
and changes the relationships between their free and bonded forms. It Is 
discussed the participation of quantitative changes of investigated amino 
acids in formation of tetany under hypoparathyroidism.
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И. Л. СААКЯН, Д. А. ГЕВОРКЯН. П. С. СИМАВОРЯН, Э. 3. АРУСТАМЯН

МОДИФИКАЦИЯ КОЛОРИМЕТРИЧЕСКОГО МЕТОДА 
ОПРЕДЕЛЕНИЯ АКТИВНОСТИ ЛЕИЦИН-

АМИНОТРАНСФЕРАЗЫ В ТКАНЯХ
Предложен модифицированный метод определения активности лейцин-аминотранс- 

феразы в тканях. Показаны преимущества метода, что позволяет использовать его не- 
только в экспериментальных исследованиях, но и в клинико-биохимических лаборато
риях.

Большинство тканей организма человека и животных обладает вы
раженной активностью трансаминирования разветвленных аминокис
лот—лейцина, изолейцнна, валина [2, 4]. Изучение этой активности в 
норме и при патологии позволяет сделать ряд теоретических и практи
ческих выводов [2, 3, 5]. Однако применение существующего метода за
труднено из-за сложности его выполнения.

Известный метод определения лейцин-аминотрансферазы (Л-лей֊ 
цин: 2-оксоглутарат аминотрансфераза, КФ 2. 6. 1. 6, Лей-АТ) в тканях 
основан на проведении ферментативной реакции путем инкубации го
могената с субстратами—лейцином, альфа-кетоглутарювой кислотой 
(а֊КГ) и коферментом—пнридоксаль-5-фосфатом и на фотометрическом 
определении образовавшейся альфа-кетоизокапроновой кислоты (а- 
КИК) динитрофенилгидразиновым методом при длине волны 440 нм 
[1]. Так как 2,4-динитрофеннлгидразнн дает окрашенные продукты как 
с образовавшейся а-КИК, так и с непрореагировавшей а-КГ, вышеука
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занный способ определения активности фермента включает разделение 
2,4-динитрофеннлгндразонов этих двух кетокислот с помощью экстрал- 
ции динитрофенилгидразона а-КНК толуолом. Такое разделение вклю
чает целый ряд трудоемких и длительных операции.

Цель настоящей работы—упрощение известного метода определе
ния активности Лей-АТ в тканях.

В модифицированной методике исключаются стадии осаждения 
белка, разделения гидразонов двух кетокислот, а также используется 
в качестве стандарта пировиноградная кислота вместо дефицитной а- 
кик.

Материал и методы

Реактивы, 1) 0,1 М натрий-фисфатный буфер, pH 7,8; 2) Л-лей- 
цин (20 мкмоль в 0,3 мл буфера); 3) а КГ (15 мкмоль в 0,15 мл буфе
ра); 4) пиридоксаль-5-фосфат (0,02 мкг в 0,15 мл буфера) готовится 
каждый раз перед употреблением; 5) 2,4-динитрофенилгидразин 
(0,02% раствор в 0,1 N HCI); 6) 0,4 N раствор NaOH; 7) стандартный 
раствор пирувата натрия (И мг кристаллического пирувата «атрия 
растворяют в дистиллированной воде и доводят объем до 100 мл; 1 мл 
раствора содержит ПО мкг пирувата натрия, что соответствует 88лкз 
пировиноградной кислоты).

Ход определения. Надосадоч-ную жидкость после центрифу
гирования тканевого гомогената, приготовленного в натрий-фосфатном 
буфере (соотношение ткани к буферу от 1 :50 до 1 : 150 для различных 
органов), в объеме 0,15 мл инкубируют с субстратной смесью, содержа
щей 0,3 мл лейцина (20 мкмоль), 0,15 мл а-КГ (15 мкмоль), 0,15 мл пи- 
ридоксаль-5-фосфата (0,02 мкг). Одновременно ставят контрольный об
разец, который содержит все компоненты, кроме лейцина, вместо чего 
берут 0,3 мл фосфатного буфера. Общий объем инкубационной смеси 
составляет 0,75 мл. Инкубацию проводят при 37°С в течение 60 минут,- 
пробирки вынимают из ультратермостата и сразу же во все опытные и 
контрольные пробы добавляют по 0,5 мл раствора 2,4-динитрофенил- 
гкдразина для приостановления реакции. Пробы оставляют 20 минут 
при комнатной температуре, затем прибавляют по 5 мл раствора NaOH 
и через 10 минут измеряют оптическую плотность при длине волны 
500—560 нм. Колориметрирование проводят против холостой пробы, со
держащей: дистиллированную воду—0,75 мл, раствор динитрофенил- 
гндразина—0,5 мл. NaOH—5 мл.

