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Aminotranszferáze izoenzimek.
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A 2.6.1*1* I,-aspartat-2-oxoelutarat-aminotransferase
és a

2.6.1.2, L-alanin-2-oxoelutarat-amnotransferase 

izoenzimek vizseálata emberi szérumban.

Doktori disszertáció.

1969.

Czabafy László.



ú
'■

'-
V 4Ч

-
Л

-

<; 
si

,
c?

ГТ
1

Cr
,

О



Rövidítések:

GOTI 2.6.1.1. L-aspartat-2-oxoglutarat-aminotransferase.
GPT: 2.6.1.2, L-alanin-2-o.ogiutaiat-aminotransferase,
Mffl: 1.1.1.37. T-malatiNAI) oxidoreductase.
IDHs 1.1.1.27. I .-lactate t HAT) oxidoreductase.

'i ’ . • . U « ' * :

NAT).H: niko.tinsav-adenin-dinu.kleotide, redukált alakja.

Elfő.: elektroforezis.

РСГЛВ: p-kl 6 rraorkurib enaoát •

Vvt.: Vörös-vértest.
Ms.: molekula-suly.
DE AE s dietilamino-efiléter /származék/
1£E /egység/: a Comiosion on Enzymes of the International 

Union of Biochemistry 1961. szimpozionján hozott ha­
tározata alapján 1 Nemzetközi Egység definíciója: 1 

Egység az az enzimmennyiség, mely 23 C°-on 1 perc 

alatt 1 mikro-Mol. szubsztrátumot alakit át. 1 ME 

/1 milli-egység/ - 1 / 1000 Nemzetközi Egységgel.
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íevezetés.‘i

Izoenzimek .

Az izoenzim Liiájezés olyan enzim-aktiv fehérjék megha­
tározására használatos, melyek ugyanazon speciesben azo­
nos reakciót katalizálnak, de fiziko émiai tulajdonsá­
gukban különböznél.*
Bár az enzimek különböző formákban való előfordulása 

néhány évtizede ismert volt, mégis csalt az el ktruforeti- 

kus vizsgálatok bev zetése és a kromatográfiás tehnikák 

kidolgozása vezetett teljesebb kibontakozáshoz az utóbbi 
években* Amióta Wieland és Pfleiderer egyid&ben Veseilel 
és Bearn-al 1957-ben kimutatták az LDH heterogenitásét, 

a LDH enzimek különböző formáinak igen nagy irodalma szü­
letett, és az általuk bevezetett tehnikai megold sok le­
hetővé tették az egyéb izoenzimek kísérletes felderítését 

is* Az izoenzimek, nevezetesen az LDH és alkálikén foszfa- 

tázc, a klinikai kémiában nyertek diagnosztikus alkalma­
zást, mig mások, mint а коlinészteráze és glukóze-G—P-de- 

hidrogenáse a genetikában keltettek igen nagy érdeklődést.
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1943-Ъап Warburg és Christian igazolták, hogy az élesztőből 
előállított aldoláze számos szempontból különbözik az álla­
ti S '.övetekb 1 izolált aldolázétól. Más szerzők, különböző 

pepszin, kimotri szin, tripszin, xantin-debi dr оg enáze és 

lizozim formákat irtok le* Különböző állatok azonos szöve­
teiből izolált enzimek eltérő tulajdonságait számos szerző 

figyelte meg. iéld ul emberi nyálból izolált, és a gankre- 

asz aif -amiláze azonosak voltak, de különböztek оldékonysá­
sukban, pH optimumban és egyéb vonatkozásokban a disznó- 

pankreaszban található azonos enzimtől. /Meyer,Fischer és 

Bernfeld, 194-7*/ Ezenkívül számos speciesben találhatók 

azonos katalitikus tulajdonságú enzimek, melyek egyéb as­
pektusban igen különbözőek. Human prostatából izolált sa­
vanyú foszfatáze jelentősen eltér inhibitorait tekintve a 

human erythrocytikból n«>ert foszfatázétúl, de mindkettő 

egyaránt katalizálja a foszfátészterek hidrolízisét. /Ге- 

muth, 1925.» Kutscher és üolbergs,1935*}Abul-Fadl és King,

1949./
Az acetilkolineszteráze a wt.-ben és az idegszövetben 

könnyedén hidrolizálja az acetillcolint és az acetil-béta- 

metilkolint, de nem katalizálja a benzoilkolint, mig a máj- 

rredetü pseudokolineszteráze az interstitiumból, szivból 
és vérszérumból izolálttal együtt kissé, vagy egyáltalán 

nem hat az acetil-béta-metilkolinra,de könnyen hidrolizál-
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За о benzol.ко lint sőt az ocetilkolint ie* /Vendel ós Rod­
ney, 1S4?./
így, beír azonos kémiai reakciók foltnak ic, аз enzimek mé­
gis különböznek ezubeztr tspecificitásukban,
Warburg 1946-ban felvetette, hogy азопос reakciót ki talizá- 

ló enaimoü különböző szövetekben ezervs„ ecifikußnak kell 
hogy legyenek, fleiderer éc Jeckcl lt57-ben leírták, hogy 

patkányszívizomból óe pctkúny-vázizmokból izolált DH kü­
lönböznek elektroforeti us mobilitásban óe számos egyéb 

túlaktionéágban ic. noioncr 1950—ben erősetesen kimutatta, 

hogy a kristályos marhoesiv- H két, elektroforetikusan el­
törő, fehérjét tartalmaz, óe Fcilande 1952-ben azt találta, 

hogy mindkettő nziraatikueon aktiv, így világosan igazolást 

A ért, hogy egyetlen szervből egynél több formájú enzim is 

isol Iható, Krebs 1953-ban közölte, hogy elektroforézissel 
ó1oeztő-féhéг3óbői 4 alakot szeparált, amelyik közül mind­
egyik glicerin-aldehid-J-úze aktivitást mutatott, -ég vita­
tott, hogy ezek a különböző enzim-alakok a hordozó fehérjék 

eltörő asszociációi révén kelctkeznek-e, de a különböző 

frakciók kristályos alakban való előállításé úgy látszik el­
veti ezt a lehetőséget.

Az "isosyme" elnevezés, melyet Maikért ós Miller IS 9-ben 

ajánlott, leii*va a molekulárisán különb ző,do azonos enzim-
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aktivitást mutató fehérjéket,elterjedt,de az "isoensyme" 

név, az előbbi alternativ formája, talán előnyösebb. Az 

"isoensyme” elnevezést ajánlja a Standing Comitte on En­
zymes of International Union of Biochemistry,leirva az 

egyetlen speciesben fellelhető különböző enzim-formákat.
Mégis az "isosyme” közönségesen elfogadott alternativa.
/Vebb, 1964/. A kifejezés preciz definíciója problemati­
kus, mert mig az elektroforetikusan különböző LDH frak­
ciók, egyetlen speciesből izolálva, leirhatók izóenzimként, 

mert ezek egyetlen szövetben fordulnak elő, addig az alká­
likul és savanyu foszfatázet külön enzimnek tekintik, és 

ugyancsak külön enzimként kezelik az acetilkolineszterázét 

és a pseudokolineszterázét is. Markért és Miller 1959-ben 

tanulmányukban elhatárolták a laktát, malát és izocitrát 

dehidrogenázé#t, melyek közül mindegyik magas-fokú szubsz- 

trát-specificitással rendelkezik. Ők úgy vélik, hogy a kü­
lönböző molekuláris formájú alkálikus foszfatáze,peroxidáze 

