat:

10°/q- os n á triu m h id ro x id  oldat.
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B) K ivitelezés:

0,1—0,2 ml savóhoz hozzáadunk 0,5 m l 1. oldatot (szubsztrát). Pontosan 
20 percig 25 fok C-on (+. 1 fok C) inkubáljuk . 20 perc u tán  a reakciót leállít­
juk  2 csepp 2. oldattal. Egyidejűleg hozzáadjuk a 3. oldat 2 cseppjét is. 20 perc 
állás u tán  1 m l 4. oldatot adunk  hozzá és pontosan  5 perc m úlva 2 m l vízzel 
te líte tt to luollal kirázzuk és a fázisok elválásának gyorsítása végett cen trifu ­
gáljuk. Ezután a toluolos fázis 0,4 m l alikvotjá t 5 m l 5 százalékos KHCO3 ol­
da tta l (6 . oldat) rázzuk össze és szükség szerint cen trifugáljuk . A toluolos fázist 
pálcikára csavart vatta -tam ponnal le ita tjuk . A kálium hidrokarbonátos oldat 
4 m l-es alikvotjához 1 m l 7. oldatot adunk és pontosan 10 perc (±1 perc) 
m úlva (3) m érjük  S—53 szűrőn 50 m m -es k is küvettában , vak o ldatta l szem­
ben. ,(A vak-o lda t előállítása: a  vizsgálatival azonos m ennyiségű savóhoz a 
szubsztrát (1 . oldat) hozzáadásával egyidejűleg az enzim aktiv itás felfüggesz­
tésére 2 csepp 2. oldatot adunk. A továbbiakban  ugyanúgy já ru n k  el, m int a 
vizsgálati anyaggal.)

C) Értékelés:

Ism ert különböző töm énységű piroszöllősav o ldatokkal a fenti e ljárás sze­
rin t felvett kalibrációs görbe szerint tö rtén ik . Egységnyi aktiv itással rendel­
kezik az a savó, m elynek 1 m l-e 20 perc a la tt 25 fok C-on ezen e ljárás szerint 
1 /ug piroszollősavat képez.

D) M egjegyzés:

A fen t le ír t m ódszer a S—GOT m eghatározására alkalm as, a S—GPT m eg­
határozása ugyanezzel az eljárással lehetséges, ebben az esetben az 1 . oldat 
(szubsztrát) összetétele: alanin  és a-ke tog lu társav  ekvim oláris oldata. Tekintve, 
hogy ekkor közvetlenül piroszöllősav keletkezik, a 3. oldat alkalm azása feles­
leges (1 1 ).

M egbeszélés:

A  módszer m egbízhatóságát ellenőrizendően ism ert m ennyiségű, illetve tö­
m énységű piroszöllősav o ldatokkal kalibrációs görbéket vettünk  fel, úgyhogy

1. számú táblázat

B e m é r t  p i r o - s z ő l ő s a v  j M g - b a n
M é r t  E X T I N K C I Ó K

I . I I . I I I . I V . V .

2 0 0 , 1 6 0 , 1 8 0 , 1 7 0 , 1 6 0 , 1 5

4 0 0 , 2 7 0 , 2 7 0 , 2 6 0 , 2 7 0 , 2 5

6 0 0 , 3 7 0 , 3 6 0 . 3 7 0 , 3 6 0 , 3 5

8 0 — 0 , 4 6 0 , 4 6 0 , 4 7 0 , 4 5

1 2 0 0 , 6 4 0 , 6 6 0 , 6 7 0 , 6 4 0 , 6 5

1 6 0 — 0 , 8 7 0 , 9 0 0 , 8 6 0 , 8 8
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a fent le írt eljárást te ljes m értékben végig v ittük . E redm ényeinket az 1. szám ú  
táblázat tü n te ti fel. (Táblázatunkban m inden egyes ada t 3 m érés középértékét 
jelzi.)

M iután így a m ódszer m egbízhatóságáról meggyőződtünk, ellenőriztük a 
módszer reprodukálhatóságát különböző ism eretlen ak tiv itású  szérum okkal, 
egyrészt úgy, hogy azonos szérum okból több párhuzam os vizsgálatot végez­
tünk, különböző m ennyiségeket használva, m ásrészt pedig úgy, hogy a széru­
m okhoz ism ert m ennyiségű piroszöllősavat adtunk.

Eredm ényeinket a 2. és 3. sz. táblázat tü n te ti fel.
A táblázatokból látható , hogy az á ltalunk  kidolgozott e ljárás a ru tin  kli­

nikai laboratórium i diagnosztika igényeit kielégíti és lényeges egyszerűsítést

2. számú táblázat

S a v ó
E x t i n k c i ó M é r t  p i r o -  

s z ő l ő s a v  /M g
T r a n z a m i n á z

E g y s é gs o r ­
s z á m a

m e n n y i s é g e
m l

1 .

0 , 5 0 , 2 0 2 8 5 6

0 , 5 0 , 1 7 2 5 5 0

0 , 2 0 , 1 0 1 0 5 0

/
2 .

0 , 5 0 . 1 1 1 1 2 2

0 , 2 0 , 0 8 5 2 5

0 , 2 0 , 0 7 4 2 0

3 .

0 , 5 0 , 2 4 3 9 7 2

0 , 2 0 , 1 3 1 4 7 0

0 , 2 0 , 1 2 1 3 6 5

3. számú táblázat

S a v ó
m e n n y i s é g e

m l

E r e d e t i
p i r o s z ö l l ő s a v

g

H o z z á a d o t t  
A  g

p i r o s z ö l l ő s a v

ö s s z e s e n  
m ó r t  p i r o ­

s z ö l l ő s a v  ,M g

E l t é r é s

/ M g - b a n Д  % - b a n

0 , 5 3 0 4 0 7 2 + 2 + 2 , 8
0 , 2 1 0 6 0 7 6 + 6 + 7 , 9

0 , 5 ; 1 3 2 0 3 7 + 4 + 1 0 , 7

0 , 2 : 5 4 0 4 7 + 4 + 8 , 5
0 , 2 9 4 0 4 8 ± 0 ± 0
0 , 5 3 4 2 0 6 0 + 6 +  1 0 , 0
0 , 5 3 4 2 0 5 2 — 2 — 3 , 9
0 Д 1 0 2 0 2 8 — 2 — 7 , 2
0 , 5 1 1 2 2 0 1 3 0 — 8 — S , 2
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jelent. Term észetesen az oldószerek és a kivonó folyadékok m ennyiségének és 
a kiem elt alikvotok változtatása ú tjá n  a m ódszer érzékenységét növelni és a 
szükséges savó m ennyiségét pedig csökkenteni lehet.

összefoglalás:

Szerzők ism ertetik  egyszerűbb tranzam ináz-ak tiv itás m eghatározási m ód­
szerüket, m elynek előnye az általában  e lterjed t m ódszerekkel szemben az, 
hogy az alkoholos kálilúg helyett vizes oldatokat használnak.
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РАСТВО РА ЕДКОГО КАЛИЯ

Авторы описывают более простый метод определения трансаминазной активности. 
Преимущество метода заключается в том, что вместо широко распространенного исполь­
зования спиртового раствора едкого калия применяют водные растворы.
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