OXIDOREDUCTAZE CU VALOARE DIAGNOSTICA.
DETERMINAREA ACTIVITATII LACTAT
DEHIDROGENAZEIL. CARACTERIZAREA IZOENZIMELOR
LDH. IMPORTANTA DIAGNOSTICA IN INFARCT
MIOCARDIC, AFECTIUNI HEPATOBILIARE, NEOPLASME.
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__«ACTIVITATEA ENZIMELOR SE DETERMINA PRIN MASURAREA SCADERII
CONCENTRATIEI SUBSTRATULUI SAU CRESTERII CONCENTRATIEI PRODUSULUIDE
_REACTIE FORMAT N CONDITII OPTIME DE PH, TEMPERATURA, CONCENTRATIE DE

SUBSTRAT.

« TIMPUL DE INCUBARE A UNEI ENZIME CU SUBSTRATUL IN CONDITI OPTIME
VARIAZA DE LA O ENZIMA LA ALTA SI NU TREBUIE SA DEPASEASCA O ORA.
TIMPUL LIMITAT ESTE IMPUS DE URMATORII FACTORI: MENTINEREA
PROPORTIONALITATII INTRE CONCENTRATIA SUBSTRATULUI TRANSFORMAT IN TIMP.
EVITAREA DENATURARII ENZIMEI SI APARITIA PRODUSILOR FINALI DE REACTIE IN
CONCENTRATII CARE SA INHIBE ACTIVITATEA ENZIMEI, IMPIEDICAREA CONTAMINARII

BACTERIENE.
e CONCENTRATIA SUBSTRATULUI IN MEDIUL DE REACTIE SE DETERMINA IN

FUNCTIE DE VALOAREA CONSTANTEI MICHAELIS, K,,, CE CARACTERIZEAZA
AFINITATEA ENZIMEI PENTRU SUBSTRATUL SAU (DE 10-100 ORI MAI MARE DECAT
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ETODELE DE DETERMINARE A ACTIVITATII ENZIMATICE SUNT:

o, a) METODE CU TIMP FIX DE INCUBARE;
b)) METODE CINETICE — VARIANTE ALE TESTULUI OPTIC.

DETERMINAREA CANTITATII 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.

Rate of reaction
> 8 8

- O

------------------------------------------------------------
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Temperature
increases activty

Temperature / *C

Denaturation
decreases
activity
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~ METODE CU TIMP FIX DE INCUBARE

« IN ACEST CAZ SE FOLOSESTE UN MARTOR (CU ENZIMA INACTIVATA) S1 O PROBA CU
ENZIMA ACTIVA. CELE DOUA SE MENTIN UN ANUMIT TIMP IN CONDITII OPTIME.
DUPA ACEEA SE INACTIVEAZA SI ENZIMA DIN PROBA RESPECTIVA.

« INFINAL, SE DETERMINA FIE CANTITATEA DE PRODUS FORMAT, FIE CANTITATEA
DE SUBSTRAT TRANSFORMAT PRINTR-O METODA DINTRE CELE MENTIONATE.

 SE FACE DIFERENTA DINTRE VALOAREA MARTORULUI $SI CEA A PROBEI PENTRU A
OBTINE CANTITATEA DE SUBSTRAT TRANSFORMATA DE ENZIMA SI SE
RAPORTEAZA LA TIMPUL DE INCUBARE.



\// METODE CINETICE

« IN ACEST TIP DE METODE SE URMARESTE CONTINUU MERSUL REACTIEI iN TIMP. CEA

/ MAI FOLOSITA METODA ESTE TESTUL OPTIC PROPUS DE WARBURG PENTRU A DETERMINA
ACTIVITATEA ENZIMELOR CARE, DIRECT SAU IN 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 IN ACEST INTERVAL (AU DOAR UN MAXIM DE ABSORBTIE
LA 260 NM, DATORAT ADENINEI). a

NADT( NADP1)

NADH (NADPH)

260 340 nm ~r
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PENTRU DETERMINAREA ACTIVITATII LACTAT DEHIDROGENAZEI (LDH) DIN PLASMA, REACTIA
ESTE URMATOAREA:

als LDH +
CH,-CO-COOH + NADHH ——— CH;-CH-COOH + NAD

OH

« SE PREPARA O PROBA DE PLASMA CU NADH,H* IN TAMPON CU PH 7.4. SE INCUBEAZA SI SE
CITESTE ABSORBTIA LA 340 NM.

« INITIAL VA AVEA O VALOARE MAXIMA CE VA SCADEA PE MASURA CE SE ADAUGA
SUBSTRATUL (ACID PIRUVIC). SCADEREA ABSORBTIEI ESTE PROPORTIONALA CU
ACTIVITATEA ENZIMEI.