és eszteráze nem kvalifikálja ezeket, hogy izóenzimként te­
kintsék őket, mert csökkent specifikus tulajdonságaik miatt 

az enzimek olyan családjába tartoznak, melyeknek különböző, 
de átfedő tulajdonságaik vannak, /"have distinct,but over­
lapping specificities"/ Újabb munkák azonban felvetették, 

hogy ezeket is izoenzimeknek kell elbírálni.
Az enzimek többféle formáinak klasszifikációját alaposan tár-

•o
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gyalja Vi eland és Pfledercr 1962-ben met jelent munkája.Ők 

U£y vélik, hogy az izoenzimeket meg kell különböztetni a 

heteroenzimektől.
Az első meghatározást, az и1ооепвутеи^ korlátozni kell 
azokra a formákra, melyek ugyanabból a szervből és szövet­
ből származnak és izodinámiásak, azaz azonos katalitikus 

akciójuk van. A heteroenzimek szintén izodinámiásak, de 

különböző szervből, sőt különböző speciesből származnak. 
Általában a heteroenzimek közötti különbség sokkal nagyobb, 
mint at izoenzimek között, mivel számos heteroenzim mole­
kula nagyságban is jelentékenyen különbözik. Pl.i élesztő 

alkoholdehidrogenáze Ms.: 190,000; ugyanez májból izolálva 

Ms.: 73,000 /Dixon és Webb, 1958;/ mások viszont feltűnően 

hasonlóak, pl,: marha, disznó és juh tripszin, / ithyhthil, 

Buck, Bier és Nord, 1961;/
Kovetkezéskép, a definició problémája élesen jelent ezik, 

különösen akkor, ha mint az aszpartát-amino-transzferáze, 
az enzim különböző formában van jelen a mitochondriumokban 

és a sejtek supernatánsában, /Eichel és Bukovsky, 1961,; 
Boyd, 1961./

Nemcsak különböző speciesben, de ugyanazon állat különböző 

szerveiben, sőt a sejtek különböző részeiben fordulhatnak 

elő azonos biokémiai funkciót ellátó, de eltérő formában 

előforduló enzimek,Hovatovább, bizonyos enzimeket mester-
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ségesen lehet különböző formába hozni, miközben megtart­
ják eredeti katalitikus tulajdonságukat. Tisztított élesz­
tő hexokináze DEAE cellulose oszlopon szeparálva 6 eltérő 

formában állítható elő: ezek közül 2,/a és Ъ/ szukcinát 
pufferrel pH-gradiens eluálással választható le, /I* cso­
port,/ mig a hátralevő maradékot /с, d, e és f/ NaCl gra­
dienssel sikerült eluálni. /II. csoport./ - /Kaji, Trayser 

és Colowick, 1961./ Az I. csoportbelieket át lehet dakitani 
а II. csoportnak megfelelően, ha glukóz jelenlétében trip- 

szin vagy kimotripszin hatásának tesszük ki. Mivel sem az 

I. sem а II. csoport enzimjei nem állnak egy "single protein 

entity"-ből, Wieland és Pflederer 1962-es közleményében nem 

tekinti izoenzimeknek.
Az a tény, hogy számos izoenzim különbözik a szubsztrátana- 

lógokhoz való affinitásában, valamint ко enzim-analógok és 

inhibitorokhoz való viszonyában, felveti a kérdést, hogy az 

"izo" prefix következetes-e, de mint elfogadható alternativa 

feltétlen javasolható. A majdnem kimondhatatlan "homoioensyme” 

nem talált elfogadásra. így a Standard Comitte on Enzymes 

határozata alapján ajánlott "isoensyme" kifejezés a legmeg­
felelőbb.

•• r
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' - ■Transzoiaináso izoengimek»

A osójűoc enzim kosül, melyek e^y eminooeoport átvitelét 

katalizálják alfa-keto-eavakra, lepniapooabban q 2* 6. 1. 1* 

éepartat-ominotroneferaDet /GOT/ éc ü 2, ü, 1, 2. alanin- 

aminotraneferaaet /ОРТ/ tanulmányozták*
A két enzim a követkozö reakciót katalizál3as 

A GOT*
aiia-keto-clatáreav + шараг aginzav *= Olutaninaav ♦ onolát- 

eceteav.
A GI ’Ti
Aifa-keto-glutáreav ♦ elemin = clutcmincov ♦ piroezélöeav. 

Mindkét trenseamináse enzim prosztetikuo csoportja a iri- 

őoiíál-D-í'oasfát. A tranozominálás két lópósbon történik: 

először cs amino-ccoT’Ort trannsiJort6164äik a piriúomélra, 

ami iJiriüosianiimó alakul# fóásodik lőpócként а piridoseemin 

reagál a ketosawol óo visszaélőkul pixtctasállá* A reakció 

egy, a koensimnel képzett Sohiff-búsison, mint inteemedierőn 

keresztül zajlik le, egy Schiff bázison bolüli prot emelto- 

lódáe segítségévei# /Véllek ób Vavra, 1962í/
Jenkins éc munkatársai 19í?9-ben dissnóssivből izolálták as 

GOT-ot, mielőtt még ionért lett volna, hogy omol: as enzim-
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пек két molekuláris formája van, A készítmény 110,000 Ms,- 

nak bizonyult és két koenzim rezidiumot tartalmazott, pre- 

dominánsan piridoxal-^-foszfátot, per mól, enzim. Az enzim 

a koenzimet elgngedi melegítés, vagy sav vagy lúg hozzáadá­
sára, /Véllek és Vavra, 1962,/ Sizer és munkatársai 1965- 

ben azt Írják, hogy a GOT 116,000 Ms.-u, prosztetikus cso­
portot tartalmaz, valamint minden eznimmolekulának 2 aktiv

14centruma van. Mint azt a C -el jelzett glutaminsavval vég­
zett kísérletek igazolták, a glutaminsav 1-2 molekulája rea­
gál 1 mól, enzimmel. Egy mól. enzimre 12 tiol, és 24 szabad 

aminocsoport jut. A tiol csoportok közül háromnak van jelentő­
sége az enzimaktivitás szempontjából, PCS/Ш.-vei való blokko­
láskor az enzimaktivitás 80-90 %-al csökken. /Krawczynski, 

1967*/
A GOT és GPT enzimek számos emberi és állati szövetben elő­
fordulnak, és aktivitásuk változó. Szív, máj, vázizom és 

vese egyaránt gazdag GOT.-ban, de a máj és a vese bővebben 

tartalmaz GPT.-t. Noha a szövetek majdnem ezerszer nagyobb 

mennyiségben tartalmazzák ezeket, mint a vér-szérum, szövet- 

sérülés esetén megjelennek az enzimek a szérumban, és az 

igy meghatározott szérum-enzim-aktivitás, kiterjedten al­
kalmazott diagnosztikai teszt. Myocardium infarctus után 

igen jelentős, de mulékony GOT aktivitás észlelhető, fertő-

J



9

su hepatitiskor mindkét transaminase saint jelentősen met- 

nö a szérumban, s aktivitásukból a tapasztalatok szerint 

diagnosztikai ós prognosztikai tényekre lehet következtetni.
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Az aspartat-omii^transíerase /GOT/ 1 во enzimek
Vszeparálása.

