
OXIDOREDUCTAZE CU VALOARE DIAGNOSTICĂ. 
DETERMINAREA ACTIVITĂŢII LACTAT 

DEHIDROGENAZEI. CARACTERIZAREA IZOENZIMELOR 
LDH. IMPORTANŢA DIAGNOSTICĂ ÎN INFARCT 

MIOCARDIC, AFECŢIUNI HEPATOBILIARE, NEOPLASME.



• ACTIVITATEA ENZIMELOR SE DETERMINĂ PRIN MĂSURAREA SCĂDERII
CONCENTRAŢIEI SUBSTRATULUI SAU CREŞTERII CONCENTRAŢIEI PRODUSULUI DE
REACŢIE FORMAT ÎN CONDIŢII OPTIME DE PH, TEMPERATURĂ, CONCENTRAŢIE DE
SUBSTRAT.

• TIMPUL DE INCUBARE A UNEI ENZIME CU SUBSTRATUL ÎN CONDIŢII OPTIME
VARIAZĂ DE LA O ENZIMĂ LA ALTA ŞI NU TREBUIE SĂ DEPĂŞEASCĂ O ORĂ.
TIMPUL LIMITAT ESTE IMPUS DE URMĂTORII FACTORI: MENŢINEREA
PROPORŢIONALITĂŢII ÎNTRE CONCENTRAŢIA SUBSTRATULUI TRANSFORMAT ÎN TIMP,
EVITAREA DENATURĂRII ENZIMEI ŞI APARIŢIA PRODUŞILOR FINALI DE REACŢIE ÎN
CONCENTRAŢII CARE SĂ INHIBE ACTIVITATEA ENZIMEI, ÎMPIEDICAREA CONTAMINĂRII
BACTERIENE.

• CONCENTRAŢIA SUBSTRATULUI ÎN MEDIUL DE REACŢIE SE DETERMINĂ ÎN
FUNCŢIE DE VALOAREA CONSTANTEI MICHAELIS, KM, CE CARACTERIZEAZĂ
AFINITATEA ENZIMEI PENTRU SUBSTRATUL SĂU (DE 10-100 ORI MAI MARE DECÂT
KM).



METODELE DE DETERMINARE A ACTIVITĂŢII ENZIMATICE SUNT:

a) METODE CU TIMP FIX DE INCUBARE;

b) METODE CINETICE – VARIANTE ALE TESTULUI OPTIC.

DETERMINAREA CANTITĂŢII DE SUBSTRAT TRANSFORMAT SAU DE PRODUS DE
REACŢIE FORMAT PRIN AMBELE TIPURI DE METODE POATE FI URMĂRITĂ PRIN:

 METODE COLORIMETRICE ŞI SPECTROFOTOMETRICE;

 METODE TITRIMETRICE;

 METODE GAZOMETRICE.



METODE CU TIMP FIX DE INCUBARE

• ÎN ACEST CAZ SE FOLOSEŞTE UN MARTOR (CU ENZIMA INACTIVATĂ) ŞI O PROBĂ CU 

ENZIMA ACTIVĂ. CELE DOUĂ SE MENŢIN UN ANUMIT TIMP ÎN CONDIŢII OPTIME. 

DUPĂ ACEEA SE INACTIVEAZĂ ŞI ENZIMA DIN PROBA RESPECTIVĂ.

• ÎN FINAL, SE DETERMINĂ FIE CANTITATEA DE PRODUS FORMAT, FIE CANTITATEA 

DE SUBSTRAT TRANSFORMAT PRINTR-O METODĂ DINTRE CELE MENŢIONATE.

• SE FACE DIFERENŢA DINTRE VALOAREA MARTORULUI ŞI CEA A PROBEI PENTRU A 

OBŢINE CANTITATEA DE SUBSTRAT TRANSFORMATĂ DE ENZIMĂ ŞI SE 

RAPORTEAZĂ LA TIMPUL DE INCUBARE.



METODE CINETICE

• ÎN ACEST TIP DE METODE SE URMĂREŞTE CONTINUU MERSUL REACŢIEI ÎN TIMP. CEA

MAI FOLOSITĂ METODĂ ESTE TESTUL OPTIC PROPUS DE WARBURG PENTRU A DETERMINA

ACTIVITATEA ENZIMELOR CARE, DIRECT SAU ÎN REACŢII CUPLATE, FOLOSESC DREPT

COENZIME NAD+ (NADP+) SAU NADH,H+(NADPH,H+).

• ACEST TEST SE BAZEAZĂ PE OBSERVAŢIA CĂ FORMELE REDUSE (NADH,H+, NADPH,H+)

AU UN MAXIM DE ABSORBŢIE SPECIFIC ÎNTRE 300-370 NM (MAI PRONUNŢAT LA 340 NM).

FORMELE OXIDATE NU ABSORB ÎN ACEST INTERVAL (AU DOAR UN MAXIM DE ABSORBŢIE

LA 260 NM, DATORAT ADENINEI).



