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™ L Dehydrogenaza mleczanowa (okreslana w skrocie
jako LDH) jest enzymem, ktory katalizuje konwersje mleczanu do pirogronianu (w

obecnosci zwiazku NAD+) i odwrotnie (pirogronian do mleczanu w obecnosci NADH). Jest
to enzym wystepujacy we wszystkich komorkach oraz pltynach ustrojowych [1].

Dehydrogenaza mleczanowa wraz z kilkoma innymi enzymami (tzw. enzymami §rodkomérkowymi) ,
uczestniczy w przemianie aminokwaséw i weglowodandéw. Duze stezenie dehydrogenazy
mleczanowej i pozostaltych enzymow odnotowuje sie w miesniach szkieletowych, watrobie, a takze
w mozgu, zas wzrost ich aktywnosci w surowicy krwi moze wskazywac na martwice lub uszkodzenie
tychze narzadow [1].

Wzrost aktywnosci dehydrogenazy (LDH) obserwuje sie we wszystkich stanach chorobowych, ktore
przebiegaja z martwica tkanek. Aktywnosé¢ enzymu wzrasta w ostrym uszkodzeniu mie$nia
sercowego, krwinek czerwonych, nerek, a takze miesni szkieletowych, watroby, ptuc oraz
w uszkodzeniach skéry. Ponadto, znaczny wzrosty aktywnosci obserwuje sie takze
w niedokrwistosciach hemolitycznych, w niedokrwistosciach spowodowanych niedoborem witaminy
B2 lub kwasu foliowego, oraz w schorzeniu okreslanym mianem policytemii prawdziwej.

W przypadku, gdy obserwuje sie wahajace wzrosty oraz spadki aktywnosci enzymu LDH, mozna
wnioskowa¢ o zawale miesnia sercowego. W pierwszych 3—4 dniach wzrost enzymu z nastepczym
spadkiem w kolejnych 5—7 dniach choroby, moze by¢ dowodem potwierdzajacym zawat serca (po
wczesniejszym wykluczeniu nastepujacych chorob: zawalu ptuc, choroby nowotworowej
i niedokrwistosci megalobiastycznej) [1].

Budowa dehydrogenazy mleczanowej (LDH)

Dehydrogenaza mleczanowa surowicy sklada sie z 5 izoenzymoéw. Izoenzymy te sa tetramerami
zlozonymi z 2 rodzajéow podjednostek tj. podjednostki H i podjednostki M. Izoenzymy réznia sie
miedzy soba kinetyka enzymatyczna, a takze ruchliwoscia elektroforetyczna, oraz pod wzgledem
chromatograficznym i immunologicznym [1]. Kazda z podjednostek kodowana jest przez inny gen
i tak: gen, ktory koduje podjednostke H dehydrogenazy zlokalizowany jest na chromosomie 12,
z kolei gen dla podjednostki M lezy na chromosomie nr 11. Potaczenie obydwu podjednostki H i M do
tetrameru prowadzi do utworzenia 5 izoenzymoéw dehydrogenazy mleczanowej. Wszystkie rodzaje
izoenzymow wystepuja w surowicy krwi zdrowych oséb. Co wiecej, znany jest takze szdsty rodzaj
izoenzymu dehydrogenazy mleczanowej, ktory okreslany jest jako izoenzym C4 (LDH-X). Izoenzym
ten zlokalizowany jest jedynie w jadrach i plemnikach, a do ekspresji genu kodujacego ta
podjednostke dochodzi po osiagnieciu dojrzatosci ptciowej [2].

Stezenie dehydrogenazy mleczanowej jest kilkakrotnie wyzsze w komoérce niz w surowicy.
Zauwazalny i mierzalny wzrost poziomu LDH w komoérce jest nawet w momencie uszkodzenia
niewielkiej liczby komoérek, w wyniku ktérego dochodzi do wyptywu enzymu. Nalezy dodatkowo
zaznaczy¢, ze poszczegolny izoenzymy réznig sie miedzy soba, dzieki czemu mozliwe jest takze



oznaczanie poziomu poszczegélnych izoenzyméw w surowicy [2].
Znaczenie diagnostyczne okreslania poziomu dehydrogenazy mleczanowej

Oznaczanie poziomu LDH okazuej sie bardzo pomocne w trakcie diagnostyki uszkodzen tkankowych.
Izoenzymy LDH1 oraz LDH2 ze wzgledu na swoj charakterystyczny profil w miesniu sercowym,
wykorzystywane byty w diagnostyce zawatlu miesnia sercowego, jednakze ze wzgledu na fakt, ze do
zmian poziomu LD dochodzi w do$¢ diugim czasie zaprzestano jego oznaczania i test ten nie jest
obecnie juz uzywany.

Aktualnie, pewne znaczenie diagnostyczne ma LDH-C4, obecny w plynie nasiennym mezczyzn
z oligospermig. W wyniku przeprowadzonych obserwacji zauwazono, ze pacjenci, ktorzy poddani
zostali terapii testosteronowej i odpowiadajacych pozytywnie na te terapie, wykazuja wzrost
aktywnosci LDH-C4 przed wzrostem plemnikéw. Takie wyniki pozwalaja na wyselekcjonowanie
grupy osob, u ktérych zastosowana terapia moze przebiec pozytywnie i zakonczy¢ sie sukcesem
terapeutycznym.