Построение калибровочной кривой. Из стандартного 
раствора пирувата натрия готовят ряд разведений, как указано в табл. 1. 
Затем в пробирки со стандартным раствором разных разведений 
добавляют по 0,5 мл раствора 2,4-дититрофенилгидразина, оставляют 
20 минут, после чего добавляют -по 5 мл раствора едкого натра, остав
ляют 10 минут, затем колориметрируют при длине волны 500—560 нм. 
Колориметрирование проводят против холостой пробы, содержащей 
вместостандартного раствора пирувата-натрия 0,75 мл дистиллированной 
воды.
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Расчет результатов. За единицу активности фермента при
нимают то количество микромолей а-КИК, которое образуется при ин
кубации 1 г ткани в течение 1 часа. Расчет активности фермента прово
дят по формуле: А= (С։—С2) ХРХ 1,1, где А—активность фермента, С։— 
количество микромолей пировиноградной кислоты, найденное по кали
бровочному графику в опытном образце, С2—то же в контрольном об
разце, Р—коэффициент пересчета на 1 г ткани, 1,1—коэффициент пе
ресчета на а-КИК-

Таблица I
Приготовление образцов для построения калибровочной кривой пировиноградной 

кислоты

№
 пр

об
ы

Стандартный раствор пи
рувата натрия (мл)

Дистиллиро
ванная вода 

(МЛ)

Содержание пировино
градной кислоты а про

бе (мкмоль)

1 0,05 0,70 0.05
2 0,10 0.65 0.10
3 0.15 0,60 0,15
4 0,20 0,55 0,20
5 0,25 0,50 0.25
6 Հ0,30 0.45 0,30
7 0,35 0,40 0,35
8 0,40 0,35 0.40
9 0.45 0.30 0.45

10 0,50 0,25 0,50

Результаты к обсуждение

Как уже было сказано выше, описанная модификация имеет то пре
имущество перед известным методом [1], что исключает этап разделе
ния 2,4-диннтрофенилгидразонов дЬух кетокислот, каковыми являются 
образовавшаяся а-КИК в ходе ферментативной реакции и непрореаги
ровавшая а-КГ. Это становится возможным благодаря тому, что изме
рение оптической плотности проводят в области спектра 500—560 н.ч 
(точнее при Х=510 нм), т. е. измерение оптической плотности сдвинуто 
с области максимума поглощения чистого гидразона а-КИК. Для из
мерения нами выбрана именно эта область спектра, т. к., с одной сторо
ны, измеряемая величина оптической плотности в данном диапазоне 
длины волны находится в независимости от концентрации а-КГ, с дру
гой—Х=500—560 нм—это именно та область; спектра, где имеется боль
шая разница в спектрах поглощения 2,4-динитрофенилгидраэонов а-КИК 
и а-КГ. Приводим экспериментальное подтверждение предложенной мо
дификации.

На рис. 1 приведены спектры поглощения динитрофенилгидразона 
а-КГ (растворенной в натрий-фосфатном буфере), взятой в разных кон
центрациях. Из рисунка видно, что в области спектра 340—400 нм опти
ческая плотность чувствительна к концентрациям а-КГ, что нельзя ска
зать для диапазона длины волны 500—560 нм, где независимо от концен
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траций а-КГ (хотя они различаются б 30 раз 15 и ,□ мкмоль) 
практически имеется одинаковая оптическая плотность—фон. о .этой 
же причине значения оптической плотности в контрольных пробах о раз 
цов различных органов (рис. 2 а, б, в) различаются между собой незна-

Рис. I. Спектры поглощения 2,4-динитрофенилгидрезонов а-КГ в зависимо
сти от ее концентрации.------------15 мкмоль--------------- 2 мкмоль—.—.—

0,5 мкмоль.

