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Réviditések:

GOT: 246elel, L-aspartat-2-oxoglutarat-aminotransferase.
GPT: 24661424 I=alanin-2-oxoglutarat-aminotransferase,
MDH: 1.1e1437. I-malat:NAD oxidoreductase.

ILDH: 1.1.1,27¢ I—~lactate:NAD oxidoreductase.

NAD H: nikotinsave-adenin-dinukleotida, redukalt alakja.

Flfo.: eclektroforezis.

PCMB: p=klérmerkuribenzoidt,

Wte: Vorés-vértest.

Ms.: molekula-suly.

DEAEL: dietilamino-etiléter /szérmazék/

ME /egység/: a Comission on Enzymes of the Intermational
Union of Biochemistry 1961, szimpozionjén hozott ha-
tarogata alapjén 1 Nemzetkizi BEgység definicidjas 1
Egység az az cnzimmennyiség, mely 25 ¢%on 1 pexrc
alatt 1 mikro-Mol, szubsztratumot alakit at. 1 ME
/1 milli-egység/ = 1 / 1000 Nemzetkizi Egységgel.



Bevezetés.,

Izoenzimek .

Az izoenzim kifcjezés olyan enzimeaktiv fehérjék meghas=
tédrozaséra hasznidlatos, melyek ugyanezon speciesben szo-
nos realkeidt katalizdlnak, de fizikokémiai tulajdonséa-
gukban kiilénbiznelks

BAr az enzimek kiildonbizd formakban valé elé6fordulésa
néhany évtizede ismert volt, mégis csak az elcktroforeti-
kus vizsgalatok bevezetése és a kromatogréafids tehnikak
kidolgozésa vezetett teljesebb kibontakozéshoz az utédbbi
években, Amidta Wielond és Pfleiderer egyidédben Vesellel
és Bearn-al 1957-ben kimutattik az IDH heterogenitését,

az 1DH enzimek kilonbozé formbinak igen nagy irodalms sziie
letett, és az altaluk bevezetett tehnikai megoldisok le-
hetiveé tették az cgyéb izoenzimek kisérletes felderitését
ise Az izoenzimek, nevezetesen 2z LDH és alkalikus foszfa-
taze, a klinikeoi kémidban nyertek diagnosztikus alkalma-
zést, mig mésok, mint a kolineszterize éc glukdze-t=P-de-
hidrogenize a genetikéban keltettek igen nagy érdeklédést,



194 3=ban Warburg és Christian igazoltik, hogy az élesztbbhdl
c1641litott aldoléze szémos szemyoontbdl kiildnbizik az adlla-
ti szovetekbll izolalt aldolézétdl. Mas szerzbk, kilonbizd
pepszin, kimotripszin, tripszin, xantin-dchidrogenize és
lizozim formédkat irtok les Kilonbozé &ilatok azonos szdve-
teib6l izolalt enzimek eltérd tulajdonsageit szémos szerzd
figyelte meg. Példiul emberi nyalbél izolalt, és a pankre—
asz alfr-amildze azonossk voltak, de kiilénbiztek oldékonyséi-
gukban, pH optimumban éc egyéb vonatkozisokban a disznd-
pankreaczban taldlhatd azonos enzimtél, /Meyer,Fischer és
Bernfeld, 1947./ Ezenkiviil szémos speciesben talalhaték
azonos katalitikus tulajdomsigu enzimek, melyek egyéb as-
pektusban igen kilénbizbek. Human prostatabol izolalt sa-
vanyu foszfatiéze jelentisen eltér inhibitorait tekintve a
human erythrocytikbél nyert foszfatizétol, de mindkettd
egyerant katalizdlja a foszfatészterek hidrolizisét. ./De-
nuth, 1925,; Kutscher és Wolbergs,l935,;Abul-Fadl és King,
1949,/

- Az acetilkolineszterize a vvt.-ben és az idegszivetben
konnyedén hidrolizalja az acetilkolint és az acetil-béta-
metilkolint, de nem katalizalja a benzoilkolint, mig a maj-
eredetii pseudokoliﬁeszteréze az interstitiumbol, szivbdl

és vérszérumbdl izoiélttal egyutt kissé, vagy egyaltalan
nem hat az acetil-béta-metilkolinra,de konnyen hidrolizal-



Ja o bengoilkolint it oz acetilkolint is. /Mendecl és Rude
ney, 1943./
Igy, .bé.x' azonos kémiai reakecidk folynak le, o2 enzimek mé-
gis ..kiilénbﬁanok szubsgtratepecificitisukban,
Warburg 1940-ban felvetette, hogy azonos reckeidt katalizb-
16 enzimek kiilénbizd szivetekben sgzervspecifikusnsk kell
hogy legyemek, Pfleiderer és Jeckel 1957-ben leirtdk, hogy
patkényszivizombél és patkiny-vazizmokbél izoldlt IDH kil
1gnbiznek clektroforetiius mobilitisbon és szémos egyéb
tulajdonségban ise Meisner 1950-ben elbgzetesen kimutatta,
hogy a hristilyos merhassiv-ilH Lét, elektroforetikusan el-
térd, fehérjét tertaimez, és Neilands 1952-ben azt talélta,
hogy mindkettd cnzimatikusan aktiv. Igy vildgosan igazolést
nyert, hogy cgyetlen szervbdl egyntél tibb formiju enzim is
izolalhaté, Erebs 19535-ban kizdlta, hogy clektroforézissel
61e8at6-Lehérjébdl 4 alakot czepardlt, emelyik kozill mind-
egyik glicerin-aldehid-P=dge oktivitict mutotott. Még vita-
tott, hogy ezek a killonbizd enzimealakok a hordozé fehérjék
eltérd ossgociacidéi révén keletkeznekwe, de a kiilinbizd
frakeibk kristalyos alakban vald eléallitise ugylatssik cle
veti ezt a lchetiséget.

a==e
Az "isosyme™ clnevezéo, melyet Markert és Mgller 19 9=ben
ajanlott, leirva a molekuléarisan killonbigb,de azonos engime



aktivitést mutaté fehérjéket,elterjedt,de az "isoensyme"
név, az elébbi altermativ formaja, taldn eldbnyosebb. Az
"isoensyme" elnevezést ajanlja a Standing Comitte on En~-
zymes of International Union of Biochemistry;leirva az
egyetlen speciesben fellelhétﬁ kiilonboz6 enzim-formakat.
Mégis az "isosyme" kozinségesen elfogadott alternativa.
/VWebb, 1964/, A kifejezés preciz d#finicidja problemati-
kus, mert mig az elektroforetikusan kiilénboz6é LDH frak-
cidk, egyetlen speciesbdl izolalva,lleirhaték izbenzimként,
mert ezek egyetlen szbvetben fordulnak eld, addig az alké=-
likus és savanyu foszfatazet kiilén énzimnek tekintik, és
ugyancsak kiilén enzimkén£ kezelik az acetiikolineszterézét
és a pseudokolineszterazét is. Mafkert és Mgller 1959-ben
tanulminyukban elhatarolték a laktat, malat és izocitrat
dehidrogendzé#t, melyek koziil mindegyik magas-foku szubsz-
trat-specificitdssal rendelkezik., Ok ugy vélik, hogy a kil
16nb6z6 molekuldris formaju alkdlikus foszfatéze,peroxidize
és eszterdze nem kvalifikalja ezeket, hogy izoenzimként te-
kintsék 6ket, mert csikkent specifikus tulajdonsageik miatt
az enzimek olyan csalddjéba tartoznak, melyeknek kiilonbizb,
de atfedd tuladdonségaik vannak. /"have distinct,but over-
lapping specificities"/ Ujabb munkék azomban felvetették,
hogy ezeket is izoenzimeknek kell elbiralni.