Wysoka aktywnos$¢ enzymu u 0s6b z azoospermia, moze by¢ przestanka sklaniajgca do wdrozenia
terapii hormonalnej, ktéra moze rowniez zakonczy¢ sie pozytywnie [2]. W diagnostyce zapalenia
watroby obserwuje sie wzrost w surowicy frakcji LDH5. Ponadto, wartosci enzymu mierzy sie takze
w takich chorobach jak: biataczki, nowotwory, anemie i inne, co wskazuje na duze znaczenie
diagnostyczne [3].

Test optyczny Warburga

Metoda Wroblewskiego wykorzystywana jest do pomiaru zmniejszania sie wartosci absorbancji (przy
A=340 nm) w trakcie redukcji pirogronianu do mleczanu.

Zmiany absorbancji obserwowane w jednostce czasu bedace miara szybkosci zachodzenia reakcji,
ktora to jest proporcjonalna ( w okreslonych warunkach) do stezenia danego enzymu, okreslana jest
mianem tzw. testu optycznego Warburga. Test ten czesto wykorzystywany jest do okreslania
aktywnosci m.in. dehydrogenazy mleczanowej (LDH), oraz innych dehydrogenaz, ktérych
koenzymem jest albo NAD+ albo NADP+. Ponadto, mozna go takze wykorzysta¢ do oznaczania
enzymow, ktore katalizuja reakcje sprzezone z dehydrogenazami (takie, gdzie w koncowym etapie
reakcji dochodzi do redukcji nukleotydéw pirydynowych) [3].

Oznaczanie LDH w surowicy z wykorzystaniem metody Wroblewskiego i La Due

Wykonanie:

Do 2,7 ml roztworu buforu fosforanowego (o pH=7,4) nalezy doda¢ 1 ml surowicy (nie zawierajacej
produktéw hemolizy) oraz 0,1 ml roztworu NADH (tj. 2,5mg w 1 ml buforu fosforanowego). Tak
przygotowany roztwor nalezy doktadnie wymieszac i inkubowac¢ przez 20 minut w temperaturze 25
st.C. Po uptywie czasu inkubacji nalezy rozpoczac¢ reakcje przez dodanie do mieszaniny 0,1 ml
substratu (tj. 2,5 mg pirogronianu sodu w 1 ml buforu fosforanowego o pH=7.4). Po dodaniu
substratu nalezy od razu rozpocza¢ pomiary absorbancji przy A= 340 nm - odczyty wartosci
powtarza¢ co 1 minute. W trakcie kilku minut pomiaréw powinno sie zaobserwowac spadek
absorbancji, ktory powinien by¢ proporcjonalny do czasu pomiaréw. W przypadku, gdy zauwazy sie
nieliniowy przebieg reakcji ( duza aktywnosé¢), wtedy nalezy zmniejszy¢ ilos¢ uzytej surowicy [3].

Otrzymane wyniki podaje sie w tzw. jednostkach Wroblewskiego lub miedzynarodowych jednostkach
(U). Jednostka Wréblewskiego definiowana jest jako taka aktywnosc enzymu w 1 ml surowicy,ktora



w temperaturze 25 st.C i w objetosci 3 ml, a takze przy dtugosci fali rownej A==340 nm i grubosci
warstwy pomiarowej wynoszacej 1 cm, w czasie 1 minuty daje zmiane mierzonej absorbancji NADH
0 0,001. Aktywnos¢ dehydrogenazy mleczanowej w jednostkach Wréblewskiego oblicza sie
z nastepujacego wzoru:

A+ 1000/ a

gdzie:

A - Srednia zmierzona wartosc absorbancji (AA) w ciggu 1 minuty
a - Ilos¢ (ml) surowicy uzytej do wykonania oznaczenia

W przypadku podawania wyniku w jednostkach miedzynarodowych nalezy zastosowac inny
przelicznik, poniewaz jednostka miedzynarodowa U jest to taka ilosc enzymu, ktora przeksztatca 1
pmol substratu / minute/1000 ml. Dla NADH milimolowy wspdtczynnik absorpcji (przy A=340 nm)
wynosi 6,22, co z kolei oznacza, ze absorbancja roztworu zawierajacego 1 pmol NADH w 1 ml wynosi
6,22 (przy zastosowaniu do pomiaru kuwet 1-cm). Dla objetosci mieszaniny reakcyjnej réwnej 3 ml to
A= 2,07, tak wiec:

Aktywnos¢ LDH [U]= A - (1000/0,1) / 2,07 = A - 4830
gdzie:
A - Zmierzona Srednia wartos¢ AA w ciggu 1 minuty dla 0,1 ml surowicy [3].

