Laborator 8 Medicina

Oxidoreductaze cu valoare diagnostica. Determinarea activitatii lactat dehidrogenazei.
Caracterizarea izoenzimelor LDH. Importanta diagnostica in infarct miocardic,

afectiuni hepatobiliare, neoplasme.

Activitatea enzimelor se determind prin masurarea scaderii concentratiei substratului sau
cresterii concentratiei produsului de reactie format in conditii optime de pH, temperatura,
concentratie de substrat.

Timpul de incubare a unei enzime cu substratul in conditii optime variazd de la o enzima
la alta si nu trebuie sa depaseasca o ord. Timpul limitat este impus de urmatorii factori:
mentinerea proportionalitatii intre concentratia substratului transformat in timp, evitarea
denaturarii enzimei §i aparitia produgsilor finali de reactie in concentratii care sa inhibe
activitatea enzimei, impiedicarea contamindrii bacteriene.

Concentratia substratului in mediul de reactic se determind in functie de valoarea
constantei Michaelis, kw, ce caracterizeaza afinitatea enzimei pentru substratul sau (de 10-
100 ori mai mare decat k).

Metodele de determinare a activitatii enzimatice sunt:
a) metode cu timp fix de incubare;
b) metode cinetice — variante ale testului optic.

Determinarea cantitdtii de substrat transformat sau de produs de reactie format prin
ambele tipuri de metode poate fi urmarita prin:

e metode colorimetrice si spectrofotometrice;

e metode titrimetrice;

e metode gazometrice.

Metode cu timp fix de incubare

In acest caz se foloseste un martor (cu enzima inactivatd) si o probd cu enzima activd.
Cele doua se mentin un anumit timp in condifii optime. Dupa aceea se inactiveaza si enzima
din proba respectiva. In final, se determina fie cantitatea de produs format, fie cantitatea de
substrat transformat printr-o metoda dintre cele mentionate. Se face diferenta dintre valoarea
martorului §i cea a probei pentru a obtine cantitatea de substrat transformatd de enzima si se
raporteaza la timpul de incubare.

Metode cinetice

In acest tip de metode se urmireste continuu mersul reactiei in timp. Cea mai folosita
metoda este testul optic propus de Warburg pentru a determina activitatea enzimelor care,
direct sau 1n reactii cuplate, folosesc drept coenzime NAD' (NADP") sau
NADH,H'(NADPH,H").

Acest test se bazeaza pe observatia ca formele reduse (NADH,H*, NADPH,H") au un
maxim de absorbtie specific intre 300-370 nm (mai pronuntat la 340 nm). Formele oxidate nu
absorb 1n acest interval (au doar un maxim de absorbtie la 260 nm, datorat adeninei).

A

NADT({ NADPT)

260 340 nm



Exemplu:
Pentru determinarea activitatii lactat dehidrogenazei (LDH) din plasma, reactia este
urmatoarea:

+ LDH .
CH,-CO-COOH + NADHH ——> CH3-$H-COOH + NAD

OH

Se prepara o probd de plasmda cu NADH,H" in tampon cu pH 7,4. Se incubeazi si se
citeste absorbtia la 340 nm. Initial va avea o valoare maxima ce va scadea pe masurd ce se
adauga substratul (acid piruvic). Scaderea absorbtiei este proportionald cu activitatea enzimei.

Oxidoreductaze cu valoare diagnostica
Sunt enzime care catalizeaza reactii de oxidoreducere. Existd mai multe subclase de

oxidoreductaze:

- dehidrogenaze — catalizeaza reactii cu transfer de electroni si de protoni;

- oxidaze — transfera 2 electroni de la donor la oxigen, cu formare de apa oxigenata;

- oxigenaze — Incorporeaza doi atomi de oxigen in substrat;

- peroxidaze — utilizeaza apa oxigenata ca oxidant;

- catalaze — degradeazd apa oxigenata;

- hidroxilaze — incorporeza oxigenul in substrat ca grupare —OH.

Au drept coenzime NAD", FAD.

Determinarea activitatii lactat dehidrogenazei (LDH)
Lactat dehidrogenaza catalizeaza reactia de transformare a piruvatului in lactat, in
conditii de anaerobioza:

LDH
CH,-CO-COOH + NADHH ——> CH-CH-COOH + NAD'

OH

Intensitatea activitatii LDH 1n organe scade in ordinea rinichi, inima, muschi scheletici,
pancreas, splind, ficat, pldman. Enzima din plasma provine din aceste organe, este redusa
cantitativ in conditii normale si creste in cazul unor afectiuni ale organelor ce o contin.
Reactivi:

1. Tampon Tris-HC1 0,2 M, pH =7,4;

2. Solutie NADH,H" 6 mg/ml in tampon Tris-HCI;

3. Solutie de piruvat de sodiu 3,3 mg/10 ml in tampon Tris-HCI,

4. Preparat proteic cu activitate lactat dehidrogenazicad (plasma sau un omogenat obtinut

din 1 g tesut muscular in 50 ml apa distilata, extras 1 h la 4°C si centrifugat la 6000
rpm timp de 15 minute, la —5°C.