Az enzimek tobbféle formdinak klasszifikicidjat alaposan tare



gyalja Wieland és Pflederer 1962~ben megjelent munkéja.Ok
ugyvvélik,‘hogy az izoenzimeket meg kell killténboztetni a
hetéroenzimekt&l, : Err :

Az elsb meghatarozast, az "isoensyme"-t korlatozni kell
ézokra_a formékra, melyek ugyanabbél a szervbdl és szivet-
bél szarmaznak és izodindmidsak, azaz azonos katalitikus
akciéguk van. A heteroenzimek szintén izodinémidsak, de
kiilonbozé szervbl, sét kilinbdzé speciesbl szérmaznak.
Alta;éban_a heteroenzinek kozotti kilonbség sokkal nagyobb,
mint a¥ izoenzimek kozott, mivel szamos heteroenzim mole-
kula nagysagban is jelentékenyen kilonbozik. Ple: élesztd
alkoholdehidrogenaze Ms.: 150,0003 ugyanez majbol izolalva
Ms.: 73,000 /Dixon és Webb, 1958;/ misok viszont feltiinden
hasonléak, pl.: marha, diszné és juh tripszin., /Vithyhthil,
Buek, Bier és qud, 19613/

Kivetkezéskép, a definicié problémaja élesen jelentiezik,
kiilontsen akkor, ha mint az aszpartit-amino-transzferize,
az enzim kiilénbozdé formédban van jelen a mitochondriumokban
és a sejtek supernatanséban. /Eichel és Bukovsky, 1961,
Boyd, 196l./

Nemcsak kilonbozd speciesben, de ugyanazon 4llat kiilénbizd
sgerveiben, s6t a sejtek kilonbizd részeiben fordulhatnak
eld azonos biokémiai funkcidt ellatd, de eltérd formiban

eldéfordulé enzimek,Hovatovabb, bizonyos enzimeket mester—



ségesen lehet Xkiilonbdzé formédba hozni, mikézben megtart-

Jék eredeti katalitikus tulajdonsigukat. Tisztitott élesz-
t6 hexokinize DEAE cellulose oszlopon szepardlva 6 eltérd
forméban 811ithatd eld: ezek kizilll 2,/a és b/ szukcindb
pufferrel pH-gradiens eluiléssal valaszthatd le, /I. cso=-
port,/ mig a hatrelevd maradékot /¢, d, e és £/ NaCl gra-
dienssel sikeriilt eluédlni., /II. csoport./ - /Kaji, Trayser
és Colowick, 196l1l./ Az I. csoportbelieket &4t lehet dsgkitani
a II; csbportnek megfelelben, ha glukoz jelenlétében trip-
szin vagy kimotripszin hatésénak tesszilk ki, Mivel sem az

I. sem a II, csoport enzimjei nem &llnak egy "single protein
entity"-bb6l, Wieland és Pflederer 1962-es kizleményében nem
tekinti izoenzimeknek.

Az a tény, hogy szémos izoenzim kiildnbizik a szubsztritana-
légokhoz vald affinitésédban, valamint koenzim-analégok és
inhibitorokhoz valdé viszonyiban, felveti a kérdést, hogy az
"izo" prefix kivetkezetes-e, de mint elfogadhaté alternativa
feltétlen javasolhaté. A majdnem kimondhatatlan "homoioensyme"
nem talalt elfogadésra. Igy a Standard Comitte on Enzymes
hatarozata alapjén ajanlott "isoensyme™ kifejezés a legmeg-
feleldbb,



Transganinize isoengimels,

A szimos enszim kigil, melyek egy eminocsoport atvitelét
katallzdljik alfa-keto-savelora, logalaposabbon a 2, 6, 1'; 1.
éspartat-aninotransferaset /COT/ 65 @ 24 Go 1o 24 olonin-
aminotrensfercset /GPT/ tonulminyosthle :

A kbt enzin a kivetkezd reakeidt ketalizdljas

A GOTs

alfa-keto-glutirsav ¢+ asgperaginsav = Gluteminsev ¢+ oxolite
cceteav.

A GPTe

Alfo-keto=glutirsav ¢+ alanin = gluteminsav + piroszélisav.
Vindkét trenssaminize ensim prosztetikus csoportja a pirie-
doutl=5-fonzfit, A tronssomintlés két lépésben torténiks
ellezbr oz anmino-csoport transsportilédik a piridoxilra,

eni pirddoxaminné alalul, Masodik 1lépbécként a piridoxemin
rooghl a ketosavval és vissgeslakul piridoxilid, A reakedd
egyy 0 koensimmel képsett Schiff-bizison, mint intemedieren
kovesstill sajlik le, egy Schiff bAzisen beliili protenelto-
16dis segltségbvels /Velick és Vavea, 19623/

Jenkins és munkatirsal 1959-ben disanészivbll iszoldltéik as
G0T-0t, mielltt még icmert lett volns, hogy ennck ag engime



nek két molekuldris formdja van. A készitmény 110,000 Ms.-
nak bizonyult és két koenzim rezidiumot tartalmazott, pre-
domindnsan piridoxal-5-foszfatot, per mol, enzim, Az enzim
a koenzimet elgngedi melegités, vagy sav vagy lug hozziadb-
sara_; /Velick és Vavra, 1962,/ Sizer és nunkabarsai 1965«
ben azt irjék, hogy a GOT 116,000 Ms.-u, proszbtetikus cso-
portot tartalmaz, valamint minden eznimmolekulénak 2 aktiv
centruma van, Mint szt a ¢t¥-el jelzett glutaminsavval vée-
zett kisérletek igazoltik, a glutaminsav 1-2 molekuldja rea-
gal 1 mol; enzﬁmmel; Egy mol. enzimre 12 tiol, és 24 szabad
aminocsoport ju‘t; A tlol csoportok kiziil héromnak ven jelentd-—
sége az enzimaktivités szémpont:jébél; PClBe=~vel vald blokko-
léskor ez enzimaktivitis 80-90 %-al csbtlkken, /Krawczynski,
1967+/

A GOT és GPT enzimek szémos emberi és édllati szbvetben ell=-
fordulnak, és aktivitésuk valtozd, Szivy maj, vézizonm és
vese egyearédnt gazdag GOT.-ban, de a mij és a vese bbvebben
tartalmaz GPTe~t, Noha a szbvetek nmajdnem ezerszer nagyobb
mennyiségben tartalmazzék ezeket, mint a vér-szérum, szdvet-
sériilés esetén megjelennek az enzimek a szérumban, és az

igy meghatirozott szérum-enzim-aktivitas, kiterjedten al-
kalmazott diagnosztikal teszt. Myocardium infarctus utén
igen jelentés, de mulékony GOT aktivités észlelhetb, fertb-



26 hepatitiskor mindkét trongaminoze ssing Jelenibsen meg=
né a sgérumben, s aktivitisukbél a tapesztalatok szerint.
diegnosztikal és prognosztikal tényekre lehet kivetkeztetni.
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Az aspartat-sminotransferase /GOT/ izoenzimek
szeparilésa,