EXEMPLU: ~—’



__~OXIDOREDUCTAZE CU VALOARE DIAGNOSTICA

'

SUNT ENZIME CARE CATALIZEAZA REACTII DE OXIDOREDUCERE. EXISTA 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 - DEGRADEAZA APA OXIGENATA;

— HIDROXILAZE — INCORPOREZA OXIGENUL IN SUBSTRAT CA GRUPARE —OH.
AU DREPT COENZIME NAD*, FAD.
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DETERMINAREA ACTIVITATII LACTAT DEHIDROGENAZEI (LDH)

LACTAT DEHIDROGENAZA CATALIZEAZA REACTIA DE TRANSFORMARE A PIRUVATULUI IN
LACTAT, IN CONDITII DE ANAEROBIOZA:

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

INTENSITATEA ACTIVITATII LDH IN ORGANE SCADE IN ORDINEA RINICHI, INIMA, MUSCHI
SCHELETICI, PANCREAS, SPLINA, FICAT, PLAMAN.

ENZIMA DIN PLASMA PROVINE DIN ACESTE ORGANE, ESTE REDUSA CANTITATIV iN
CONDITII NORMALE SI CRESTE IN CAZUL UNOR AFECTIUNI ALE ORGANELOR CE O CONTIN.
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TAMPON TRIS-HCL 0,2 M, PH =74;

-

SOLUTIE NADH,H* 6 MG/ML IN TAMPON TRIS-HCL;

(O]

SOLUTIE DE PIRUVAT DE SODIU 3,3 MG/10 ML IN TAMPON TRIS-HCL;

4. PREPARAT PROTEIC CU ACTIVITATE LACTAT DEHIDROGENAZICA (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-HCL 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 /i

DE 3 MINUTE.
S’
v St
N s '\ /



-

- _‘J,f
V\/

"~ CALCUL:

—

Ul =AE/MIN X 2120 MMOL/MIN/L

VALOAREA NORMALA A ACTIVITATII PLASMATICE ESTE DE 207-414 Ul 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.

=
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CARACTERIZAREA 1ZOENZIMELOR LDH

ENZIMA ESTE UN TETRAMER, CE POATE CONTINE DOUA 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 IN CONDITII DE ANAEROBIOZA SI REALIZEAZA
INTENS TRANSFORMAREA PIRUVATULUI IN LACTAT, IAR LANTUL DE TIP H, DIN
FORMELE CU CAPACITATE REDUSA DE TRANSFORMARE IN LACTAT, ESTE SINTETIZAT
PREDOMINANT IN TESUTURILE CE REALIZEAZA CATABOLISM AEROB.



\V/ N
JDH PREZINTA 5 IZOENZIME LDH]1 (H4), LDH2 (H3M) IN MIOCARD, LDH3 (H2M?2), LDH4(HM3),
LDHS5 (M4) IN FICAT SI MUSCHI. LDH1 SI LDHS SUNT FORMELE PARENTALE, CELELALTE SUNT

HIBRIDE.
Hd M H2M2 HIM3 MM

LD LDH2  LDH3  LDH4  LDHS

IN CONDITII NORMALE, PLASMA CONTINE PREDOMINANT FRACTIUNEA LDH2, CELELALTE FIIND
IN PROPORTIE REDUSA.

e’
MODIFICAREA RAPORTULUI INTRE FRACTIUNI POATE CARACTERIZA O AFECTIUNE HEPATICA
(CRESC LDH, SI LDH5), UN INFARCT MIOCARDIC (CRESTE LDHl) SAU UN PROCES TUMORAL }
(CRESTERI ALE TUTUROR FRACTIUNILOR).
~ \/
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\/%iﬂENZIMELE SE POT SEPARA IN GEL DE AGAROZA SAU PE ACETAT DE CELULOZA, AVAND
‘ CARCARE ELECTRICA DIFERITA.

S’

o H B H i W JeC

Muschi seriati

DISTRIBUTIA IZOENZIMELOR LACTAT DEHIDROGENAZEI iN TESUTURI
o \J S
N 7\
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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 BOLIL.

PENTRU O MAI EXACTA DIAGNOSTICARE ESTE INDICATA DETERMINAREA IZOENZIMELOR. O
RELATIE LDH, > LDH, CORELATA CU O ACTIVITATE CK-MB > 6% FURNIZEAZA CRITERIUL CEL

MAI BUN PENTRU DETECTAREA INFARCTULUL
./

SEMNIFICATIA DIAGNOSTI CA ALDH SI IZOENZIMELOR LDH. ~

N
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DACA LDH, > LDH, IAR CK-MB > 6% SE INREGISTREAZA AFECTARE MIOCARDICA DAR NU
~ INFARCT.

[ZOENZIMA LDH, SE MAI POATE DETERMINA CA o-HIDROXIBUTIRAT DEHIDROGENAZA (a-HBDH)
DACA NU ESTE POSIBILA SEPARAREA IZOENZIMELOR LDH.

ESTE CRESCUTA IN INFARCT MIOCARDIC, DEOARECE INREGISTREAZA ACEEASI VARIATIE CA SI
ENZIMA TOTALA.

LDH SI IZOENZIMA EI LDH,; 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 HEPATICA, IAR VALORI
MAI CRESCUTE iN CARCINOMUL HEPATIC.

LDH ESTE FRECVENT CRESCUTA I[N DIFERITE PROCESE MALIGNE, MAI ALES IN LEUCEMII SI
LIMFOAME. ~/

ACTIVITATE LDH, > LDH, SE POATE INREGISTRA IN TUMORI DE COLON SI DE SAN. /

i
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