A GOT myocardium inf arc tus után, vagy fertőző hepatitisnél, 

egyaránt azonos mobilitást mutat, irta le Wroblewski, 1957»* 

Eryse-Davies és Wilkinson, 1998,j Gevala, 1950# Fentiek 

megfigyelték, hogy úgy az emberi szív, mint a máy gazdagon 

tartalmazza ezt az enzimet. Papír Elfo-val a GOT mint egy 

lassú alfa-2 globulin vándorol, mig a GPT a bóta-globulinnal 
azonos Bobilitásu* Jólehet a GOT homogén ssubsztnnciáju, mé­
gis о tisztított szív- és má^-enzimek kőt eloktroforetiku­
san elválasztható frakciót tartalmaznál'»;. /Green, Leloir és 

Nocito, 1949*» Jungner, 1997,. Fleisher, Potter és Wakim, 
1960,.Boyd, 1961,. Augustinsson és Eme, 1961./ Fleisher 

és munkatársai /I960/ bebizonyították, hogy ha a kutyasziv 

kivon tot pH 7,0 mellett 0,01 ioneroosógü foszfátpufferben 

carbosymetylcellulose oszlopra vitték fel, az egyik izoen- 

zim adsorbeó. 1 ódott, mig a másik oldatban maradt. Eredményei­
ket megerősítették papir-Elfoval végzett vizsgálatukkal is, 

amikor pH 7»4—es íoszfátpufferral dolgoztak, molybon 1 os 

bovin-albumint tettek, hogy ezzel megőrizzék az enzim ak­
tivitását. Az Elfő—grammot csikókra vágva eluálták, és az
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ensimaktivitást Karmen szerint /Karmen, 1955*/ határozták 

meg. Ugyanilyen eredményekre jutottak ember, disznó- és 

kutyasziv kivonatokkal is, Á készítmények közül egy izo- 

enzim mindig az anód felé, a másik a kátéd felé migrált,
Kém találtak speciesben különbségeket a kátéd felé vándorló 

frakciók között, de az anódikus frakció értékelhető elté­
réseket adott: a human izoenzim vándorolt a legmesszebb, 
utána a disznó-frakció, mig a kutyás ziv-iz о enzim a startvo­
nal közelében maradt.
A két izoenzimet később jól tisztított formában állítottak 

elő kutyamájból, kromatográfiásan: hőkezeléssel és ammonium- 

szulfátos frakcionálással /Fleisher,1960./ Ugyancsak jól 
szeparálható agar-gel Elfo-val, vagy zóna Elfoval, szukróz- 

grádiens oszlop-Elfoval. /Boyd, 1961.,1962./ Áugustinsson 

és Eme 1961,-ben kromatográfiás eljárást irt le.
Boyd 1962-ben igen egyszerű tehnikát irt le a GOT aktivi­
tás láthatóvátételére agar-gel-Elfo után, Wiem /1959/ el­
járását módosítva. A szubsztrátumot, MDH-t valamint KAI).
H-t tartalmazó gélt kontaktusba hozza az enzimet tartal­
mazó gellel* Á párosított géleket inkubálja. Inkubálás 

után I)V fényben vizsgálja az enzimaktivitást, s azok sötét 

vonalak alakjában jelennek meg a fluoreszkáló gelben. U¥ 

fotóval maradandóan regisztrálható.
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Boyd és Latner /1961/ jól használható tetrazonium festési 
tehnikát dolgozott ki a GOT kimutatására, keményitő-gel- 

Elfo után* Még egyszerűbb festési tehnika /Echwartz, Nis- 

selbaum és Bodansky, 1963»• Becker és Bau, 1963/ az oxal- 

acetatot 6-b enzamido-4-met oxim-1 oluidin-diazoniuinkloriddal 
/Azoene fast-violett В*/ festik meg. Tz képezte a serum- 

GOT specifikus kolorimetriás meghatározásának alapját, mely- 

lyel a gyakorlatban a serшп-GOT-aktivitást határozzák meg. 
/Babson, Shapiro, Williams és Phillips, 1963/* Becker és 

Rau /1963/ közölték, hogy a diazonium-tehnika jobb ered­
ményeket ad mint a tetrazoniumos eljárás.
A diazonium tehnika szinteden háttérben szines csikót ad. 
Boyd /1962/ leirta, hogy a GOT izoenzimek szövethomogeni- 

fcátumból butan-l-ol-al kivonhatók, s ezek tovább szeparál­
hatók ammoniumszulfátos frakcionálással. A 60 - 75 %~os 

telitettségü precipitátum túlnyomórészt anódikus izoenzi- 

met ad, mig a katódikus izoenzim csali magasabb koncentráció 

mellett precipitálható.
Az enzimfrakciók aktivitásának összehasonlításakor figye­
lembe kell venni, hogy az oxalacetat, mint reakciótermék, 

inhibitorikus hatású. Boyd /1961/ ezért ajánlja a Karmen 

/1955/ metodikát, mert ennél az eljárásnál a keletkező 

oxalecetsav olyan gyorsan bomlik el, mint amilyen gyorsan
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keletkezik MDH és NADH hatására. Ez a reakció spektrofo­
tometriásán követhető >40 nanométeren. A Reitmann és 

Éránkéi /1957/ kolorimetriás eljárása, valamint Cammarata 

és Cohen spektrofotometriás eljárása /1951/ kevésbé kie- 

légitőek, mert ezeknél az oxaiecetsav akkumulációja bo­
nyolítja a reakciót.

e
! : ’

í "v:

A GOI' izoenzimek tulajdonsága.

A GOT összaktivitás jelentős része patkónymájhomogenizá- 

tumban a mitochondriumokban marad, /Hird és Rowsel,19>0 

Müller és Leuthardt, 1950./ és számos kutató közölte,hogy 

a szövethomogenizátum alctivitása tárolás közben növekszik, 

valószinüleg az enzim kiszabadulásával a mitochondriumokból. 
/Schmidt és Schmidt, Wildhirt, 1958,• Rosenthal, Thind és 

Conger, I960./
A mitochondriumokat dezintegráló eljárások, Waring blendor, 

vagy ultrahangos dezintegráció, minden esetben tetemes en­
zim-aktivitás növekedést okoztak, és a mitochondriális ak­
tivitás minden esetben 2-4 szerte nagyobb volt, mint a 

szupernatans aktivitása. /Eichel és Bukovsky, 1961,. Boyd, 
1961./
Rosenthal et al. /I960/ igazolta, hogy a patkánymájból

• *
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izolált mitochondriális és szolübilis GOT hasonlóan visel­
kedik, mint az anódikus és katódikus forma? azaz a Boyd ál­
tal 1961-ben leirt GOT I. az anódikus frakció, a ssuperna- 

tanssal lenne azonos, mig a GOT II. a katódikus frakció, mito- 

chondriális eredetű.
1962-ben Boyd ezt megerősítette patkánymáj butanolos ex- 

tractummal végzett vizsgálatában, mikor a szupernatans csak 

anódikus, a mitochcndriális frakció pedig csak katódikus 

izoenzimet tartalmazott.
A két izoenzim nemcsak Elfo-mobilitásban, vagy kromatográ­
fiás viselkedésben különbözik, hanem pH érzékenységük valamint 

immunokémiai tulajdonságaik is eltérőek, mint est Msselbaum 

és Bodansky 1964-ben igazolta.
Pleisher et al. /I960/ jelentős különbségeket közölt kutya- 

sziv-izoenziia I. és II. különböző pH-nál történő aktivitás 

meghatározáskor. Ha a pH-t 7»4 alá csökkentjük, az Izoenzim 

I. aktivitása rohamosan csökken és pH 6,0-nál már csak 40 %-a 

marad meg az eredeti aktivitásnak. Hasonló körülmények között 

az Izoenzim Il.-nél ilyen csökkenés nem tapasztalható. Boyd 

/1961/ patkánymájból előállított Izoenzimeivel hasonló ered­
ményre jutott. Pleisher et al. /I960/ közölte, hogy a két 

izoenzim K^-je is különbözik, /asparaginra és ketoglutarat 

szubsztrát koncentrációra vonatkoztatva./
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-3pH 6,О-on a kutyasziv GOT I, K^-je 38,4.10 

pH 7,4-en
M.

