Diagnostic enzimatic lll. Transfera

Determinarea activitatii
transaminazelor. Determinarea
activitatii creatin kinazei. \




Transferazele sunt enzime care transfera diferite grupe (-NH2, -CHO, -CH3) intre doua
substraturi, avand diferite coenzime (acizi folici, coenzima B12, piridoxal fosfat

Se denumescin functie de natura grupei transferate (de ex., aminotransferaze (transaminﬂ":;\ze
fosfotransferaze etc).

Activitatea plasmatica a celor doua enzime este redusa in conditii normale, deoarece sunt |
enzime celulare.
Prezenta lor in plasma in cantitate crescuta se inregistreaza in cazul unor afectiuni
cand, datorita unor modificari de permeabilitate a membranelor celulare, ies in spatiul extracélular
si ajung in sange.

Tn aceste situatii activitatea lor plasmatica poate sa creasca de 100 — 200 ori fata

de valorile normale.



Transaminazele sunt enzime care
transfera grupe amino de pe un
aminoacid pe un cetoacid.

Cei mai importanti donori de
grupe amino sunt acidul aspartic si
acidul glutamic, iar acceptori de

grupe amino sunt acidul piruvic,
acidul B-cetoglutaric si acidul
oxalilacetic.




Transaminaza ALT (GPT, TGP) catalizeaza urmatoarea reactié;

\
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ALT = alanin aminotransferaza

GPT = glutamat piruvat transaminaza
TGP = transaminaza glutamic piruvica
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Transaminaza AST (GOT, TGO) catalizeaza reactia:

GOT
HOOC-CHQ—(|3H-COOH 3 HOOC—(CHZ)z-h}-COOH —— HOOC-CHZ-I(IZ-COOH + HOOC-(CHZ)Z-(IZH-COOH
NH, O 0 CNH,

AST = aspartat aminotransferaza
GOT = glutamat oxalilacetat transaminaza
TGO = transaminaza glutamic oxalilacetica




Repartizarea transaminazelor in tesuturi si organe este diferita:
» ALT= ficat, rinichi, inima, muschi, pancreas.
» AST= inima, ficat, muschi, rinichi, splina.

Cele doua enzime difera si ca localizare intracelulara.

ALT este enzima citoplasmatica, in timp ce AST este enzima cu localizare m|xta\ (ata
citoplasmatica, cat si mitocondriala).

Determinarea activitatii transaminazelor ALT si AST prin metoda cinetica \
Tn cazul enzimelor care nu reactioneaza cu NAD+, se poate cupla reactia catalizata deg
cu o reactie indicatoare catalizata de o dehidrogenaza NAD - dependenta.

Produsul format prin actiunea enzimei a carei activitate dorim sa o determina
cu ajutorul dehidrogenazei.




Principiu. Reactiile care stau la baza determindrii activitatii .
urmatoarele:

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

Piruvat + NADH H" » [-lactat + NAD"




Fiecare mol de piruvat oxideaza un mol de NADH,H+ si este redus la lactat, astefel ca scadel
340 nm este direct proportionala cu viteza reactiei de transaminare.

Reactivi:
» 1.R1-reactiv enzimatic (TRIS pH 7,5 100 mmol/I, L-Ala 500 mmol/I, LDH>1200 U/I)

» 2.R2 —substrat (a-cetoglutarat 15 mmol/l, NADH,H+ 0,18 mmol/I, tampon pH 7,6,0,1 mmol/l
13,8 mmol/I). |

» Prepararea reactivului de lucru: se amesteca 4 parti reactiv R1 cu 1 parte reactiv R2. “"\l
» Mod de lucru: "\

Reactivii trebuie adusi la temperatura de lucru: 37C \

Reactivi Proba \
Ser 0,1
Reactiv de lucru 1

e agita epubetele si se introduc n baia de apa. Dupa 1 minut se citeste absorbtia A1P la 340 nm. Se rei
prubetele in baia de apa si se mai tin inca trei minute. Se citeste absorbtia A2P.