A GOT myocerdium infarctus utén, vagy fertizd hepatitisnél,
egyerént azonos mobilitést mutat, irta le Wroblewski, 1957,.
Pryse~Davies és Wilkinson, 1958, Sevela, 1958, Fentiek
megfigyelték, hogy ugy ez emberi sziv, mint a maj gasdagon
tartolmazza ezt az enzimet, Papir Elfo-val a GOT mint egy
lassu alfe~-2 globulin véndorol, mig a GPT a béta-globulinnal
azonos mobilitbsu, Jolehet a COT homogen szubsztancidiju, mé-
gis a tisztitott szive és mbéj-enzimek két elektroforetilku~
san elvalasazthatd frekeidt tortalmaznelk, /CGreen, Leloir és
Nocito, 1945., Jungner, 1957, Fleisher, Fotter és Walkim,
1960, +Boyd,s 1961,. Augustinsson és Frne, 1961,/ Fleisher

és munkatirsel /1960/ bebizonyitotték, hogy ha a kutyassziv
kivonotot pH 7,0 mellett 0,01 ionerisségi foszfatpufferben
carboxymetylcellulose oszlopra vitték fel, az egyik izoenw
zin adsorbedldédott, mig a misik oldatban maradt. Eredményei-
ket megorbfsitették papir-Elfoval végzett vizsgilatukkal is,
anikor pfl 7,4-es foszfitpufferral dodgoztaok, melyben 1 Z-0s
bovin-albumint teltek, hogy ezzel megbrizzék az enzim ak-
tivitasats Az Flfo-grammot csikokra vigva eluilték, és az
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enzimaktivitést Karmen szerint /Karmen,l955,/ hatiaroztik
mege Ugyanilyen eredményekre jutottek ewmber, diszné- és
kutyasziv'kivonatokkal ise A készitmények kozil egy izo-
enzim.mlnaig az andd felé, a masik a kabdd felé migrélt.
Nen talaltak speclesbeli kulonbsegeket a katod felé vandorlo
fralkeidk Lozott, de az anddikus frakeié értékelhetd elté-
réseket adotts a human izoenzim véndorolt a legmesszebb,
utana a dlszné-frahcio, nig a kutya321v—1zoenzim a startvo-
nal kozeleben maradie

A két izoenzimet késdbb J61 tisztitott forméban éllitotték
eld kutyamijbél, kromabogrifidsans hdkezeléssel és ammonium-
szulfitos frakciondlissal /Fleisher,1960./ Ugyaneszk joél
szeparélhaté agar-gel Elfo-val, vagy zéna Elfoval, szukriz-
grédiens oszlop—Elfoval. /Boyd, 19614419624/ Augustinsson ‘
és Erne 196l.-ben kromabtografids eljéridst irt le.

Boyd 19c2-ben igen egyszeri tehnikat irt le a GOT akbivi-
tas léathatévatételére asgar-gel-Elfo uban, Wiem /1959/ el-
Jarasat médositva; A szubsztratumot, MDH-t valamint NAD.
H-t tartalmazd gelt kontaktusba hozza az enzimef tartal-
mazd gellels A parositott geleket inkubdlja. Inkubdlis
utén UV fényben vizsgilja az enzimektivitist, s azok s8tét
vonalak alakjéban Jjelennek meg a fluoreszkald gelben;'UV
fotéval marasdanddan regiszbrédlhatd. |
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Boyd és Latmer /1961/ j61 hasznélhatd tetrazonium festési
tehnikat dolgozott ki a GOT kimutatéséra, keményitl-gel- -
Elfo uté.n;l_ Még egyszeriibb festési tehnika /Schwartz, Nis-
selbaum és Bodansky, 1963,+ Decker és Rau, 1963/ az oxal-
acetatot 6+benzamido—#—ﬁetoximptoluidin-diazoniumkloriddal
/bzoene fast-violett B./ festik mege Iz képezte a serum—
GOT specifikus koloriﬁetiiés meghatérozédsénak alapjat, mely-
lyel a gyakorlatben a serum-GOT-sktivitést hatérozzék meg.
/Babson; Shapiro, Williams és Phillips, 1963/, Decker és
Rau /1963/ kbz5lték, hogy a diazonium-tehnika jobb ered-
ményeket ad mint a tetrazoniumos eljirés. |

A diazonium tehnika szintelen h&ttérhen szines csikot ad.
Boyd /1962/ leirta, hogy a GOT izoenzimek szdvethomogeni-
£atunbdél bubtan=li-ol-al kivonhatédk, s ezek tovabb szeparil-
haték ammoniumszulfétos frakcionéléssal; A 60 - 75 %=o0s
Telitetiségl precipitatum tulnyomérészt ondédikus izoenzi-
met ad, mig a katdédikus izoenzim csek magasabb koncentricid
mellett precipitalhaté.

Az enzimfrakecidk ektivitésinak Osszehasonlitésakor figye-
lembe kell venni, hogy az oxalacetat, mint reakcidtermék,
inhibitorikus hatésu; Boyd /1961/ ezért ajénlja a Karmen
/1955/ metodikét, mert ennél az eljirésnil a keletkezd
oxalecetsav olyan gyorsan bomlik el, mint emilyen gyorsan
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keletkezik MDH és NADH hatéséara., Ez a reakeid spektrofo-
tometridsan kévethetd 340 nanometeren. A Reitmann és
Frankel /1957/ kolorimetrids eljardsa, velamint Cammerate
és,Cohen.spektrofotometriés eljarasa /1951/ kevésbé kie-
légitdek, mert ezeknél az oxalecetsav akkum&léciéja bo-
nyolitja a reakeidts

A GOT izoenzimek tulajdonséiga.

A GOT Ssszakbivités jelentds része patkinymijhomogenizi-
tumban a mitochondriumokben merad, /Hird és Rowsel,1950.,
Miiller és Leuthardt, 1950./ és szémos kutaté kizdlte,hogy
a szdvethomogenizitum aktivitasa térolés kizben ndévekszik,
valdészinileg az enzim kiszabadulésival a mitochondriumokbél;
/Schmidt és Schmidt, Wildhirt, 1958,. Rosenthal, Thind és
Conger, 1960./

A mitochondriumokat dezintegralé eljérésok, Waring blendor,
vagy ultrahengos dezintegricidé, minden esetben tetemes en-
zim-aktivités novekedést okoztak, és a mitochondridlis ak-
Uivitéds minden esetben 2 - 4 szerte nagyobb volt, mint a
szupernatens aktivitésa. /Eichel és Bukovsky, 196l1,. Boyd,
1961./

Rosenthal et al. /1960/ igazolta, hogy a patkénymajbdl
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izolalt mitochondridlis és szolubilis GOT hasonléan visel-
kedik, mint az anddikus és katdédikus formaj azaz a Boyd 4l=-
tal 1961l=ben leirt GOT I. az anddikus frakeid, a szuperna-
tanssal lenne azonos, mig a GOT II. a katédikus frakeidy mito-
chondridlis eredetils.

1962-ben Boyd ezt megerdsitette patkénymij butanolos ex-
tractummal végzett vizsgélatédban, mikor a szupernatans csak
anédikus, a mitochondridlis frakecid pedig csak katddikus
izoenzimet tartalmazott.