11,9.10“- M,

Az izoenzim II. ugyanebből a szövetből izolálva;

2,48.10”-* M.

0,7.10

A katódikus izоenzimnek nagyobb az affinitása az aszpa- 

ragin-savhoz, mint az anódikus frakciónak. Az anódos frak­
ciónak viszont a kétоglutársavhoz nagyobb az affinitása, 

s igy pH 6,0-nál, nagyobb koncentrációban a ketoglutársav 

gátolja a reakciót, /Boyd, 1961./
Tisztított GOT készítményékből izolált GOT-I.-et vizsgálva 

hasonló eredményre jutottak még; Green 1345 

Gunsalus, 194-7» Jenkins és fíizer, 1957*. Jenkins, Iphantis 

és Sizer, 1959». Lis, 1958,. Velick és Vavra 1962-ben mint 

Pleisher et al. valamint Boyd az Izoenzim I. /GOT I,/-re 

vonatkozó megfigyelései az enzim nagy specifikus aktivitá­
sát illetően.

. * ?

pH 6,0 

pH 7,4
1 ■

-3 M.

0*Kane és•»

A két izoenzim különbözik még a vérből való eltűnési sebessé­
gükben is. bakim és Pleisher /1963/ kutyáknak iv. beadott 
Izoenzim I. sorsát figyelték, s ez csak 4-5 nap múlva tűnt 

el a keringésből, mint az Izoenzim II. 6 órán belül elimi­
nálódott. kontrasztként; a GPT 19-25 nap mulva is kimutat­
ható volt az injectio után.
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Wakim és Fleisher szerint a fentiekben a RES clearance ját­
szik szerepet,
Boyd és Latner /1961/ tovább vizsgálták az Izcenzim I.-et 

és II.-őt, és nem találták homogénnek. Myocardium inf arc­
tusnál és CCl^, mérgezéskor találtak egy harmadik sávot is. 

Decker és Kau /1963/ különböző patkányszövetből izolált 

anódikus izoenzimet vizsgálva azt találták, hogy a máj,szív, 
és vázizomból izolált enzim három csíkra bontható, mig a 

vese-eredetű csak kettőre. Ugyanők mutatták ki, hogy a ke­
reskedelmi forgalomban levő kristályos sertéssziv GOT 

/Boehringer/ 4 anódikus frakciót tartalmaz, és nincs benne 

katódos frakció.
Az emberi szív anódikus izoenzime három frakciót tartalmaz, 

mig a kutyasziv GOT homogen. A szerzők szerint az ok az el­
térő aminosav-összetételben, vagy más csoportok különbségé­
ben keresendő, pl.: sialinsav és az enzimfehérje kapcsolódá­
sában. Boyd 1961-ben korrigálta előző közleményeit, mivel a 

leirt szövet-preparátumokból izolált GOT-aktivitás mérései 
tévesek voltak, mert utánvizsgálata szerint mint az extrac­
tum, mint a homogenizátum egyaránt tartalmazza a mitochondriá- 

lis és oldható formáját az enzimnek. Ez a kritika nem érinti 
az Izoenzim II. vérpályából való eliminálasi sebességére vo­
natkozó megállapításokat. Ugyanekkor közölte, hogy a szérum
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GOT-aktivitás inkább a szolubilis forma meghatározása, és 

hogy a katódikus forma csak 6-11 %-a a myocardiális in- 

farctus vagy fertőző hepatitis esetében meghatározott GOT 

szérum-szintnek.
Block, Carmichel és Jackson 1964 ben közölték, hogy az 

emberi szérum izoenzim tartalma sokkal bonyolultabb,mint 

azt az eddigi munkák leirták.
На a szérumot keményitő-gélen, vagy gélblokk-Elfo-val 
választották szét, és festési tehnikát használtak, úgy 

csali két frakciót találtak, és mindkettő anódikus volt.
Mig bármelyik gélt, vagy blokkot eluálták, 3 anódos és 

két katódos frakciót találtak. Ezek közül a C komponens 

volt a leghőeilenállóbb, mig az A volt a legtermolabili- 

sab. frakció. Block et al. 1964-ben közölte:

GOT izoenzimek emberserumban:
Százalékos megoszlás:

Anódikus: Katódos:
Frakciók: ABC D E

12,6 24,3 26,4 19,6 17,0
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Alanin aminotranszferáze.

Állati szövethomogeniz:. tumban csak a szupernatansban 

találták meg* A kutatók egyöntetű véleménye szerint Elfő-
Boyd, 1962val csak egy sávot ad./FIeisher, I960 

gal és mtsai, 1962,, és mások/.
Lang és fclassarat 1965-ben szövethomogenizátumot vizs­
gáltak. Az előállított tisztított ОРТ enzim, a GOT-al 
ellentétben, véleményük szerint az ismertetett immuno­
lógiai és biokémiai vizsgálatok alapján nem mutatott 

többféle molekuláris formát, s igy azt tételezték fel, 

hogy ОРТ izoenzimek nincsenek.
Egyedül Swick és mtsai Írják 1965-ben, hogy sikerült 

patkánymáj-homogenizátumból az enzim mitokondriális 

formáját is izolálni, mely az összes GFi enzim kb. 8 %- 

át tette ki.
így a többség azt a konklúziót vonta le, hogy minden 

állati szövetben, melyet tanulmányóztak, ez az enzim 

homogen.

Se—•» • t

t
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Az áttanulmány zott, áltálán hozzáférhető irodaijai ada­
tok aiapján munkámban azt a célt tűztem ki, hogy egy­
részt: igazol^»-, hogy az alanin—aminotranszferázo /GJT/ 
is izoenzim alegységekből áll a GOT-hoz hasonlóan,más­
részt pedig, az izoenzinek vizsgálatára olyan könnyen 

hozzáférhető, nem túl nagy tehnikai berendezést igény­
lő, de használható módszert dolgozzak ki, mely bizto­
sítaná az izoenzinek kimutatását és a kapott eredményei, 
értékelését biokémiai és klinikai szempontból egyaránt*
Л GHD izoenzimek ki utatását ősz..оекгошаüo^ráfiával:
EAK ßeghudex és Ш&Е Ceiiulose-oozlopon,

Agor-gci Elfo-vai,
Ceilogcl-Ei-fovGj., valomint 

papir-í'lfoval i.isérertem m g.

