Tranzaminaz-aktivitds mérése alkoholos kalilug nélkul

Irta: David Gabor dr. orvosalezredes és Gyarmati Laszl6 dr. gyo6gyszerész-
szazados

A tranzaminaz-aktivitds meghatdrozasa az utdbbi években a klinikai labo-
ratoriumi diagnosztika rutin feladatava valt. Szamos hazai (2,10) és kilfoldi
szerz6 (1. 2 hivatkozasait) szerint differencidldiagnosztikai jelent6ségl, rész-
ben maéj-parenchima léziokban, részben pedig szivinfarktusokban.

Az eredeti Karmen—Wroblewski—La Due (6, 8, 9) féle mddszer a kor-
hazi laboratériumok részére kdltséges és eszkdzigényes. Szellemes megoldast
k6zolt Dubach (4, 5), aki a tranzamindaz-aktivitast piroszdéllgsav-fenilhidrazon
alapon mérte, mégpedig a fenilhidrazonok azon tulajdonsdgat hasznélva fel,
hogy ligos kdzegben kdzdnséges fotométerrel is mérhetd szinezddést adnak. A
piroszollésav dinitrofenilhidrazonjat el6szor toluolba radzza at, majd pedig
innen alkoholos kaliluggal extrahalja. Ennek a modszernek a hatranya tehat
a kétszeres kirdzds — ami nehézkessé teszi —, masrészt olddszer-igényessége,
ugyanis sem az alkoholt, sem pedig a toluolt tiszten visszanyerni nem lehet.
Ez pedig széria-vizsgalatoknal jelent6s koltségkihatassal jar, tovabba az alko-
holos kalilig hosszabb ideig nem tarolhatd.

Ezért e modszer alkalmazasa soran ezen utdébbi nehézségeket kivantuk Ki-
kiszébolni. Koepsell és Sharpe (7) a hidrazonnak a toluolbdl tértén6 kivoné-
sara vizes alkalikus oldatokat hasznélt és a mérést 3 kiilonb6z8 hulldmhosszon
végezte és 3 szimultan egyenletb6l szdmitotta ki a piroszoll6sav, illetve a még
feleslegben levé ketoglutarsav mennyiségét. Dubach, Koepsell és Sharpe méd-
szerének alapjan olyan eljarast dolgoztunk ki, melynek segitségével a modszer
lényegesen egyszer(isithet6 azaltal, hogy a kirdzasokat kdvetd nem elegyed6

fazisok levalasztasat egyszer(sitettik és az alkoholos kalilug- alkalmazasat ki-
kiiszéboltik.

A maddszer leirasa:

A) Szikséges reagensek:
1. oldat: i
dl-aszparaginsav
KHPO4 .
a-ketoglutarsav

A harom anyagot 1 n kalilagban feloldjuk és 74 PH-ra beallitjuk, és 100 ml-re
feltoltjuk.
2. oldat:
110 g triklérecetsavat 100 ml-re toltjik fel desztillalt vizzel.
3. oldat:
5 g citromsavat 5 ml desztillalt vizben oldunk és hozzdadunk 5 ml anilint.
4. oldat:

100 mg 2 4-dinitrofenilhidrazint 20 'm| kocentralt sésavban oldunk, hozzdadunk
80 ml desztillalt vizet. Szirjuk.

5. oldat:

Toluol, vizzel telitett.
6. oldat:

5%-0s kaliumhidrokarbonat oldat
7. oldat:

10°/qos Natriumhidroxid oldat.
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B) Kivitelezés:

0,1—0,2 ml savéhoz hozzdadunk 05 ml 1. oldatot (szubsztrat). Pontosan
20 percig 25 fok C-on (+. 1 fok C) inkubaljuk. 20 perc utan a reakciét leallit-
juk 2 csepp 2. oldattal. Egyidejlileg hozzaadjuk a 3. oldat 2 cseppjét is. 20 perc
allas utdn 1 ml 4. oldatot adunk hozza és pontosan 5 perc mulva 2 ml vizzel
telitett toluollal kirdzzuk és a fazisok elvéalasanak gyorsitdsa végett centrifu-
galjuk. Ezutan a toluolos fazis 0,4 ml alikvotjat 5 ml 5 szazalékos KHCO3 ol-
dattal (6. oldat) razzuk 6ssze és szikség szerint centrifugaljuk. A toluolos fazist
palcikara csavart vatta-tamponnal leitatjuk. A kaliumhidrokarbonatos oldat
4 ml-es alikvotjdhoz 1 ml 7. oldatot adunk és pontosan 10 perc (1 perc)
mulva (3) mérjuik S—53 szlirén 50 mm-es kis kivettdban, vak oldattal szem-
ben. ,(A vak-oldat el@allitasa: a vizsgalatival azonos mennyiségl savdéhoz a
szubsztrat (1. oldat) hozzadadéasaval egyidejlileg az enzimaktivitds felfliggesz-
tésére 2 csepp 2. oldatot adunk. A tovabbiakban ugyanugy jarunk el, mint a
vizsgalati anyaggal.)

C) Ertékelés:
Ismert killonb6z6 toménységl piroszollésav oldatokkal a fenti eljaras sze-
rint felvett kalibraciés gorbe szerint torténik. Egységnyi aktivitdssal rendel-

kezik az a savd, melynek 1 ml-e 20 perc alatt 25 fok C-on ezen eljaras szerint
1 /ug piroszollgsavat képez.