A két izoenzim nemcsak Elfo-mobilitésban, vagy kromatogré-
fids viselkedésben kiilénbdzik, hanem pH érzékenységik valamint
immunokémiei tulajdonségaik is eltérbek, mint ezt Nisselbaum
és Bodansky 1964-~ben igazolta;

Fleisher et als /1960/ jelentds kiilonbségeket kézblt kutya-
sziv-izoenzin I, és II, kiildnbozd pHendl torténd sktivitéas
meghatérozéskor. Ha a pH~t 7,4 ald csokkentjliiky, az Izoenzim
I; ektivividsa rohamosan csitkken és pH 6,0-ndl mar csak 40 %-a
marad meg az eredeti aktivitésnak, Hasonld kdriilmények kdzdtt
az Izoenzim II,-nél ilyen csbkkenéds nem tapasztalhaté. Boyd
/1961/ patkinymajbél elddllitott Izoenzimeivel hasonld ered-
ményre jutott. Fleisher et al. /1960/ kbzdlte, hogy a két
izoenzim K -je is kultnbozik. /asparaginra és ketoglutarat

szubsztrat koncentracidra vonatkoztatva./
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PH 6,0-on a kutyasziv GOT Is Ky-de 58,4.10'3 M.

pH 7,4~en 11,9.1072 u,
Az izoenzin II; ugyenebbll a szbvetbdl izoldlvas
pH 6,0 2,48,107° M,
PH 744 0,7.10™2 1,

4 katédikus izoenzimnek nagyobb az affinitésa az asgpa-
ragin-savhoz, mint az anbédikus frakcidnak, Az anddos frak-
cidnak viszont a ketoglutarsavhoz ragyobb az affinitésea,

s igy pH 6,0-nadl, nagyobb koncentricidban a ketoglutérsav
gatolja a reakecidét, /Boyd, 196l./

Tisztitatt GOT készitményekbSl izolalt GOT-I.-et vizsgilva
hasonlé eredményre jutottak mégs Green 1945,.,, 0'Kane és
Cunsalus, 1947, Jenkins és Sizer, 1957, Jenkins, Yphantie
és Bizer, 1959, Lis, 1958,. Velick és Vavra 19c2-ben mint
Fleisher et al. valamint Boyd az Izoenzim I. /GOT I./-re
vonatkozé megfigyelései az enzim nagy specifikus akbtivité-
84t 1lletden. .

A két izoenzim kilonbdzik még a vérbdl vald eltiinési sebessé-
glltben is. Wekin és Fleksher /1963/ kutydknak ive. beadott
Izoenzim I. sorsadt figyelték, s ez csak 4 - 5 nap mulva tiint
el a keringésbdl, mint az Izoenzim II; ¢ Oran belil elimi-
nélédotte Kontrasztként: a GPT 19-25 nap mulvy is kimutat-
haté volt az injectic utén.
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Wekim és Fleisher szerint a fentiekben a RES clearance jat-
szik szerepet; | |

Boyd és Latner /1961/ Govabb vissgiltdk sz Izcenzim I.-eb

és II,-6%, és nem taldlbék homogennek. Myocardium infarc-
tusnal és CCl4 mérgezéskor taléltak egy harmadik savolt is.
Decker és Rau /1963/ Kiil6ubszé patkinyszBvetbsl izoldlt
enédikus izoenzimet vizsgélva azt taldltdk, hogy a mij,ssziv,
‘ és vézizombél 1z0141lt enzim hérom csikra bonthaté, mig a
vese-eredetil csak kettére. Ugyan&k}mutatték ki, hogy a ke=-
reakedelmi‘forgalomban lev8 kristélyos sertéssziv GOT
/Boehringer/ 4 gndédikus frakeidt tartelmaz, és nincsg benne
katodos frakeid.

Az emberi sziv anddikus izoenzime hirom frakelét tartalmaz,
nig a kutyasziv GOT homogene. A szerzdk szerint az ok az el=-
térd aminosav-dcszetételben, vegy mis csoportok kildnbségé-
ben keresendd, pl.: sialinsav és az enzimfehérje kapcsolddéd-
séban, Boyd 196l-ben korrigélie elézd kizleményeit, mivel a
leirt szbvet-prepardtumokbdl izoldlt GOT-aktivités nérései
tévesek #oltak, mert uténvizsgélata szerint mint az extrac—
tum, mint a homogenizétum egyarint tarvalmazza e mitochondrii-
lis és oldhaté forméjét az enzimnek, Ez a kritika nem érinti
az Izoenzim II, vérpalydblél vald eliminélési sebességére vo-
natkozé megdllapitéisokat. Ugyanekkor kézdlte, hogy a szérum
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COT-aktivités inkabb a szolubilis forma meghatarozasa, és
hogy a katédikus forma csak 6 - 11 %=-a a myocardialis in-
farctus vagy feft&zﬁ hepatitis esetében meghatiarozott GOT
szérun-szintnek, ' |

Block, Carmichel és Jackson 1964-ben kézolbék, hogy az
emberi szérum izoenzim tartalma sokkal bonyolultabb,mint
azt az eddiéi munkék leirtak,

Ha a szérumot keményitﬁ-gélen, vagy gélblokk-Elfo-val
valasztottak szét, és festési tehnikét hasznialtak, ugy
csak két frakcidt talélték, és mindkettdé andédikus volt.
Mig barmelyik gelt, vagy blokkot elualtak, 3 anbédos és
két katdédos frakeiot téléltak. Ezek koziil a C komponens
volt a leghdellendlldbb, mig az A volt a legtermolabili-
gabu frakeié. Block et al, 1964-ben kizoltes

GOT izoenzimek emberserumban:
Szb4zalékos megoszléas:
Anédikuss Katédos:
Frakcidk: A B C D E
12,8 24,3 26,4 19,6 17,0
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Alanin aminotranszferiaze.

Allati szbvethomogenizitumban csak a szupernatansban
talaltak meg. A kutatdék egyontetii véleménye szerint Elfo-
val csak egy savot ad./Fleisher, 1960., Boyd, 1962., Se~-
gal és mtsai, 1962., és masok/. _

Lang és Massarat 1965-ben szovethomogenizatumot vizs-
galtake Az elGdllitott tisztitott GPT enzim, a GOT-al
ellentétben, véleményiik szerint az ismertetett immuno-
loégiai és biokémiai vizsgidlatok alapjan nem mutatott
toébbféle molekularis format, s igy azt tételezték fel,
hogy CGPT izoenzimek nincsenek.

Egyedidl Swick és mbtsai irjak 1965~ben, hogy sikeriilt
patkényméj-homogenizétumbél az enzim mitokondrialis
formajat is izoléalni, mely az osszes CP1 enzim kb, 8 %
4t ‘tette ki

Igy a tobbség azt a konkluziét vonta le, hogy minden
dllati szovetben, melyet tanulményoztak,'ez az enzim

homogen.
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Az attanuiminyozott, altalam hozg&férhetd irodalmi ada-
tok alapjén munkimban azt a célt tiztem ki, hogy egy-
vészt: igazoljan, hogy oz alanin-sminotranszferaze /GPT/
is igoenzim alegységekbll 411 a GOT-hoz hasonléangmioe
résat pedig, oz izoenéimek vizsgalatéra olyan ubnnyén
hoszétérhetS; nem f&l nogy tehmikai berendezést igény-
16, de hasznalbaté modszert dolgozzak ki, mely bizto-
sitanéxaz izoengimek kimutotésat és a kapott eredmények
6rtélkelésdt biokémied és kiinikal szempontbdél egyarint,
A GPT igoenzimek kirutatidsét oszliopkromatografiavals
UEAY Sephadex és DEAE Cellulose~oszlopon,

Agar—gel Elfo-val,

Cellogel=Eifoval, valemint

papir-Eifoval kiséreltem meg.

Az elvélaszﬁéahoz ninden esctben emberi sgerumot hasznile
tamy fOleg olyan betegek szerumat, kiknél magas tran: g
amindze szintet talaltunk a rutinvigsgilatok soran.

Flvalesztbs DIEAE Sephadex oszlopon.