Mod de lucru: Se incubeaza in cuva spectrofotometrului, timp de 5 minute, 1,6 ml tampon
Tris-HCI cu 0,1 ml NADH,H" si 0,1 ml plasma sau alt preparat enzimatic. Se controleaza
extinctia timp de 1 minut si apoi se declanseaza reactia enzimatica adaugand 0,1 ml solutie
piruvat de sodiu. Se citeste extinctia la fiecare 30 de secunde. Se calculeaza scaderea
extinctiei timp de 3 minute.
Calcul: Ul = AE/min x 2120 umol/min/1

Valoarea normala a activitatii plasmatice este de 207-414 UI la 37°C. Activitatea LDH
poate fi crescuta dupa eforturi fizice intense.

Variatii patologice. Activitatea LDH creste in infarct miocardic, afectiuni hepatice,
afectiuni pulmonare, neoplasme. Pentru a interpreta corect modificarea activitatii LDH,
trebuie sa se determine activitatea totala, dar sa se si studieze izoenzimele.



Caracterizarea izoenzimelor LDH

Enzima este un tetramer, ce poate contine doud tipuri de lanturi (M, muscle si H, heart),
sintetizate diferit in tesuturi: lantul de tip M este sintetizat predominant in tesuturile ce
realizeaza oxidarea glucozei 1n conditii de anaerobioza si realizeazd intens transformarea
piruvatului in lactat, iar lanful de tip H, din formele cu capacitate redusa de transformare in
lactat, este sintetizat predominant in tesuturile ce realizeaza catabolism aerob.

LDH prezinta 5 izoenzime LDHI1 (H4), LDH2 (H3M) in miocard, LDH3 (H2M2),
LDH4(HM3), LDH5 (M4) in ficat si muschi. LDH1 si LDHS sunt formele parentale, celelalte
sunt hibride.

H4 H3M H2M2 H1M3 M4

LDH1 LDH2 LDH3 LDH4 LDH5

Izoenzimele se pot separa in gel de agaroza sau pe acetat de celuloza, avand incarcare
electrica diferita.
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Distributia izoenzimelor lactat dehidrogenazei in tesuturi

In conditii normale, plasma contine predominant fractiunea LDH2, celelalte fiind in
proportie redusa.

Modificarea raportului intre fractiuni poate caracteriza o afectiune hepatica (cresc LDH4
si LDHs), un infarct miocardic (creste LDH1) sau un proces tumoral (cresteri ale tuturor
fractiunilor).

Semnificatia diagnostici a LDH si izoenzimelor LDH. Activitatea LDH creste moderat in
infarctul miocardic acut si infarctul pulmonar. In cazul infarctului miocardic, LDH creste
dupa 12-24 ore, atinge maximul intre 48-72 ore si revine la normal in aproximativ 10 zile.
Mentinerea unei valori crescute spre sfarsitul acestui interval indica un prognostic nefavorabil
al bolii. Pentru o mai exacta diagnosticare este indicatd determinarea izoenzimelor. O relatie
LDH; > LDH; corelatd cu o activitate CK-MB > 6% furnizeaza criteriul cel mai bun pentru
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detectarea infarctului. Daca LDH, > LDH; iar CK-MB > 6% se inregistreaza afectare
miocardicd dar nu infarct.

Izoenzima LDH; se mai poate determina ca a-hidroxibutirat dehidrogenaza (a-HBDH)
dacd nu este posibild separarea izoenzimelor LDH. Este crescutd in infarct miocardic,
deoarece inregistreaza aceeasi variatie ca si enzima totala.

LDH si izoenzima ei LDHs au valori crescute in situatia inflamarii parenchimului hepatic
si pot fi utilizate pentru diagnosticarea unei afectiuni hepatice. Se inregistreaza cresteri
moderate in hepatita virala si in ciroza hepaticd, iar valori mai crescute in carcinomul hepatic.

LDH este frecvent crescuta in diferite procese maligne, mai ales 1n leucemii si limfoame.
Activitate LDHs > LDH; se poate inregistra in tumori de colon si de san.