lcul:
[U/I] = Fx [(A1P — A2P )]/3, unde F este1745 la 370C
Valori normale: femei <42 U/I barbati <32 U/l la 370C



Principiu. Reactiile care stau la baza determinarii activitatii AST sunt |
urmatoarele:

AST
L-aspartat + a-cetoglutarat » - glutamat + oxalilacetat
MDH
Oxalilacetat + NADH H™ » [-malat+ NAD"

Recatia catalizata de malat dehidrogenaza (MDH) este reactia indicatoare §| se
masoara scaderea absorbtiei la 340 nm timp de trei minute.
Reactivi: |
1. R1 — reactiv enzimatic (TRIS pH 7,8, 80 mmol/Il, L-Aspartat 240 mmol/l,
MDH>600U/) \
2. R2 — substrat (a-cetoglutarat 12 mmol/l, NADH,H. 0,18 mmol/I, tampon pH
mmol/Il, piridoxal-5-fosfat 13,8mmol/I).

Prepararea reactivului de lucru: se amesteca 4 parti reactiv R1 cu 1 part



Mod de lucru:

Reactivii trebuie adusi la temperatura de lucru: 37C

Reactivi P roba
Ser 0,1 |
Reactiv de lucru 1 ‘-\

Se agita eprubetele si se introduc in baia de apa. Dupa 1 minut se citeste absorbtia A1P Ia\?40
» Se reintroduc eprubetele in baia de apa si se mai tin inca trei minute. Se citeste absorbti\a A2P!
» Calcul: [U/I] = F x [(A1P — A2P)]/3, unde F este1745 la 370C |
» Valori normale: femei < 37 U/l barbati <31 U/l la 370C

Variatii patologice. Activitatea acestor enzime creste diferit in unele afectiuni:
» GPT: hepatita virala, icter mecanic, pancreatita acuta

» GOT: hepatita acuta (mai putin ca GOT), hepatita cronica, ciroza hepatica, infarct mio



In general, in afectiunile hepatice inflamatorii ALT >AST (raportul de th'g
subunitar).

"\
\
» Lipsa tendintei de normalizare a transaminazelor serice in 8-10 saptama

este un indiciu de evolutie spre cronicizare, vindecarea completa a unei

hepatice fiind completa la revenirea transaminazelor la valorile normale.
\

» Tn necroza hepatics, AST > ALT.

» Tninfarct miocardic, transaminaza AST (GOT) inregistreaza o crestere mé\rcat
8-12 ore '\

» atingand maximul de activitate cam dupa 24 ore, activitatea sa normalizandu-s
4-7 zile dupa infarct.

» Determinarea sa nu este atat de utila ca cea a CK si LDH.



Creatin kinaza (CK sau CPK) este o enzima
care este asociata cu regenerarea ATP in
sistemele contractile sau de transport.

Tn muschi enzima este implicata in
stocarea energiei sub forma fosfocreatinei. : ‘

Creatin kinaza este larg distribuitd Th unele
e

tesuturi: muschi scheletici, miocard, creier = ._,._-,5_

si mai putin in vezica urinara, placenta, == 2
,,- —

uter, prostata etc.




Determinarea activitatii creatin kinazei prin metoda cinetica

Principiu. Reactiile pentru determinarea activitatii CK sunt ur

\

Creatin kinaza
Creatinfosfat » Creatina + P;
ADP +P; » ATP
Hexokinaza
Glucoza + ATP »  Glucozo- 6-fosfat + ADP

G-6-P dehidrogenaza
Glucozo- 6- fosfat + NADP” » Acid 6-fosfogluconic + NADPH, H*




Reactia catalizata de glucozo — 6 — fosfat dehidrogenaza este reactia |nd|ca
masoara cresterea absorbtiei la 340 nm.

» Reactivi: \
1. Tampon imidazol pH 6,7 si creatinfosfat 30 mmol/I;

2. Glucoza 20 mmol/l, N-acetilcisteina 20 mmol/I, acetat de magneziu 10 mﬁnol
mmol/I, ADP 2 mmol/l, NADP 2 mmol/Il, Glucozo-6-fosfat dehidrogenaza >1, 5 kU
kU/I.