24 6réon 4% desztiilélt vizben duzsasstott DEAR Sephadex



A 50 anioncserélé gélt 2 x 15 cm.-c8 oszlopra vittem -
Tfele 50 mls Oy4 M. NaOH-val atmostom, majd dest.vizes
mosés utén 50 ml. 0,5 ne HCl,-el €1~ ciklusba hoztam
és desztilléalt vizzel ekvilibraltam.

4 ml. vizsgalandd szérumot az oszlopra pipettéztam,

majd viges elacid kovetkezett,15 frakeidn at.

Cseppszém: 3 - 4 masodperc/cseppy, 4 ml.-es frakecibk.
M/ 15 pH 8,0 foszfat pufferrel a rendszer pH=-jat b,p-
re adllitottam be. Innen az elualéast pH gradienssel foly-
tattam pH 8,0 - 6,0 kizotte A gradiens Ossztérfogata
200 ml, volt. Az elualas utolséd szakasza pH 7,4-es

M / 15 foszfat pufferben oldott O - 0,5 M NaCl gradiens-
sel tortént. Fz az ossztérfogat 100 ml, volte 108 frak-
ciét szedtiink le. Minden frakcidbél fehérjemeghatéaro-
zést végeztem 280 nanometeren, spektrofotometerrel nért
UV abszorpeid alapjan és minden frakciébdl meghataroz—
tam a GOT és GPT aktivitast Reitmann és Frankel szerint,
A médszer részletes leirasat a papirelektroforezises
vizsgalatok ismertetésénél fogom megadni.

A k62061t 4bran egyitt abrazoltam a GOT és GPT enzimek
egyideji elvalasztiasate. /l.8bra./
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l.4bra,s ~ = - : 260 nanometeren mért fehérjc Bey =~ 3
GPTQ. -omey COT cngimaktivitas E.

Az akut hepatitisben szenvedd bLeteg széruminek GOT
Oscezaktivitisa ¢ C40 ME,, CPT Ocszektivitisa 820 ME,
volte

Mindkét enzim a deszts. vizes cludlisnil egy-egy hotae
rozott peakwet ade A misodik, erbsebb peak, a pH gra-
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diens elején a pH ¢,0-as tartoményb:n még erditeljesebb.
Néhany kisebb csucs mutatkozik a pH 7,6-0s tartoményban,
majd a sbégradiens mezejében is volt jol mérhetd aktivités.

A GOT ioncseréld kromatografids elvélosztasa az irodalmi
adatok alapjan mar ismert /Ivangelopulos, 1965/, de az
adbran lathatd, hogy a GPT is hosonléképen alegységekre
bonthatod.

Elvalosztas DEAE Cellulose oszliopon,

Serva-lEAE~Cellulose~t megfeleld mbédon felszuszpendalva
és Uleépitve 0,5 ne. HCl.-el kezelve, majd deszt,vizzel
mosva és 0,4 M NaOH-val aktivalva, ujra scmlegesre mos-
tuk, s 1 x 15 cm. oszlopot ontottem belble. 0,05 M. pH
840=-a8 Tris-—pufferrel ekvilibraltuk. 24 oéréan at. Az igy
eldkészitett oszlopra 3 ml. szerumot vittink fel. A he-
patitis epidemica diagnézisu beteg széruminak GOT akbti-
vitédsa: 760 ME,, GPT aktivitasa 440 ME. volt. A felvitt
szérumot 10 ml, Tris-pufferrel utéanmostam. Az eluilés
folyamatos NaCl gradienssel tortént, 0 - 0,8 M koz6tt,
0,05 M. pH 8,0~as Tris-pufferben. A gradiens Ossztér-
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fogota 80 mis 145 mle~ce frakcidkot pzodtems A lesze-
dett €0 frokeild nmindegyikébll GI'T enzim-okiivitis mogs
hatérosdst vépgeston Neitmanne-Frankel sgerint, Minden
froieié fehérje=koncentricidjat is meghotirostom 200
nanometeren, o)cktrofotometerrel mért UV obssorpedd nlep-’
Jéne Ezzgel o moédszorrel cz alonin-cninotrancaferise one
zin hatérosott alegysbégekre volt bonthatbs /2e4bras/

2e HbTGe = = « § 200 nm, fehérjo By ==t GPT cnzine
aktivitas F,
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A 104-ik frokcibban maximumot addé elsd izoenzim alegység
a katédos vagy mitokondridlis izoenzimmek felel mege. A
masik csucs a 16 - 19, frokcibékban Jelentkezett az and-
dos, vegy citoplazmatikus, misnéven a szolubilis frakcid.
Fz a béta globulinokkal migral eifo-kor. Az albuminnal
lejovd kisebb intensitisu frakeidé papir elfo-val ugyan-
csok kimutathatod,

Oesgegeave: DEAE Cellulose-oszlopon kromotografilva a

GPT enzim is izoensimekre bonthatds A peakek nagysiga

és elhelyeskedése diagnosgtikai Jelentbségii lehet, azonban
ennek bizonyitésara tovabbi sorosatos vizsgilatok szilksé-
gecek.

Agar-gel Eifo.

22 x 5 cm. liveglapra tntott 0,1 M.-08 foszfatpuiferben
oldott 1 7=0s Difco-Agar-bél 4 mm, vastogsigu lemezt One-
téltems A lemez kizepén hkiképzett valyuba 0,4 ml, szérumot
mértem be. |

Horizontalis elektroforezis 220 V. fesziltségpel, 10 mA
Aremerbségen 16 6rén at, Hémérséklet 10 C°, Puffer: 0,05
M, pH 7,4 fosafat puffer, Whatman 1. papirhidak,
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Az elcktroforezis utan az agarlemezt még nedvesen a ki-
zepén hossziban kettévigtam, majd mindkét részt 0,5 cm-

es csikokra vagtam fel, Fzeket kis kémecsében 0,5 ml. 0,05 M,
pH 7,4-es foszfatpufferben, megfeleld szétmorzsolas utan
eludltam, Az eludlas 24 6ran a4t jégszekrényben tortént. A
lemez egyik részébdl kepott frakcidkbdl Folin-szerint fe-
hérjemeghatarozast eeemtem, a misik részébdl pedig enzim=
aktivitias mérést végeztem.

A fenti médszer szerint nem sikerilt az izoenzimek kielé-
gité frakciondlésaz, mert az adott pH-n és ionerbségen sem
a fehérjék, sem pcdig az enzim frakcidk nem véltak el meg-
felelben. Az alfa-béta globulinok teriiletén mindkét enzim
adott egy maximalis peak-et, de a kisebb csucsok nem val-
tak el egyértelmiien és tisztéan,



A nehézkes és munkaigényes oszldbkromatografias vizsgalatok
helyett egyszeriibb mbédszert kerestem, ami lehetdvé tenné
az izoenzim rutinvizsgalatok elvégzését,

Munkahelyemen a métrahdzei Allami Tiid6gyoégyintézet labo-
ratériumdban évek 6ta végzek rutinszeriien szérum GOT és
GPT aktivitas-vizsgalatokat, Az eddig végzett tdbbezer
vizsgalat tapasztalatal alapjén sikerilt egy mikro-méd—
szert kidolgozni, melynek segitségével 10-30 mikroliter
mennyiségii szerumbdél is elvégezhetd a vizsghlat. /Czabafy,
1966./ Tz tette lehetivé, hogy kiprébaljem az izoenzimek
szeparilését papir-Elfo-val eludlasos mOédszerrel.