Az elválasztáshoz mindem esetben emberi szérumot használ­
tam, főleg olyan betegek szérumát, kiknél magas tran; z- 

omináze szintet találtunk a rutinvizsgálatok során.

leválasztás DFAE ßephadex oszlopon*

24 órán át desztillált vízben duzzasztott ШАЕ Sephadcx
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A 50 anioncserélö gélt 2 x 15 cm.-oe oszlopra vittem 

fel. 50 ml. 0,4 M* NaOH-val átmostam, majd dest.vizes 

mosás után 50 ml. 0,5 n. IICl.-el Cl" ciklusba hoztam 

és desztillált vizzel ekvilibrúltam.
4 ml* vizsgálandó szérumot az oszlopra pipettáztam, 

majd vizes elúció következett,15 frakción ót.
Cseppszám: 3-4 másodpurc/csepp, 4 mi.-es frakciók.
M / Íj pH 8,0 foszfát pufferrel a rendszer pH-ját b,0- 

re állítottam be. Innen az eiuálást pH gradienssel foly­
tattam pH b,0 - 6,0 között. A gradiens Öseztérfogata 

200 ml* volt. Az eluálás utolsó szakasza pH 7,4-^us 

M / 15 f szfát pufferben oldott 0 - 0,5 И NaCl gradiens­
sel történt. Ez az ossztérfogat 100 ml, volt. 108 frak­
ciót szedtünk le. Minden frakcióból fehérjemeghatáro­
zást végeztem 280 nanométeren, spektrofotométerrel mért 
UV abszorpció alapján és minden frakcióból meghatároz­
tam a GOT és GPT aktivitást Keitmann és Frankel szerint. 

A módszer részletes leírását a papirelektroforezises 

vizsgálatok ismertetésénél fogom megadni.

A közölt ábrán együtt ábrázoltam a GOT és GPT enzimek 

egyidejű elválasztását. /i.ábra./
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l*ábra*  ---- : 2U) nanométeren mért fehérje E«# —- :

GPT*g GOT onzimaktivl fcáe E.

Az akut hepatitisben szenvedő beteg, szérum nak GOT 

ösezaktivitása s CAO Ш * # GPT öeozalct:-vitása b2D KE* 

volt*
bűnükét enzim a eloszt* viz аз eiuúlásnúl egy-egy hatá­

rozó ót peaiv-et ad* A második, erősebb x>ecúkg a pH őrá-
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diens elején a pH c_,0-ae tartományt)• n még erőteljesebb. 

Héhány kisebb .sues mutatkozik a pH 7»G-os tartományban, 
majd a sógradiens mezejében is volt jól mérhető aktivitás.

A GOT ioncserélő krornatografiás elválasztása az irodalmi 
adatok alapján már ismert /Evangelopulos, 1965/» de az 

ábrán látható, hogy a GPT is hasonlóképen alegységekre 

b oltható.

Elválasztás DEAE Cellulose ősz .topon.

Serva- EAE-Celluluse-t megfelelő módon felszuszpendálva 

és ülepitve 0,5 n. HCl.-el kezelve, majd deszt.vizzel 
mosva és 0,4 M KaöH-val aktiválva, újra semlegesre mos­
tuk, s 1 x 15 cm. oszlopot öntöttem belőle. 0,05 M. pH 

o,0-as Tris-pufferrel ekvilibráltuk. 24 órán át. Az igy 

előkészített oszlopra 5 ml. szérumot vittünk fel. A he­
patitis epidemica diagnózisa beteg szérumának GOT akti­
vitása: 700 ME
szérumot 10 ml. Tris-pufferrel utánmostam. Az elu lás 

folyamatos NaCl gradienssel történt, 0 - 0,6 M között, 

0,05 M. pH b,0-as Tris-pufferben. A gradiens össztér-

GPT aktivitása 440 ME. volt. A felvitt*»
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1ф$ Ml#-со franciókat oneütem# loose 

dett to rro.ció mindegy ikóbl Gin enslm-oktivitóé moo» 

határosáét, véges tan cJL tmarm-Fr anK ol esc riet. Minden 

i’ra. cit, f ohérj o-k -ne on tró c i ó j a t ie met ható,roston 2U 

nanométeren, oí cktrofotomoterről mért UV о besoroló alap­
ján* 1 sst-1 a módos rrel ts aiaiUi^-amin tranesferase ш~ 

sim határosott alegységekre volt bontható# /«’•ábra«/

fogata GO mi#

2« ábra# - - - : 2bÖ ша. fehérje . 
akti vitáé i.#

í GI *F enslm-
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A 10.-ik frakcióban ma- imuiaot adó orsó iz о enzim alegység 

a katódoo vagy mitokondriális isoenziranek felel not* A 

másik csúcs a 16 - 19# frakciókban jelentkezett az onó- 

dos, vagy citoplazmatikus, músnéven a ezolubilio frakció. 

Ez a béta globulinokkal mlgrál eifo-kor# Az albuminnal 
lejtvő bfoebe intenzitású frakció papir elfo-val ugyan­
csak kimutatható#
ÖEDZocezve; ШАЕ Cellulose-osziopon kromatografúlva a 

Gra enzim iß izoenzimekre bontható# A peokek nagysága 

óc eihclvezkcdéce diagnosztikai jelentőségű lehet, azonban 

ennek bizonyítására további sorozatos vizsgálatok szüksé­
gesek.

Agar-gei Elfő.

22 x 9 cm. üveglapra ontott 0,1 M.-ое foszfótpuiferben 

oldott 1 '""'-oc ifco-Agar-ból 4 mm, vastagságú lemezt ön­
tő'tem# A lemez Közepén Kiképzett vályúba 0,4 ml. szérumot 
mértem be#
Horizontális elektroforozic 220 V# feszül tőével, 10 snA 

áramerősógen 16 órán át. Hőmérséklet 10 C°. J uffer: 0,05 

W. pH 7,4 foszfát puffer, Whatman 1# papirhidak#
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Az elektroforezis után az agarlemezt még nedvesen a kö­
zepén hosszában kettévágtam, majd mindkét részt 0,5 ern­
es csikókra vágtam fel* Ezeket kis kémcsőben 0,5 ml. 0,05 M. 
pH 7,4-es foszfátpufferben, megfelelő szétmorzsolás után 

eluáltam. Az eluálás 24 órán át jégszekrényben történt. A 

lemez egyik részéből kapott frakciókból Foiin-szerint fe-
., a másik részéből pedig enzim-hérjemeghatározást 

aktivitás mérést végeztem.
A fenti módszer szerint nem sikerült az izoenzimek kielé­
gítő frakcionálása, mert az adott pH-n és ionerőségen sem 

a fehérjék, sem p dig az enzim frakciók nem váltak el meg­
felelően. Az alfa-béta globulinok területén mindkét enzim 

adott egy maximális peak-et, de a kisebb csúcsok nem vál­
tak el egyértelműen és tisztán.

e

if

7

f

t *

.*■

»*
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A nehézkes és munkaigényes oszl^kromatográfiás vizsgálatok 

helyett egyszerűbb módszert kerestem, ami lehetővé tenné 

az izoenzim rutinvizsgálatok elvégzését.
Munkahelyemen a mátraházai Állami Tüdőgyógyintézet labo­
ratóriumában évek óta végzek rutinszerűen szérum GOT és 

GPT aktivitás-vizsgálatokat* Az eddig végzett többezer 

vizsgálat tapasztalatai alapján sikerült egy mikro-mód- 

szert kidolgozni, melynek segítségével 10-30 mikroliter 

mennyiségű szérumból is elvégezhető a vizsgálat, /Czabafy, 
1966./ Ez tette lehetővé, hogy kipróbáljam az izoenzimek 

szeparálását papir-Elfo-val eluálásos módszerrel.
Papir Elfо-t GOT és GPT izoenzimek vizsgálatára Boyd/1961/ 
valamint Flbisher et al,/1960/ használt többek között,de 

főleg szövethomogenizátumot szeparáltak. Karmen vizsgálta 

egyedül az emberi szérumot papir-Elfoval, de az enzimakti­
vitást saját módszerével határozta meg. A Karmen metódus 

igen pontos, azonban sorozat-vizsgálatokra nehezen alkal­
mazható, mert NAP—al működő rendszert használva minden 

frakciót a fotométer küvettájában kell startoltatni, s 

ez egy vizsgálatra 40 csövet véve, igen nehezen kivihető. 