Рис. 2. Спектры поглощения 2,4-динитрофенилгидразоиов опытной и конт
рольной проб поджелудочной железы (а), сердечной ткани (б) и ткани 
печени (в) знТактной крысы.---------опытная проба (С|);---- -—•—контрольная

проба (С2).
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чительно; в них значения оптической плотности меняются только в за
висимости от количества эндогенного изокапроата. Вышеизложенное 
дает нам основание пренебречь изменением концентраций а-КГ, если из
мерение проводят в области спектра 500—560 нм.

Вместе с тем при сравнении спектров поглощения в опытных про
бах различных тканей, приведенных на рис. 2 (а, б, в), видно, что чем 
больше количество образовавшейся а-КИК (например, в ткани подже
лудочной железы), тем больше разница в оптической плотности между 
опытной и контрольной пробами в области спектра 500—560 нм. Таким 
образом, изменения оптической плотности при длине волны 500—560 нм 
обусловлены практически только изменением концентрации а-КИК в ре
зультате ферментативной реакции, поэтому в данных условиях проведе
ния ферментативной реакции и при измерении в этой области спектра нет 
необходимости в удалении гидразона а-КГ.

Такой подход к решению .вопроса, когда остаток а-КГ не удаляется 
и для измерения гидразонов выбирается менее чувствительная область 
спектра, не новый он применяется также и другими авторами, например, 
для количественной оценки 2,4-дннитрофенилгидразонов пирувата и окса- 
лоацетата при определении активности аланин- и асп^ртатаминотранс- 
фераз в сыворотке крови по методу Reitman, Frankel [6].

Описанная модификация предлагает использование пировиноград
ной кислоты вместо дефицитной а-КИК для построения калибровочной 
кривой и расчета активности Лей-АТ. Такая замена реактива стано
вится возможной благодаря перерасчету, исходящему из закона Бера: 
Д=Ес1, где Д—оптическая плотность, Е—молярная экстинкция, с— 
концентрация, 1—толщина слоя раствора. Для двух разных растворов 
при одинаковой концентрации и толщине слоя отношение оптических 
плотностей равно отношению молярных экстинкций:

Д1 _ Ei _

Д։ Е,
В нашем случае:

К молярная экстинкция гидразона а-КИК (Е։) 
молярная экстинкция гидразона пировиноградной кислоты (Е2)

= 17,4^—i.09=։i,i,
16,00

где значение Ei заимствовано из работы Cappuccino et al [I], E2 полу
чено нами экспериментально. Таким образом, умножая активность 
фермента, рассчитанную по пировиноградной кислоте на 1,1 (коэффи
циент пересчета), получаем активность по а-КИК.

Модифицированным методом нами определялась активность Лей- 
АТ в ткани поджелудочной железы у 10 интактных крыс. Для сравнения 
активность фермента определялась также с помощью хроматографи
ческого определения второго продукта ферментативной реакции—глу
таминовой кислоты. В табл. 2 приведены сравнительные данные по оп
ределению активности Лей-АТ предложенной модификацией и по коли
честву образовавшейся глутаминовой кислоты.
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Таблица 2
Активность Лей-АТ в ткани поджелудочной железы интактных крыс, определенная

разными методами_________ __ ___________

Образцы ткани под
желудочной железы, 
взятые у разных жи

вотных

Активность, полученная моди
фицированным методом 

(мкмоль а-КПК/з тк./час)

Активность, полученная хрома
тографическим методом 

(мкмоль глутаминовой кисло
ты/։ тк./час)

1 180,96 171,94

2 178,58 180.9J

3 187,57 176.89

4 180,85 190.80

5 187,88 173.80

6 192,52 200,95

7 173,84 208,87

8 164.92 180,55

9 . 193,95 200.97

10 195,52 180,95

М+т 183,66+2,86 186,66+4,03

Приведенные в табл. 2 данные дают основание считать, что исполь
зование модифицированной методики позволяет получить значения ак
тивности фермента в пределах допустимых колебаний.

Таким образом, в результате предложенной модификации значи
тельно упрощается метод определения активности Лей-АТ, что позво
ляет использовать его «не только в экспериментальных исследованиях, 
яо'И в клинико-биохимических лабораториях при определении актив
ности фермента в биопсийном материале.