Papir Elfo-t GOT és GPT izoenzimek vizsgilatira Boyd/196l1/
valamint Fléisher et al./1960/ hasznialt tébbek kﬁzatt,de
f6leg szovethomogenizatumot szeparaltak. Karmen vizsgalta
egyedil az emberi szérumot papir-Elfoval, de az enzimakti-
vitést sajat médszerével hatarozta meg; A Karmen metddus
igen pontos, azonban sorozet-vizsgilatokra nehezen alkale
mazhatd, mert NAD-al miktdd rendszert hasznilva minden
frakciét a fotometer kivettédjiben kell startoltatni, s

ez egy vizsgalatra 40 csiévet véve, igen nehezen kivihetd,
Boyd 196l-ben koz6lt munkdjéban Usszehasonlitja & Reitmann—
Frankel /1957/ a Karmen /1955/ és a Cammarata-Cohen /1951/
médszcrekets Patkénymdj homogenizatumot vizsgilt papir-
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Elfoval, s azt talalta, hogy az aktivitis-meghatarozasi
mbédszerek kozil a Karmen-eljards adta a maximilis érté-
keket.

Block et al., 1964-ben Osszehasonlitotta szérum GOT-aktivi-
tas meghatarozasanal keményitd gélen a Steinberg /mbédo-

© sitott Karmen/ és a Reitmann-Frankel eljarast. Utébbit
eludlisos médszerrel végezte, és vélcménye szerint mind-
két eljaras azonos eredményeket adott. A Reitman-Frankel
médszert Pollock és mtsai 1969-ben utanvizsgilték 014-91
Jjelzett szubsztriatummal, s megadllapitottak, hogy igen
kielégité és megbizhatd eljarés.

Fentiek ismeretében, hosszas kisérletezés utan alakitote
tam ki eljaréasom, mely koénnyen kivihetd, és pontos, re-
produkilhaté eredményeket ad,

A szémos szbdbajohetd miédszer kozill a papir-Elfo-s elvéi-
lasztés bizonyult a legkézenfekvébbnek.

A leggyorsabb eredményt a Cellogel membrinon végzett Elfo
adta. A futtatas 90 percig tart, s eluilisos médszerrel
végezve a vizsgilatot nagy enzimkoncentracidé mellett kie-
légité eredményeket adott. A GPT enzim izoenzim alegységek—
re volt bonthatod.

Azonban az igen kis felvihetd szérummennyiség, /1,5 mikro-

liter /cm./ Lkisebb enzimkoncentricié esetén mar nem
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elegend6, hog, a kapott frakcidk értékelhetdk legyenek.

A magas enzimkoncentracié mellett kapott eredmények azone-
ban igen biztatbéak, s a folyamatban levdé médositéassal,
valésziniileg sikeriilni fog ezt a mbédszert ratinvizsgalat-
ra alkalmasséd tenni, s kiterjeszteni a normalis enzim-

szinti szérumok vizsgalatara is.

éo

3« &bra, Cellogel=-elfo, = = = : fehérje E,y —— : GPT-
enzim-aktivitas E. GPT Ssszokbtivités: 760 ME.
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Papir-elektroforezis,
A vizsgilat menete:

50 x 4 cm~c8 Macherey-Nagel 214, papircsikot hosszaban két
részre osztotbam grafitceruzas Jjeloléscel, majd a hesznos
futasi teret 1 cm-es darabokra osztottam be. A futtatés
utéan a hosszanti vonal mentén a csikot két darabra vagtam,
az egyikbdél az enzim-aktivitast hatéroztam meg, a masik
felébdl pedig a fehérje frakcidkat mutattam ki,

A felvitt szérum mennyiség minden esetben 40 mikroliter
volt. A futtatashoz hasznilt puffer 0,06 M.-0os pH 7,4-cs
foszfat juffer, ionerﬁsség://A =0,42. A futtatiasi feszlilt~-
ség 160 V., Futési idé: 18 6ra, hémérséklet 10-14 C°,

Az elektroforezis befejeztekor a papircsikot kév félre vag-
va a fehérjemeghatirozashoz hasznalt részt 110 C%os szari-
tészekrényben figaltam, majd savanyu fukszinnal tiértént fes-
tés és ccetsavas differencidlas utan megszaritottams A mep-
festett csikokat az eldre bejeltlt 1 cm.-es osztésok mentén
eldaraboltam és n/4 NaOH-val eluiltam. Az eludtumot 3 n
HCl-el visszadifferencidlva a csévek bGartalmat fotometerrel

1 cm-es kiivettiban deszt.viz ellen 533 nanémeteren negnére



tem, Az igy kapott fehérje frakcidk relativ értékeit az
enzimaktivitasi gorbékkel egylitt gorbe alakjiban regiszt-
raltam.

A kapott szérumfehérje~frakcidk a magas ionerdsségii puf-
fer és a fehérjék elektroforezisénél hasznilt pH &,6-08
puffer helyett hasznialt pH 7,4-es puffer miatt nem valtak
el olyan szepariltan, mint normalis korilmények kozdtt,
hanem az alfa 1., frakecidé ratorlédott az albumin frakcid-
ra és a gamma—globuliﬁ frakeidé pedig elnyujtottabb savot
adott. Az elbzetes prodbacsikok értékelése azonban azt mu-
tatta, hogy az izoenzim frakcidk csak a fentebb leirt
pufferrel és ionervssé gel valtak el tisztan és értékel-
hetben., 0,06 ionerisségi pH &,6-0s Verondlpuffert alkal-
mazva, az izoenzimfrakcidk elmosddtak, s az enzimaktivi-

tas is cstkkent a lugos pH miatt.

Az_enzimaktivitis meghatarozéasas

Az elektroforetikus futtatas leteltével, a még nedves csi-
kot az eldre bejelélt 20 egyenld 1 cm-es darabokra vagbam,
Minden egyes darabot apréra osszevagdalva l-1 kémesbbe
tettem, s az igy kapott 20 frakeidt 0,57 ml, 0,1 M-os
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pH 7,4=~c8 foszfitpufierrel eluiltams Az cludtumhoz a
Reitmann-Frankel médszer ellirisa szerint elkészitett
saubsztratunbél 0,37 ml=t mértems A bLembréseket bekow
1ibralt Takitey-Léle cseppentével végeztom, igy gyor-
san és pontosan lehetett kis mennyiségekot sorozatban
bemérnd, /Czabafy,l966/

Mivel minden anyagbél mindkét enzim, & GOT és a GPT
szcparilésat el kivantem végesni, minden vizegilt anyag=
b6l két parallel csikot futtattams

A GOT vizsgélatnil hasznilt szubsztritums
0y1 U fosafatpuffer, pH: 7,4, 0,1 M, L-assparaginsav,
2,107 M, alfamketo=glutirsav,

A GPT aktivitas meghatirozasara szolgilé szubsztritums
0,1 Ms foszfit-puffer, pH : 7,4 0,2 li, d=l-alenin,
2¢ 10"3 e alfa~ketowglutarsaves

A czubsstrat hozzdadis utin az ecludt-szubcztrdt keveréket
GOT vizsghlatnil 60 percre, GPT vizsgilatnil pedig 30 pere
¢ig 37 %08 viafirdbben inkubiltem,

Az inkubbeiés 440 letelte utén mindkét enzim~vizsgilatnal
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a reakeidt sbésavaes kromogen oldattal 4llitottam le,

mely egyben a szinreakeidt is biztositotta.