EXEMPLU:

PENTRU DETERMINAREA ACTIVITĂŢII LACTAT DEHIDROGENAZEI (LDH) DIN PLASMĂ, REACŢIA 

ESTE URMĂTOAREA:

• SE PREPARĂ O PROBĂ DE PLASMĂ CU NADH,H+ ÎN TAMPON CU PH 7,4. SE INCUBEAZĂ ŞI SE 

CITEŞTE ABSORBŢIA LA 340 NM. 

• INIŢIAL VA AVEA O VALOARE MAXIMĂ CE VA SCĂDEA PE MĂSURĂ CE SE ADAUGĂ 

SUBSTRATUL (ACID PIRUVIC). SCĂDEREA ABSORBŢIEI ESTE PROPORŢIONALĂ CU 

ACTIVITATEA ENZIMEI.
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OXIDOREDUCTAZE CU VALOARE DIAGNOSTICĂ

SUNT ENZIME CARE CATALIZEAZĂ REACŢII DE OXIDOREDUCERE. EXISTĂ MAI MULTE

SUBCLASE DE OXIDOREDUCTAZE:

 DEHIDROGENAZE – CATALIZEAZĂ REACŢII CU TRANSFER DE ELECTRONI ŞI DE PROTONI;

 OXIDAZE – TRANSFERĂ 2 ELECTRONI DE LA DONOR LA OXIGEN, CU FORMARE DE APĂ

OXIGENATĂ;

 OXIGENAZE – ÎNCORPOREAZĂ DOI ATOMI DE OXIGEN ÎN SUBSTRAT;

 PEROXIDAZE – UTILIZEAZĂ APA OXIGENATĂ CA OXIDANT;

 CATALAZE – DEGRADEAZĂ APA OXIGENATĂ;

 HIDROXILAZE – ÎNCORPOREZĂ OXIGENUL ÎN SUBSTRAT CA GRUPARE –OH.

AU DREPT COENZIME NAD+, FAD.



DETERMINAREA ACTIVITĂŢII LACTAT DEHIDROGENAZEI (LDH)

LACTAT DEHIDROGENAZA CATALIZEAZĂ REACŢIA DE TRANSFORMARE A PIRUVATULUI ÎN

LACTAT, ÎN CONDIŢII DE ANAEROBIOZĂ: 

INTENSITATEA ACTIVITĂŢII LDH ÎN ORGANE SCADE ÎN ORDINEA RINICHI, INIMĂ, MUŞCHI 

SCHELETICI, PANCREAS, SPLINĂ, FICAT, PLĂMÂN.

ENZIMA DIN PLASMĂ PROVINE DIN ACESTE ORGANE, ESTE REDUSĂ CANTITATIV ÎN 

CONDIŢII NORMALE ŞI CREŞTE ÎN CAZUL UNOR AFECŢIUNI ALE ORGANELOR CE O CONŢIN. 
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REACTIVI:
1. TAMPON TRIS-HCL 0,2 M, PH =7,4;

2. SOLUŢIE NADH,H+ 6 MG/ML ÎN TAMPON TRIS-HCL;

3. SOLUŢIE DE PIRUVAT DE SODIU 3,3 MG/10 ML ÎN TAMPON TRIS-HCL;

4. PREPARAT PROTEIC CU ACTIVITATE LACTAT DEHIDROGENAZICĂ (PLASMĂ SAU UN OMOGENAT

OBŢINUT DIN 1 G ŢESUT MUSCULAR ÎN 50 ML APĂ DISTILATĂ, EXTRAS 1 H LA 4OC ŞI

CENTRIFUGAT LA 6000 RPM TIMP DE 15 MINUTE, LA –5OC.

MOD DE LUCRU:

SE INCUBEAZĂ ÎN CUVA SPECTROFOTOMETRULUI, TIMP DE 5 MINUTE, 1,6 ML TAMPON TRIS-HCL CU

0,1 ML NADH,H+ ŞI 0,1 ML PLASMĂ SAU ALT PREPARAT ENZIMATIC.

SE CONTROLEAZĂ EXTINCŢIA TIMP DE 1 MINUT ŞI APOI SE DECLANŞEAZĂ REACŢIA ENZIMATICĂ

ADĂUGÂND 0,1 ML SOLUŢIE PIRUVAT DE SODIU.

SE CITEŞTE EXTINCŢIA LA FIECARE 30 DE SECUNDE. SE CALCULEAZĂ SCĂDEREA EXTINCŢIEI TIMP

DE 3 MINUTE.



CALCUL:

UI = ΔE/MIN X 2120 ΜMOL/MIN/L

VALOAREA NORMALĂ A ACTIVITĂŢII PLASMATICE ESTE DE 207-414 UI LA 37OC.

ACTIVITATEA LDH POATE FI CRESCUTA DUPA EFORTURI FIZICE INTENSE.

VARIATII PATOLOGICE. ACTIVITATEA LDH CREŞTE ÎN INFARCT MIOCARDIC, AFECŢIUNI

HEPATICE, AFECŢIUNI PULMONARE, NEOPLASME.

PENTRU A INTERPRETA CORECT MODIFICAREA ACTIVITĂŢII LDH, TREBUIE SĂ SE

DETERMINE ACTIVITATEA TOTALA, DAR SĂ SE ŞI STUDIEZE IZOENZIMELE.