ЦНИЛ Ереванского ИУВ Поступила 22/II 1985 I

К է ՍԱՀԱԿՅԱՆ, Ջ. 1Լ ԳԵՎՈՐԳ8ԱՆ, Ч. Ս. Ս1*1րՍ.ՎՈՐ8ԱՆ, է. 2. ԱՌՈհՍՏԱՄՅԱՆ

ՀՅՈՒՍՎԱԾՔՆԵՐՈՒՄ ԷԵՑ8ԻՆ-ԱՄԻՆՈՏՐԱՆՍՖԵՐԱՋԻ ԱԿՏԻՎՈՒԹՅԱՆ ՈՐՈՇՄԱՆ 
ՄԵԹՈԴԻ ՄՈԴԻՖԻԿԱՑԻԱՆ

Առաջարկվում է հյուսվածքներում լեյցին֊ամ ինոտրանսֆերազի ակտիվու
թյան որոշման պարզեցված և մատչելի մեթոդ։ Մոդիֆիկացված մեթոդը հայտ
նի մեթոդի համեմատությամբ ունի այն առավելությունը, որ նրանում սպի
տակուցի նստեցում, ինչպես նաև առկա երկու կետոթթուների' առաջացած կե- 
տոիզոկապրոնաթթվի և մնացորդ կետոգլուտարաթթվի հիգրազոններթ բաժա
նում չի կատարվում, Դա իրականացվում է շնորհիվ այն բանի, որ ֆերմենտի 
ակտիվության չափման համար ընտրվում է ալիքի երկարության այլ մարզ, 
որը շեղվում է կլանման մաքսիմումից, Բացի դրանից, առաջարկված մեթոդում 
որպես ստանդարտ օգտագործվում է պիրոխաղռղաթթոլ թանկարժեք և հազ
վագյուտ Ա-կետոիզոկապրոնաթթվի փոխարեն։

Առաջարկված մեթոդն ենթադրվում է օգտագործել ինչպես կլինիկա-բիո- 
քիմիական լաբորատորիաներում, այնպես էլ գիտական հետազռտոլթյոձների 
նպատակով,
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MODIFICATION OF COLORIMETRIC METHOD OF DETERMINATION
OF LEUCINE AMINOTRANSFERASE ACTIVITY IN TISSUES
The modificated method of determination of leucine aminotransferase 

activity in tissues is suggested. The advantages of this method allow to 
apply it In experimental investigations as well as in clinico-blochemical 
laboratories.
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П. T. ШАХБАЗЯН, P. К. ТАМРАЗЯН

ИССЛЕДОВАНИЕ СУСПЕНЗИОННОЙ СТАБИЛЬНОСТИ 
КРОВИ ПРИ ЭКСТРЕМАЛЬНЫХ состояниях

Проведено исследование суспензионной стабильности форменных элементов крови 
и плазмы при экстремальных состояниях в эксперименте. Установлено, что при указан
ных состояниях происходят расстройства суспензионной стабильности крови с развитием 
внутрисосудистой агрегации ее форменных элементов. Эти изменения во многом свя
заны с нарушениями физико-химических свойств плазмы, что необходимо учитывать при 
разработке средств адекватной терапии экстремальных состояний.

Кровь является сложной концентрированной суспензией форменных 
элементов в плазме, которая, в свою очередь, служит коллоидной сус
пензией белков в электролите. Адекватная гемоциркуляция возмож
на лишь при условии пребывания частиц крови во взвешенном состоя
нии, отсутствии их агрегации [12]. Потеря кровью суспензионной ста
бильности приводит к повышению вязкости, блокаде сосудов клеточны
ми агрегатами с нарушением периферического кровообращения и раз
витием гипоксии тканей. Известно, что при экстремальных состояниях 
нарушения периферического кровообращения, особенно на уровне ми
кроциркуляции, являются одним из ведущих моментов патогенеза [3]. 
Механизмы этого явления во многом неясны. Исследованию в основном 
подвергалась индуцированная агрегация клеток крови—тромбоцитов я 
эритроцитов методом Born [14]. Однако этот метод далеко не всегда 
отражает реальную картину изменения суспензионной стабильности кро
ви. Изменение способности клеток к агрегации не означает однознач
ного внутрисосудистого изменения агрегатообразования, и наоборот 
[18, 15]. Более известны в этом плане методы оценки внутрисосуди
стой агрегации клеток in vivo, но эти методические приемы, предложен-
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