A kromogen oldst: 141072 M, 2,4-dinitrofenilhidrazin
normil séssvas oldats |

A felhasznilt vegyszerek a Bochringer gyar készitméﬁyei
voltak, Tzzel a reagenssel a keletkezett oxalecetsavat,
illetve piruvatot lehet meghatarozni. A reakcibdelegyhez
hozzéadott 0,4 n.NaOH oldat biztositja az alkalikus mi-
1i6t, melyben a keletkezett hidragzon-szin propercionilis
o keletkezett oxalecctsavval, illetve piruvattal, /Reit-
mann-Frankel, 1957./ aszaz il en médon az enzimaktivitas
meghatérozhaté. v

A kaﬁott szinintenzitast 546 naometeren. 1 emy=cs kiivet-
taban deszt.viz ellen mértem, Az igy nyert értékekbbl a
vakot levonva a fehérje fraokecidkkal kozos abrén grafikusan
abrazoltam. A kapott értékeket nem szémoltam 4t nemzetké-
zi egységekre /ME/, mert a vizsgidlatok céljé az enzime
frakeidk egymashoz vald viszonyinak a tisztézésa, s ezt

a relativ értékek Osszehasonlitaséval, az extinkecidés ér-
tékek 4dbrazoléasdval jobban lehetett dbrézolni,
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Az izoenzim frakcidkaet betepek szérumibd. kiséreltem meg
elektroforetikusan izolélni, Cssk olyan betegek szérumit
vizsgiltam, kiknél a rutinszerien véggett majfunkeciobs
vizsgilatok soran emelkedett tromszominise aktivitast
talaltem, Normil tronszaminiz-sktivitist mutetd egyénelk
keverék szérumat futtattem normsl kontrollként, A normile
kontroll keverék szérumok COT aktivitasl gbrbéje: /4.t4bra/

r 10 " 20 l“Mchio'K
4o8bra: - = = 3 fehérje Bey————3;C0T enzim ckt.E.Normil ke-
verék szérun,



Az Abran lathatd, hogy az alkelmazott médszerrel a GOT
normil egyéneknél hirom andédos peak-et ad, éc cgy kabdw
dos csucsot.

Az igoenzim frokeidk peak=jelt az 4bécé nagybetiiivel
Jeloltem, A ket katbdos frakeié a kotdd felfl elindulva
A és By mig az anbdos frakeibket ¢ D és E beti:kel jo-
151ltem, Vizsghlotaimnél sz A frakeid a gomma glob;lin
elftt, a katéd felé helyezkedett el, a B, & gumma=glo=
bulinnal futott, 22 cnddos frakeldk kiziil a C a béta=-
globulinok magassigiban, a Dy mely legtibbszdr a meximi-
1lis pealt=ect odta, 0z aifa le2 frakeidval futott. Az |
pedig az aldbuminnal migralt egylitt. Fgyes koros csetbekw
ben mégegy GOT frakeld is kimutothatdé volt, oz F, mely
jostalbuninos mobilitact mutatott, azaz ennek volt a lege
nagyobb migrilasi sebecsége.

TehAt normil keverék-szérumban a COT izoenzim vizsgilate
kor 4 frakeié volt kimutothatés By €, D é8 E, Megoszlé-
sukat tekintve az elsd harom kigel azonos aktivitast mu-
tatott,; mig az E frakeid oz elbbbiek kbe 50 F=ce

A GPT izoenzimekniél més a helyzet. A normile-keverék gzé-
rumben egy igen hatirosgolt A frakeid volt kimututhatéd,
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mig a tobbi frakeiék a gamma giobulintél az albuminig
terjedd szakaszon nagyjabdl egybeolvadt nagy blokkbol
é4llanak, Feltehetlen ez az oka, hogy az idézett szerzbk
homogen enzimként irtik le a GPT-t, lévén, hogy csak

az andédos frakeidt sikeriilt kimutatniok.

r o 1" " Be FRAKCidK

Sefbras Normil keverék szérum, - - = : fehérje E.,
———t GPT aktivitas E,
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Az egyes izoenzim frakcidk résgarinye és kimutathatésaga
valtozik, ha az oOsszaktivitas a szérumban valamilyen be-
tegség kovetkeztében megnd. Ez mindkét enzimre, a GOT-ra
és GPT-re egyarint vonatkozik, Megjelennek olyan frakeifk
is, melyek a normil-szerumban nem voltak kimutathaték,fel-
tehetben a kis enzimkoncentracidé miatt,

40 beteg szérumanak izoenzim vizsgalata volt értékelhetd,
Minden betegnél az Osszaktivitis meghatarozésa utin, mind-
két transzaminize-izoenzim frakcionilisat elvégeztem, A
kapott értékek jol dsszhangban voltak a diagnézissal,mert
betegség szerint csoportositva a vizsgilt betegeket, izo-
enzim gérbéik Jjol egyeztek,

40 beteg koziil 34 szenvedett valamil en majbetegségben,

34 kozil 21 hepatitis epidemica, acuta, a toébbi 13 pedig
krénikus majgyulladds, vagy cirrhosis volt.

6 beteg sziv, illetve pulmonalis infarctus miatt keriilt

vizsgalatra.

A vizsgalt 21 hepatitis epidemica~-s eset GOT izoenzim gor-
béit sszevetve a jellemzd gorbe a kovetkezd volt:

/6.ébra./
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Cellbra, TeBe hepatitis epidemica. GOT Gssszaktivitas:
1500 NE, = « =3 fchérje Eesy COT ensim akt, se——

Az A frokeié minden ecetber kimutathatd volt, s atlag-
ban € - & %-4t képviselte oz vsezintenzitésnak. Az andd
frokeidk koziil oz alfa=-l.~el futdé D frakeid adta kivet=
kezetesen a maximilis peakeet, 02 intenzitis (0 = 75 Z-4t



képviselve; A B frakeid 5 =10 %Z a C és E hasonlé inten-
zitasban fordult eld., Az F frakeid, mely postalbuminos
elhelyezkedési minden kéros esetben megjelent, de inten-
zitdsa valtozd volt: 2 - € %.

A frakeidk nogysbginak eloszlésa és a betegség stadiuma
kozotti Osszefliggés jol tan lmanyozhatd, ha kiilénvessziik
azokat a betegeket, akiknél a GOT 1000 ME, egység felett
volt. Ezek aktivitasi gilrbéi csaknem teljesen egybevagdak,
Viszont a betegség krénikus formijadban, mikor az osszak-
tivitas 200-600 egység kozott volt, megvaltozik az izo-
enzim frakcidk ardnya: az A frakecid élesebben elvalik, a
C frakci6é beleolvad a még mindig maximélis peaket addé D
frakeidba, de ennek mértéke 45 - 60 %wra cstkken, s eri-
teljes csucsot ad az albuminnal futé E frakecid, s ennek
intenzitédsa a betegség krénikussa valasaval arényosan nd,
a vizsgalt cirrhotikus eceteknél mar 30 - 40 %-ra fokozddik.
/7+4bra./
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20 FRAKC/E

7+ Gbra. BeJ, hepatitis chronica, cirrhosis. GOT Ussgzakti-

vitas: 260 M, = « «: fehérje E., $COT ensim akt.E,

Sgivinfarctus utén a GOT Uoszaktivités nem emelkedilk
olyan nagy mértékben mint hepatitiskor, de az izoenzim
fraieldk tipikus képet adnak, /U.4bra./



J0
20

N,
/ N/
10 ¥

Ceitbras O,I. myocardium infarctus, exit. GOT tsszaktivi-
tas: 240 ME., - - -: fehérje E.,

: GOT enzim akt.E,.