Se amesteca 4 parti reactiv 1 cu o parte reactiv 2. \

\
\
\

» Mod de lucru: Intr-o eprubetd se pipeteazd 1 ml reactiv ( 4 parti tampon R1sio p
R2) si 0,04 ml plasma.

» Se agita si se lasa 2 minute pe baie de apa la 370C. Se citeste absorbtia la 34
(A1). |

» Dupa 3 minute de incubare se citeste din nou absorbtia (A2).




Calcul: 4127 x (A2-A1)/3 U/I
» Valori normale: femei: <165 U/I; barbati: <190 U/I ( la 37 oC).

Variatii patologice. Activitatea CK este crescuta in afectiuni ale muschilor cardiac si sché\Ieti

» Nivelul CK este considerat cel mai sensibil indice pentru infarctul miocardic acut si digtrof
\
musculara de tip Duchenne (activitatea creste de 50-100 de ori). ‘

\

Apar valori crescute si in cazul unor afectari ale sistemului nervos: accidente vasculare ceﬁ\ebral
degenerare nervoasa. ‘

» Ininfarct miocardic, creatin kinaza (CK) creste cu cateva ore inainte de declansarea crizei
propriu-zise, atinge maximul dupa 16 ore si revine apoi la valorile normale in 1-2 zile.
Importanta deosebita prezinta cresterea izoenzimei CK-MB peste 6% din activitatea enzi
totale. |

» In afectiunile musculare se determina activitatea CK, a izoenzimei CK-MM si a AST.



Izoenzime CK. \

Creatin kinaza exista ca dimer ce prezinta mai multe izoenzime: CK-BB (tip creier), CK-M
MM (tip muschi).

\
\

La electroforeza, CK-BB va migra cele mai repede spre anod (CK1), fiind urmata de CK- \B (

\

CK-MM (CK3). \

CK-MB se gaseste Tn miocard si muschii scheletici si reprezinta pana la 6% din activitatea \tota
dintr-un ser normal, cea mai activa fiind CK-MM ( aprox. 94%).

CK-MM

CK-MmB
CcK-BB



Gama-glutamiltransferaza este o enzima implicata in sinteza peptidél
proteinelor, reglarea glutationului tisular si transportul aminoacizilor pr|n
celulara. -

Se gaseste in canaliculele hepatice si biliare, mai putin in rinichi, creier, panc

Se foloseste ca indice de diagnostic pentru afectiuni hepatobiliare si momtbrlz
consumului de alcool.

'\
I\

» Determinarea activitatii gama-glutamiltransferazei

» Principiu: y-Glutamiltransferaza (y — GT) catalizeaza transferul acidului glu\ amic
un donor (sintetic, y-glutamil-p-nitroanilida sau derivati ai acesteia) pe un ccep
(sintetic, glicil-glicina). ’

» In urma reactiei se formeaza p-nitroanilind (sau derivati ai acesteia), color t
galben.



Reactivi:

1. Tampon Tris 100mmol/I, pH 8,2 si glicilglicinda 100 mmol/;

2. Gama-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida 4 mmol/I.

Mod de lucru: intr-o eprubetd se pipeteazd 1 ml reactiv format din 4 parti tampon si o parte reac'E\tiv
adauga 0,1 ml plasma.

Se agita si dupa un minut de incubare la 37 oC se citeste absorbtia la 405 nm (A1).
Se incubeaza din nou 3 minute, apoi se citeste absorbtia A2.

» Calcul: 1158 x (A2-A1)/3 U/I

Valori normale: 15-60 U/l la barbati, 10- 40 U/I la femei.

Gama-GT este un test deosebit de sensibil de retentie biliara.

Valori crescute se intalnesc si in hepatite cronice, neoplasm primitiv sau metastazic al ficatului, msuflc'en’g "
cardiaca cu staza hepatica sau in leziuni pancreatice.

Creste la alcoolici sau dupa administrare de barbiturice.