Boyd 1961-ben kezelt munkájában összehasonlitja a Reitmann- 

Frankel /1957/ a Karmen /1955/ és a Cammarata-Cohen /1931/ 

módszereket. Patkánymáj homogenizátumot vizsgált papir-
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Elfoval, s azt találta, hogy az aktivitás-meghatározási 
módszerek közül a Karmen-eljárás adta a maximális érté­
keket .
Block et ai. 1964-ben összehasonlította szérum GOr-aktivi­
tás meghatározásánál keményítő gélen a Steinberg /módo­
sított Karmen/ és a Keitmann-Frankel eljárást. Utóbbit 

eluálásos módszerrel végezte, és véleménye szerint mind­
két eljárás azonos eredményeket adott. A Eeitman-Frankel 
módszert Pollock és mtsai 1969-ben utánvizsgálták 

jelzett szübsztrátummal, s megállapították, hogy igen 

kielégítő és megbízható eljárás.
Fentiek ismeretében, hosszas kisérletezés után alakítot­
tam ki eljárásom, mely könnyen kivihető, és pontos, re­
produkálható eredményeket ad.
A számos szóbajöhető módszer közül a papir-Elfo-s elvá­
lasztás bizonyult a legkézenfekvőbbnek.
A leggyorsabb eredményt a Cellogel membránon végzett Elfő 

adta. A futtatás 90 percig tart, s eluálásos módszerrel 
végezve a vizsgálatot nagy enzimkoncentráció mellett kie­
légítő eredményeket adott. A GPT enzim izoenzim alegységek­
re volt bontható.
Azonban az igen kis felvihető szérummennyiség, /1,5 mikro­

nt er /cm,/ kisebb enzimkoncentráció esetén már nem

-el
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elegendő, hog,., a kapott frakciók értékelhető]* legyenek.
A magas enzimkoncentráció mellett kapott eredmények azon­
ban igen biztatóak, s a folyamatban levő módosítással, 
valószínüleg sikerülni fog ezt a módszert rátinvizsgálat- 

ra alkalmassá tenni, s kiterjeszteni a normális enzim- 

szintű szérumok vizsgálatára is.

*

3. ábra. Cellogel-elfo. - - : fehérje E 

enzim-aktivitás E. GPT összaktivitás: 760 ME.
: GPT-•»
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Papir-elektroforezis.
■ *

:• .*

A vizsgálat menete:

50 x 4 cm-es Íüacherey-Nagel 214, papírcsíkot hosszában két 

részre osztottam grafitceruzás jelöléssel, majd a hasznos 

futási teret 1 cm-es darabokra osztottam be. A futtatás 

után a hosszanti vonal mentén a csikót két darabra vágtam, 
az egeikből az enzim-aktivitást határoztam meg, a másik 

feléből pedig a fehérje frakciókat mutattam ki.
A felvitt szérum mennyiség minden esetben 40 mikroliter 

volt. A futtatáshoz használt puffer 0,06 М.-os pH ?,4-es 

foszfát *uffer, ionerősség: =0,42. A futtatási feszült­
ség 160 V. Futási idő: 18 óra, hőmérséklet 10-14 C°.
Az elektroforezis befejeztekor a papircsikot két félre vág­
va a fehérjemeghatározáshoz használt részt 110 C°-os szárí­
tószekrényben fixáltam, majd savanyu fukszinnal történt fes­
tés és ecetsavas differenciálás után megszáritottom. A meg­
festett csikókat az előre bejelölt 1 cm.-es osztások mentén 

eldaraboltam és n/4 NaOH-val eluáltam. Az eiuátumot 5 n 

HCl-el visszadifferenciálva a csövek tartalmát fotométerrel 
1 cm-es küvettában deszt.viz ellen 525 nanométeren megmér-
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tem. Az igy kapott fehérje frakciók relativ értékeit az 

enzimaktivitási görbékkel együtt görbe alakjában regiszt­
ráltam.
A kapott szérumfehérje-frakciók a magas ionerősségü puf­
fer és a fehérjék elektroforezisénél használt pH b,6-os 

puffer helyett használt pH 7,4-es puffer miatt nem váltak 

el olyan szeparáltan, mint normális körülmények között, 

hanem az alfa 1. frakció rátorlódott az albumin frakció­
ra és a gamma-globulin frakció pedig elnyujtottabb sávot 
adott. Az előzetes próbacsikok értékelése azonban azt mu­
tatta, hogy az izoenzim frakciók csak a fentebb leirt 

pufferrel és ionerossé^gel váltak el tisztán és értékel­
hetően, 0,06 ionerősségü pH b,6-os Veronálpuffért alkal­
mazva, az izoenzimfrakciók elmosódtak, s az enzimaktivi­
tás is csökkent a lúgos pH miatt.

Az enzimaktivitás meghatározása:

Az elektroforetikus futtatás leteltével, a még nedves csi­
kót az előre bejelölt 20 egyenlő 1 cm-es darabokra vágtam. 
Minden egy'es darabot apróra összevagdalva 1-1 kémcsőbe 

tettem, s az igy kapott 20 frakciót 0,y»7 ml# 0,1 M-os
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pH 7»4-ce focaí'útpui.' orr ex eluaitam# Az eluátumhoz a 

Xíeitemn-Froakel módsz r elöirása szerint elkéssitett 

osubsztrátünból 0,57 ffil-t mérten# A beméréseket beka- 

liteúlt Takátoy-féle eseppentővel végeztem, igy gyo­
mon óg pontoson lehetett tie mennyiségeket sorozatban 

bemérni, /Czabofy,1906/
Mivel minden anyagból mindkét enzim, о GOT ée a GPT 

szeparálását el kivontam végezni, minden vizsgált anyag­
ból két parallel csikót futt tton#

A GOT vizsgálatnál használt szubsztrátums 

0,i foezfátpuffer, pHs 7*4,
£!• aifa-koto-glutársav#

0,1 M# -oczparaginsav,
-32.10

A GPT aktivitás meghatározására szolgáló szubeztratums 

0,1 К» foszfát-puffer, pH s 7,4,
2*i0~“^ Ы, alfa—keto-glutársav#

0,2 M# d- -aienin,

A ozuboztrút hozzáadás után az eluát-szubsztrát keveréke t 

GOT vizsgálatnál 60 percre, GPT vizsgálatnál pedig 50 per­
cig 57 Cu-os vizfürdöben inkubáltam#
Az inkubációs idő letelte utón mindkét enzim-vizsgálatnál
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a reakciót sósavas kromogen oldattal állítottam le, 

mely egyben a szinrealcciót is biztosította,
A kromogen old. ts 1,10"*^ b", 2,4-dinitrofenilhidrazin 

normál sósavas oldat,
A felhasznált vegyszerek a Boehringer gyár készítményei 
voltak. Ezzel a reagenssel a keletkezett oxalecetsavat, 

illetve piruvátot lehet meghatározni, A reakcióelogyhez 

hozzáadott 0,4 n.NaOH oldat biztosítja az alkálikus mi­
liőt, melyben a keletkezett hidrazon-szin proporcionális 