D) Megjegyzés:

A fent leirt mddszer a S—GOT meghatarozésara alkalmas, a S—GPT meg-
hatdrozasa ugyanezzel az eljarassal lehetséges, ebben az esetben az 1. oldat
(szubsztrat) Osszetétele: alanin és a-ketoglutarsav ekvimolaris oldata. Tekintve,
hogy ekkor kodzvetlenll pirosz6llésav keletkezik, a 3. oldat alkalmazasa feles-
leges (11).

Megbeszélés:

A modszer megbizhatosagat ellendrizend6en ismert mennyiségd, illetve to-
ménységl piroszdllésav oldatokkal kalibraciés gorbéket vettiink fel, dgyhogy

1. szaml tablazat

Mért EXTINKCIOK
Bemért piro-sz6lfsav jMg-ban

[ I 0l v v
20 0,16 0,18 0,17 0,16 0,15
40 0,21 0,27 0,26 0,21 0,25
60 0,37 0,36 0.37 0,36 0,35
80 - 0,46 0,46 0,47 0,45
120 0,64 0,66 0,67 0,64 0,65
160 - 087 0,90 0,86 0,68
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a fent leirt eljarést teljes mértékben végigvittik. Eredményeinket az 1. szamu
tablazat tunteti fel. (Tablazatunkban minden egyes adat 3 mérés kozépértékét
jelzi.)

Miutdn igy a moddszer megbizhatésagarél meggy6z6dtiink, ellenériztik a
modszer reprodukalhatésagat kilonb6zd ismeretlen aktivitdsi szérumokkal,
egyrészt agy, hogy azonos szérumokbdl tébb parhuzamos vizsgalatot végez-
tunk, kildnb6z6 mennyiségeket hasznalva, masrészt pedig ugy, hogy a széru-
mokhoz ismert mennyiség( piroszdll6savat adtunk.

Eredményeinket a 2. és 3. sz. tdblazat tinteti fel.

A tablazatokbdl lathatd, hogy az altalunk kidolgozott eljaras a rutin kli-
nikai laboratériumi diagnosztika igényeit kielégiti és lényeges egyszer(sitést

2. szamu tablazat

Savi
. . " M ért piro- Tranzaminéz
sofr- mennylseqe Extinkeid szhl6sav Mg Eqység
szém a ml
0,5 0,20 28 56
1. 0,5 0,17 25 50
0,2 0,10 10 50
0,5 0.11 11 22
/
2. 0,2 0,08 5 25
0,2 0,07 4 20
0,5 0,24 39 12
3. 0,2 0,13 14 10
0,2 0,12 13 65
3. szamu tablazat
Savi Eredeti Hozzdadott dsszesen Eltérés
mennyisége piroszdllgsav A mort piro- .
nl g piroszd%\ﬁsav siollgsav Mg Mgban L % -ban
0,5 30 40 12 +2 2.8
0,2 10 60 76 +4 +7.9
0.5 13 20 37 +4 +10,7
0,2: 5 40 41 +4 +§.5
0,2 9 40 48 10 t0
0,5 34 20 60 +h + 10,0
0,5 34 20 52 -1 -39
04 10 20 28 -2 -12
0,5 112 20 130 -8 -5
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jelent. Természetesen az olddszerek és a kivon6 folyadékok mennyiségének és
a kiemelt alikvotok valtoztatasa Utjdn a modszer érzékenységét novelni és a
szlikséges savO mennyiségét pedig csokkenteni lehet.

0sszefoglalas:

Szerz6k ismertetik egyszer(ibb tranzaminaz-aktivitds meghatarozasi maod-
szerliket, melynek el6nye az altalaban elterjedt maddszerekkel szemben az,
hogy az alkoholos kalilug helyett vizes oldatokat hasznalnak.
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MopnonkoBHMK Mefd. cnyx6bl g-p . JasBua, KanutaH apm. cnyxbbl g-p J1. Obapmatu:

M3MEPEHWE TPAHCAMWHA3HOW AKTUBHOCTW BE3 CMUPTOBOIO
PACTBOPA EAKOIo KANWNA

ABTOpbI onucbiBalT 6osee ﬂpOCTbIVI MeTo4 onpeneneHuna TpchaMVIHa3HOVI AKTUBHOCTW.
MpenmyLLecTBO MeTofa 3aK/1H0YaeTcss B TOM, YTO BMECTO LUMPOKO PacrpoCTPaHEHHOro 1cnosib-
30BaHMA CNUPTOBOro pacTtBopa €AKOoro Kasma NPUMEHAKT BOAHbIE PacTBOPbI.

Dr. G. David, 0 berstl. d. San., Dr. L. Gyarmati, Apoth.-Hauptm ..
BESTIMMUNG DER TRANSAMINASE-AKTIVITAT OHNE ALKOHOLISCHE
KALILAUGE

Veerfasser verdffentlichen eine einfache Transaminase-Aktivitditshestimmungs-
methode, deren Vorteil gegen die allgemein verbreiteten M ethoden besteht darin,
dass statt alkoholische Kalilauge wasserige Losungen bendtzt werden,
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