CARACTERIZAREA IZOENZIMELOR LDH

ENZIMA ESTE UN TETRAMER, CE POATE CONŢINE DOUĂ TIPURI DE LANŢURI (M,

MUSCLE ŞI H, HEART), SINTETIZATE DIFERIT ÎN ŢESUTURI:

• LANŢUL DE TIP M ESTE SINTETIZAT PREDOMINANT ÎN ŢESUTURILE CE

REALIZEAZĂ OXIDAREA GLUCOZEI ÎN CONDIŢII DE ANAEROBIOZĂ ŞI REALIZEAZĂ

INTENS TRANSFORMAREA PIRUVATULUI ÎN LACTAT, IAR LANŢUL DE TIP H, DIN

FORMELE CU CAPACITATE REDUSĂ DE TRANSFORMARE ÎN LACTAT, ESTE SINTETIZAT

PREDOMINANT ÎN ŢESUTURILE CE REALIZEAZĂ CATABOLISM AEROB.



LDH PREZINTĂ 5 IZOENZIME LDH1 (H4), LDH2 (H3M) ÎN MIOCARD, LDH3 (H2M2), LDH4(HM3), 
LDH5 (M4) ÎN FICAT ŞI MUŞCHI. LDH1 ŞI LDH5 SUNT FORMELE PARENTALE, CELELALTE SUNT 
HIBRIDE.

ÎN CONDIŢII NORMALE, PLASMA CONŢINE PREDOMINANT FRACŢIUNEA LDH2, CELELALTE FIIND
ÎN PROPORŢIE REDUSĂ.

MODIFICAREA RAPORTULUI ÎNTRE FRACŢIUNI POATE CARACTERIZA O AFECŢIUNE HEPATICĂ
(CRESC LDH4 ŞI LDH5), UN INFARCT MIOCARDIC (CREŞTE LDH1) SAU UN PROCES TUMORAL
(CREŞTERI ALE TUTUROR FRACŢIUNILOR).



IZOENZIMELE SE POT SEPARA ÎN GEL DE AGAROZĂ SAU PE ACETAT DE CELULOZĂ, AVÂND 
ÎNCĂRCARE ELECTRICĂ DIFERITĂ.

DISTRIBUŢIA IZOENZIMELOR LACTAT DEHIDROGENAZEI ÎN ŢESUTURI 



SEMNIFICAȚIA DIAGNOSTICĂ A LDH ȘI IZOENZIMELOR LDH. 

ACTIVITATEA LDH CREŞTE MODERAT ÎN INFARCTUL MIOCARDIC ACUT ŞI INFARCTUL 

PULMONAR.

ÎN CAZUL INFARCTULUI MIOCARDIC, LDH CREŞTE DUPĂ 12-24 ORE, ATINGE MAXIMUL ÎNTRE 

48-72 ORE ŞI REVINE LA NORMAL ÎN APROXIMATIV 10 ZILE.

MENŢINEREA UNEI VALORI CRESCUTE SPRE SFÂRŞITUL ACESTUI INTERVAL INDICĂ UN 

PROGNOSTIC NEFAVORABIL AL BOLII. 

PENTRU O MAI EXACTĂ DIAGNOSTICARE ESTE INDICATĂ DETERMINAREA IZOENZIMELOR. O 

RELAŢIE LDH1 > LDH2 CORELATĂ CU O ACTIVITATE CK-MB > 6% FURNIZEAZĂ CRITERIUL CEL

MAI BUN PENTRU DETECTAREA INFARCTULUI.



DACĂ LDH2 > LDH1 IAR CK-MB > 6% SE ÎNREGISTREAZĂ AFECTARE MIOCARDICĂ DAR NU

INFARCT.

IZOENZIMA LDH1 SE MAI POATE DETERMINA CA -HIDROXIBUTIRAT DEHIDROGENAZA (-HBDH)

DACĂ NU ESTE POSIBILĂ SEPARAREA IZOENZIMELOR LDH.

ESTE CRESCUTĂ IN INFARCT MIOCARDIC, DEOARECE ÎNREGISTREAZĂ ACEEAŞI VARIAŢIE CA ŞI

ENZIMA TOTALĂ.

LDH ŞI IZOENZIMA EI LDH5 AU VALORI CRESCUTE ÎN SITUAŢIA INFLAMĂRII PARENCHIMULUI

HEPATIC ŞI POT FI UTILIZATE PENTRU DIAGNOSTICAREA UNEI AFECŢIUNI HEPATICE. SE

ÎNREGISTREAZĂ CREŞTERI MODERATE ÎN HEPATITA VIRALĂ ŞI ÎN CIROZA HEPATICĂ, IAR VALORI

MAI CRESCUTE ÎN CARCINOMUL HEPATIC.

LDH ESTE FRECVENT CRESCUTĂ ÎN DIFERITE PROCESE MALIGNE, MAI ALES ÎN LEUCEMII ŞI

LIMFOAME.

ACTIVITATE LDH5 > LDH1 SE POATE ÎNREGISTRA ÎN TUMORI DE COLON ŞI DE SÂN.