Bar a vizsgalt 6 eset kis szamianil fogva nem Jjogosit fel
arra, hogy végleges kovetkeztetést vonjak le, mindeneset-
re a kapott kép teljesen karakterisztikus, s egyontett

volt a frakeidk elhelyezkedésg és intenzitésa. Az Usszak-
tivitas 80 és 260 ME. kozdtt mozgott.
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A k6z6lt médszerrel az aszpartat-aminotranszferize izo-
enzimek Jjol tanulminyozhaték, s az eddig leirt 5 izoen~
zim frakeidt sikerilt kimutatni, Az egyes izoenzim frakci-
6k megjelenése, intenzitisa és a betegséyek kozdtt, tipi-
kus Osszefiiggések vannak, Tovabbi vizsgalatokkal szeret-
ném az észlelteket megerdsiteni, esetleg egyéb mbédsze-
rekkel kiegészitve.

Tényi M. és mtsai 196l-ben kozdlt cikkilkben més médszer—
rel /kontinuus elfo-val/ dolgozva hasonlé eredményre ju-
tottak. A kapott frakcidékat még nem nevezik izoenzimek-
nek, de megillapitjdk az egyes frakcidk eltérdé elfo-mobi-
litasat, s a frakecidk eloszlasat egyes szervek artalma
esetén kiilonbozbnek taldlték,

GPT izoenzimek.,

A legszembetiindbb eltérés a GOT-~hoz viszonyitva az, hogy
a maximélis intenzitidst mutaté frakecid itt nem az alfa
globulinnal migral, hanem mindig a béta globulinnal,

A katédos frakcidk minden esetben kimutathaték, de a B
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frokeié néha kiceé eitolédik a katdd felé. Az anéd frake-
cidkbdl 3 4llandd Peak regisztrilbatés a € frakeid it
beleolvad az erfs D frakcidba, mely a legtibb ecetben a
maximélis peak-et adjo. Az E frakeid csucsa sem esik egye
be 22 albumin meximum pontjaval, s jelentkezik a post-
albuminos F frakecid is, A megbetegedéssel tssaefiigpd
Jelensépgek a GOT izsoensimekhez hasonléon ittt is kinutate
hatbék, Akut hepatitisnél a D frokeid 65 - 75 9=a 82 (662-
intenzitésnak, o B és ¥ frakcidk nogyjiébdl cgonos intenw-
zitésuak, & ugyancsak kizel egyenlé ag A és F frakcid.
/9+8bra./

20 AeAkcidk

Vel Soly: Supatuise ety epidemic‘w%sm.sao ME,
- . - f’héraa F“ —— GPT enzin akt.E'i b&)«:\;;
e

o)



A krénikussé vald majbelegségeknél csdkken a maximdlis
D frakeidé intenzitésa, viszont emelkedik ag E és F frak-
cidk értike. A katbédos A és B frakeid kizelebb keril egy-

mashoz, s élesen elkiilonil a C. /10.4bra./

40
Jo
20

10 W \/ [

10.4bras DeKe. hepatitis chronica, ulcus ventriculi.
GPT Osszakts 120 ME. - - «: fehérje E,
akte Fe

¢t GPT enzim-




A majcomdban /atrophia hepatis flava/ elpusztult beteg
szérumabél vizsgilt GPT-izoenzim eloszlds azt mutatja,
hogy bar némi hasonlésag mutatkozik a noymél szérumok
izoenzim eloszlasdhoz, a Jjellegzetes csucsok azonban
mind fellelheték. Az andédos frakcidk joél elvalnak. A
Cy Dy E frakcidk kizel azonos intenzitasuak, a katéddos
A, B, és a postalbuminos F frakcidk is egymaskizt egyen-
léeks Fz a kép jellemzd a majcoméra., /ll.ébra./

ll.4bra. P,F, Atrophia hepatis flaﬁa, coma hepaticum,exit,
GPT Osszakt, 620 ME, - = = :lehérje E., ¢ GPT enzim-akt,.E,
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Kréonikus mijbetegségeknél, killonosen idiilt alkocholistak
maj=cirrhosiséanal hssonlé Jjelenségeket tapasztaltam. A

D frakcid dominancidja ugy tinik, megsziinik tartés mij-
karosodésndl, s csak az akut szivetpusztulds tiinete. Ha~
sonldé gbrbét adott a szivinfarctusban elhalt beteg szé-
ruminak vizsgalata, ami kérdésessé teszi azt az iroda-
lomban fellelhetd megéllapitést, hogy a GPT inkébb mij-
specifikus enzim, s szivizom=sériiléskor nem diagnosztikus
értékii a vizsgélata; /12.4bra./
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12.4bra. 0.I. Infarctus cordis, cardiosclerosis,exit.,
GPT Osszakt., 80 MFE, - - -3 fehérje E., ¢ GPT enzim-akt.ll,




Usszefoglalva a GPP-re vonatkozé adatokat: a szakiroda=
lomban altalénosan elfogadott megillapitas, hogy a GPT
enzim homogen, nem allje meg a helyét, mert a leirt méd-
szerekkel sikerilt elvalasztani az izoenzimeket, Fzek
arinya a betegség természetétdl fiiggben valtozik, & jel=-
lemzd képet ad; Megallapithaté volt az egyes frakeidk
Elfo-migrilési sebessége a szérum-fehérjékhez viszonyitva,
s ezek eltértek a GOT izoenzimek vandorliasatdl./l3.abra./

FRAKCId

GOT 6sszaktivités 230 ME. GPT Osszaktivitas 360 ME,
- --— 3 fehérje Be =e=t GOT 8kte Ee =———: GPT akt.E.
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Ossezefoglalas.

Jelen munkamban az emberi szérum aszpartit-aminotransz-
ferize és az alanin-aminotranszferize izoenzimek tulej~
donsagait kiséreltem meg vizsgalni.

A bevezetd irodalmi Osszefoglalésban taglaltam az eddig
elért legfontosabb eredményeket, s hasznositva az ott
k6z6lt tehnikai megoldésokat, kisérleteztem ki az alkal-
mazott eljarédst. Olyan médszert dolgoztam ki, mely kény-
nyen hozzé&férhetd és egyszerii eszkozdkkel kivitelezhetd,
mégis jél értékelhetd eredményeket ad.
Papir-elektroforezises elvalasztissal sikerilt az asz-
partat aminotranszferaze izoenzimeket elvalasztani, a ta-
141t frakecidk széma nagyjabdél megegyczett az irodalmi ada-
tokkal, s migralasi csebességiik is megfelelt az eddig ko=
z0lteknek.

A frakeibk széhzalékos megoszlisa vizsgilataim szerint
szoros Osszefiliggésben van a betegség természetével. Az

egyes frakcidk megléte vagy eltiinése is karskterisztikus,



Mindenesetre tovabbi vizsgilatok sziiksépgesek, nagy anya-
gon, egyéb médszerekkel is kombinilva, hogy teljesen tisz-
ta kép alakuljon ki az izoenzim frakcidk és a klinikal vo-

natkozisok Ssszetartozasidbans

Az alanin aminotranszferize enzimrdl vizsgilataim sorin
kideriilt, hogy az irodalmi adatokkal ellentétben, ez az
enzim is inhomogen, izoenzim frakeidkra bonthati, A GOT-
hoz hasonldéan a frakciok elhelyezkedése és intenzitésa
diagnpsztikus kovetkeztetéseket enged meg. Az egyes frak-
cidk vandorlasi sebessége eltér a GOT enzim hesonld frak-
ciditél, ami az enzim és az egyes izoenzim frakcidk elté-
rd mélsulyéra és aminosav tsszetételére utal.

Mindkét transzaminize enzim tovébbi részletes vizsgilatat
kivénom(fqutatni, mert ugy hiszem, hogy ezekbbél talan mint
a biokémia, mint a klinikai diagnosztika egyerint profital-
hat majd,. :
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