& keletkezett oxalecetsavval, illetve piruváttal, /Reit- 

mann-Frankel, 1957»/ azaz il en módon az enzimaktivitás 

meghatározható.
A kapott szinintenzitást 546 naometeren, 1 cm,-es küvet- 

tában deszt.viz ellen mértem. Az igy nyert értékekből a 

vakot levonva a fehérje frakciókkal közös ábrán grafikusan 

ábrázoltam, A kapott értékeket nem számoltam át nemzetkö­
zi egységekre /МЕ/, mert a vizsgálatok célja az enzim- 

frakciók egymáshoz való viszonyának a tisztázása, в ezt 

a relativ értékek összehasonlításával, az extinkciós ér­
tékek ábrázolásával jobban lehetett ábrázolni.
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ííredmóayek*

Az iao.iiaim frakciókat betegek szérumából kicéi-extem m©c 

eiektroforotikuűan izolálni. Cs к olyan bototok szérumát 
vizsgáltam, kiknél a rutinszerűen végzett májfu kcióc 

vizsgálatok során emelkedett tranozamlnase aktivitást 

találtam, Kormai brunszacináz-ektivitáct mutató ebének 

keverék szérumát futtattam normál kontrollként. A norm 1- 

kontroll keverék szérumok СОТ aktivitási görbébe: /4.ábra/

£

?•

гь r «

I \
r «

4. I \
i « 
r I 
I \

II \
I»
I
i»le I
l

4^/V10 / \у
/

77 T
M.kcío'kX- fr10

4«ábrái - - - s lekérje E 

verők szérum.
* GOT enzim ; к t.}. Normál ke-•»



Az ábrán látható, hogy az alkalmazott módszerrel a GOIT 

normál egyéneknél három anódos peak-et ad, és agy kató- 

dos csúcsot.
Az izoenzim frakciók peok-Jeit az ábécé nagybetűivel 
áelöltem. A -ét katódos frakció a kátéd felöl elindulva 

A és B, míg az anódos frakciókat С Г és E betű kel 
leltem# Vizsgál talmnál az A frakció a gamma globulin 

előtt, a kátód felé h lyezkedett el, а В, a gcnma-glo- 

bulirmal futott# Az nódos frakciók közül a C a bóta- 

giobulinok magasságában, a , mely legtöbbször a maximá­
lis peak-et adta, az alfa 1-2 frakcióval futott. Az E 

pedig az albuminnal migrált együtt. Egyes kóros esőtök­
ben mégegy GOT frakció is klmutt tható volt, az F, mely 

iostalbuminoc mobil!tá-t mutatott, azaz ennek volt a leg­
nagyobb migrálási scbeseógo.

Tehát normál keverék-szérumban a GOT izoenzim vizsgálat­
kor 4 frakció volt kimutatható: В, С, Г óe E, Megoszlá­
sukat tekintve az első húrom kezel azonos aktivitást mu­
tatott, míg az E frakció az előbbiek kb# £0 JA-a#
A GPT izoenzimekndl más a helyzet. A normál-keverék szé­
rűmben cgу igen határozott A frakció volt kimutatható,
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mié; a többi frakciók a gamma globulintól az albuminig 

terjedő szakaszon nagyjából egybeolvadt nagy blokkból 
állanak. Feltehetően ez az oka, hogy az idézett szerzők 

homogen enzimként Írták le a GPT-t, lévén, hogy csak 

az anódos frakciót sikerült kimutatniok.
■\

: %

5.ábráé Normál keverék szérum. 

-------: GPT aktivitás E.

----- : fehérje E•»
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Az egyes izoenzim frakciók részaránya és kimutathatósága 

változik, ha az ossza tivitas a szérumban valamilyen be­
tegség következtében megnő. Ez mindkét enzimre, a GOT-ra 

és GPT-re egyaránt vonatkozik. Megjelennek olyan frakciók 

is, melyek a normál-szérumban nem voltak kimutathatók,fel­
tehetően a kis enzrmkoncentráció miatt,
40 beteg szérumának izoenzim vizsgálata volt értékelhető, 

Minden betegnél az összaktivitás meghatározása után, mind­
két transzamináze-izoenzim frakcionálását elvégeztem, A 

kapott értékek jól összhangban voltak a diagnózissal,mert 

betegség szerint csoportosítva a vizsgált betegeket, izo­
enzim görbéik jól egyeztek.
40 beteg közül 34 szenvedett valamil en májbetegségben,
34 közül 21 hepatitis epidemica, acuta, a többi 13 pedig 

krónikus májgyulladás, vagy cirrhosis volt.
6 beteg szív, illetve puimonális infarctus miatt került 

vizsgálatra.

A vizsgált 21 hepatitis epidemica-s eset GOT izoenzim gör­
béit összevetve a jellemző görbe a következő volt:
/6,ábra./

■
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L .ábra. T.B. hepatitic epidemica. GOT ösozaktivitás: 

1500 ME* - - -: fehérje E*, GOT enzim akt.:------

Az A írakció minden esetbe;-, kimutatható volt, s átlag­
ban 0—8 —át képviselte az isozintenzitásnak. Аж anód. 
frakciók közül na alfa-i.-ei futó D frakció adta la,vet­
kezőt esen a maximális peok-et, az intenzitás (0-75 %-át
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képviselve. А В frakció 5 - 10 % а С ée Е hasonló inten­
zitásban fordult elő. Az F frakció, mely postalbuminos 

elhelyezkedésű minden kóros esetben megjelent, de inten­
zitása változó volt: 2 » 6 %.
A frakciók nagyságának eloszlása és a betegség stádiuma 

közötti összefüggés jól tan lmányozható, ha különvesssük 

azokat a betegeket, akiknél a GOT 1000 ME* egység felett 

volt. Ezek aktivitási görbéi csaknem teljesen egybevágóan. 
Viszont a betegség krónikus formájában, mikor az összak- 

tivitás 200-600 egység között volt, megváltozik az izo- 

enzim frakciók aránya: az A frakció élesebben elválik, a 

C frakció beleolvad a még mindig maximális peaket adó D 

frakcióba, de ennek mértéke 45 - 60 %»ra csökken, s erő­
teljes csúcsot ad az albuminnal futó E frakció, s ennek 

intenzitása a betegség krónikussá válásával arányosan nő, 
a vizsgált cirrhotikus eseteknél már 50 - 40 %-ra fokozódik. 
/7*ábra./
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Sr.

7* ábra. .J. hepatitis chronica, cirrhooie. GOT ceasakti- 

vitást 260 m . ---- fehérje E t ОТ enzim okt.F.* *

Szivinforctuc után a GOT ceezaktivitás nem emelkedik 

olyan na^y mértékben mint hepatitlekor, de az izoenzim 

íra ciók t pikuc képet adnak, /6,ábra./



40

6.ábra. О. I. myocardium infarctus, exit. GOT csszaktivi- 

táss 240 ME. - - fehérje E : GOT enzim akt.E.• #

Bár a vizsgáit 6 eset kis számánál fogva nem jogosit fel 
arra, hogy végleges következtetést vonjak le, mindeneset­
re a kapott kép teljesen karakterisztikus, s egyöntetű 

volt a frakciók elhelyezkedése és intenzitása. Az összak- 

tivitás bO és 260 ME. között mozgott.
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A közölt módszerrel az aszpartat-aminotranszferáze izo- 

enzimek jól tanulmányozhatók, s az eddig leirt b izoen- 

zim frakciót sikerült kimutatni* Az egyes izoenzim frakci­
ók megjelenése, intenzitása és a betegségek között, tipi­
kus összefüggések vannak. További vizsgálatokkal szeret­
ném az észlelteket megerősíteni, esetleg egyéb módsze­
rekkel kiegészítve.
Tényi M. és mtsai 1961-ben közölt cikkükben más módszer­
rel /kontinuus elfo-val/ dolgozva hasonló eredményre ju­
tottak. A kai ott frakciókat még nem nevezik izoenzimek- 

nek, de megállapítják az egyes frakciók eltérő elfo-mobi- 

litását, s a frakciók eloszlását egyes szervek ártalma 

esetén különbözőnek találták.

GPT izoenzimek.

A legszembetűnőbb eltérés a GOT-hoz viszonyítva az, hogy 

a maximális intenzitást mutató frakció itt nem az alfa 

globulinnal migrál, hanem mindig a béta globulinnal.
A katódos frakciók minden esetben kimutathatók, de а В
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frakció néha ..issé eltolódik a katód fee. Az anód frak­
ciókból 5 állandó Peak regisztrálható« a C frakció itt 

be-eolvad az eres D franciéba, mely a legtöbb ecetben a 

maximális peak-et adju. As E frakció csúcsa sem eeik egy­
be az albumin maximum pontjával, e jelentkezik a post-

A megbetegedéseel összefüggőalbuminos F frakció is, 

jelenségek a GOT izoenzimekíiez husonióun itt is kimutat­
hatók. Akut hepatitisnél a D fr kció 65 - 75 %-a az oesz- 

intenzitáenak, а Б és F frakciók nagyjából azonos inten- 

zitúsuak, c ugyancsak kezel eu/enlc az A és F frakció.
/9.ábra./

9.ábra. В.A. hepatitis acuta,epidemica • Gi T? jj 
------- : fehérje F.

ZOkt.ü20 Ш 9
vií: GF: enzim akt.k. <F! ^

■яc>
O
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A krónikussá váló májbetegségeknél csökken a maximális 

D frakció intenzitása, viszont emelkedik az E és F frak­
ciók értéke* A katódos A és Б frakció közelebb kerül egy­
máshoz, s élesen elkülönül a C. /10.ábra./

10.ábra. D.K. hepatitis chronica, ulcus ventriculi.
- fehérje E.Gf'T összakt. 120 ME. : GPT enzim­

akt. E.

■

■ I ■ .

I



44

A májcomában /atrophia hepatis flava/ elpusztult beteg 

szérumából vizsgált GPT-izoenzim eloszlás azt mutatja, 

hogy bár némi hasonlóság mutatkozik a normál szérumok 

izoenzim eloszlásához, a jellegzetes csúcsok azonban 

mind fellelhetők. Az anódos frakciók jól elválnak. A 

C, D, E frakciók közel azonos intenzitásunk, a katódos 

A, B, és a postalbuminos F frakciók is egymáskozt egyen­
lőnk. Ez a kép jellemző a májcomára. /11.ábra./

11.ábra. P.F. Atrophia hepatis flava, coma hepaticum,exit. 

GPT összakt. 620 ME. - - - jjehérje E s GPT enzim-akt.E.•»
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Krónikus májbetegségeknél, különösen idült alkoholisták 

máj-cirrhosisánúl hasonló jelenségeket tapasztaltam. A 

D frakció dominanciája úgy tűnik, megszűnik tartós máj­
károsodásnál, s csak az akut szövetpusztulás tünete. Ha­
sonló görbét adott a szivinxarctusban elhalt beteg szé­
rumának vizsgálata, ami kérdésessé teszi azt az iroda­
lomban fellelhető megállapítást, hogy a GM inkább máj­
specifikus enzim, s szivizom-sérüléskor nem diagnosztikus 

értékű a vizsgálata. /12.ábra./

Л)
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l\
S 4 S?-;60

90
II

II
40

70

10
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10r

12.ábra. 0.1. Infarctus cordis, cardiosclerosis,exit. 

GPT összakt. SO ME. — — —: fehérje E., : GPT enzim-akt.E.
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Összefoglalva a GPT-re vonatkozó adatokat: a szakiroda- 

lomban általánosan elfogadott megállapitás, hogy a GPT 

enzim homogen, nem állja meg a helyét, mert a leirt mód­
szerelkel sikerült e választani az izoenzimeket. Ezek 

aránya a betegség természetétől függően változik, s jel­
lemző képet ad. Megállapítható volt az egyes frakciók 

Elfo-migrálási sebessége a szérum-fehérjékhez viszonyítva, 

s ezek eltértek a GOT izoenzimck vándorlásától,/13,ábra,/

*

GOT osszál tivitás 230 ME, 
-------  : fehérje E,

GPT ossza-tivitás 360 ME,
: GPT akt,E,-,-í GOT akt, E.
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Összefoglald б.

Jelen munkámban az emberi szérum aszpartát-aminotransz- 

feráze és az alunin-aminotranszferáze izoenzimek tulaj­
donságait kíséreltem meg vizsgálni.
A bevezető irodalmi összefoglalásban taglaltam az eddig 

elért legfontosabb eredményeket, s hasznosítva az ott 

közölt tehnikai megoldásokat, kisérletaztem ki az alkal­
mazott eljárást. Olyan módszert dolgoztam ki, mely köny- 

nyen hozzáférhető és egyszerű eszközökkel kivitelezhető, 

mégis jól értékelhető eredményeket ad. 
Papir-elektroforezises elválasztással sikerült az asz- 

partát aminotranszferáze izoenzimeket elválasztani, a ta­
lált frakciók száma nagyjából megegyezett az irodalmi ada­
tokkal, s migrálási sebességük is megfelelt az eddig kö­
zeiteknek.
A frakciók százalékos megoszlása vizsgálataim szerint 

szoros összefüggésben van a betegség természetével. Az 

egyes frakciók megléte vagy eltűnése is karakterisztikus.
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Mindenesetre további vizsgálatok szükségesek, nagy anya­
gon, egyéb módszere kel is kombinálva, hogy teljesen tisz­
ta kép alakuljon lei az izoenzlm frakciók és a klinikai vo­
natkozás ok osszetartоzásában.

Az alanin aminotranszferáze enzimről vizsgálataim során 

kiderült, hogy az irodalmi adatokkal ellentétben, ez az 

enzim is inhomogen, izoenzim frakciókra bontható* A GOT- 
hoz hasonlóan a frakciók elhelyezkedése és intenzitása 

diagnosztikus következtetéseket enged meg. Az eg^.es frak­
ció! vándorlási sebessége eltér a GOT enzim hasonló frak­
cióitól, ami az enzim és az egyes izoenzim frakciók elté­
rő mójsulyára és aminosav összetételére utal.

Mindkét transzamináze enzim további részletes vizsgálatát 

kívánom folytatni, mert úgy hiszem, hogy ezekből talán mint 

a biokémia, mint a klinikai diagnosztika egyaránt profitál­
hat majd.
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