Ustalenie poziomu dehydrogenazy mleczanowej (LDH) w surowicy oraz potaczenie wynikow
z wynikami innych klinicznie istotnych oznaczen enzymatycznych (m.in. GOT, AspAT, CRK) stanowi
doskonate narzedzie dla lekarza do podejmowania decyzji w przypadkach towarzyszacych
uszkodzeniu tkanek, lub zmian w przepuszczalnosci btony. W zawale serca w ciagu 12 godzin poziom
LDH w surowicy zaczyna rosnaé, osiagajac maksymalna wartos¢ po uptywie 48-72 godzin.
Podwyzszony poziom enzymu jest proporcjonalny do uszkodzenia tkanki miesniowej serca (w
ciezkich przypadkach jego wysokos¢ moze by¢ nawet trzykrotnie przekroczona). Podniesienie
aktywnosci LDH w surowicy moze wskazywa¢ na wystapienie takze innych choréb (np.
niedokrwistosci, nowotworéw czy choroby watroby), tak wiec wazne jest, by wiedzieé¢, z konkretnie
jakiej tkanki zostata uwolniona dehydrogenaza mleczanowa do krwiobiegu.

Czasteczka dehydrogenazy (LDH) jest tetramerem zbudowanym z dwoch typoéw podjednostek,
kodowanych przez rézne geny (jak wspomniano wyrézniamy podjednostke H -serce i podjednostke
M-mies$ni), z kolei z nich mozliwe jest uzyskanie 5 réznych kombinacji enzymu, okreslanych mianem
izoenzymow:

H,(LDH-1)
. H,M, (LDH-2)
. H,M, (LDH-3)
H.M, (LDH-4)
. M, (LDH-5)

Ol W N -

Podczas gdy LDH-1 i LDH-2 znalez¢ mozna przede wszystkim w mie$niu sercowym i erytrocytach,
watroba oraz tkanki mies$ni gtadkich zawieraja gléwnie izoenzym LDH-5 [4].

Obszary najwiekszej koncentracji dla kazdego typu izoenzymu sa nastepujace:
- LDH-1: serce i czerwone krwinki

- LDH-2: biate krwinki

- LDH-3: ptuca

- LDH-4: nerki, tozysko, trzustka



- LDH-5: watroba, miesnie szkieletowe [6].
Elektroforetyczny rozdzial izoenzymow LDH

Ze wzgledu na to, ze poszczegdlne izoenzymy dehydrogenazy mleczanowej réznia sie miedzy soba
sktadem aminokwasowym, moga by¢ one rozdzielane ektroforetycznie. I tak, w polu elektrycznym
o pH= 8,8 , forma LDH-1 migruje najszybciej w kierunku anody, podczas gdy LDH-5 jest
najwolniejszym izoenzymem. Po elektroforezie izoenzymy LDH moga by¢ wizualizowane
z wykorzystaniem odpowiedniego barwienia [4].

Dehydrogenaza mleczanowa (LDH) przeksztalca mleczan do pirogronianu w trakcie odwracalnej
reakcji. Enzym ten powszechnie wystepuje w btonach komérkowych oraz w cytoplazmie, i uwalniany
jest z komorek do supernatantu hodowli natychmiast po uszkodzeniu komorek [5]. LDH stosowana
jest jako marker zwyrodnienia komdrek w wielu dziedzinach, m.in. w toksykologii i immunologii
nowotwordw. Pomiaru aktywnosci enzymu dokonuje sie przez wykrywanie poziomu dinukleotydu
nikotynamidoadeninowego (NAD+) z wykorzystaniem Swiatta ultrafioletowego[5].

Zdjecie: Budowa NAD, [7].

Redukcje pirogronianu do mleczanu przez dehydrogenaze w trakcie, ktérej dochodzi do
przeksztalcenia NADH do NAD+ mozna Sledzi¢ spektrofotometrycznie. Forma zredukowana NADH
posiada dodatkowe pasmo absorpcji przy A=340 nm, w zwigzku z tym szybkos¢ przebiegu reakcji
tworzenia sie NAD+ i mleczanu mozna sledzi¢, mierzac w tym celu zanik pasma absorpcji przy 340
nm (metoda Wroéblewskiego) [8], [9].
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Zdjecie: Widmo absorpcyjne dla NAD+ i NADH. NAD+- linia niebieska, NADH- linia czerwona, [10].

Dinukleotyd nikotynoanidoadeninowy (NAD+), zredukowana forma NADH, NADP+ oraz
zredukowana forma NADPH, odgrywaja istotna role w metabolizmie energetycznym czy
antyoksydacyjnym, co wiecej w ostatnich latach zwiazki te okazaty sie by¢ zaangazowane rowniez
w inne funkcje fizjologiczne, jak rowniez w starzenie czy stres oksydacyjny, wewnatrzkomdrkowa
homeostaze wapnia, produkcje ROS, $mieré¢ komorek i ekspresje genow [10]. Co wiecej,
przeprowadzone w ostatnim czasie badania sugeruja pojawienie sie nowych paradygmatow
dotyczacych metabolizmu NADP i NAD. Zaplanowane na przyszios¢ badania nad metabolizmem
i biologiczna funkcjg NAD i NADP moga ujawni¢ fundamentalne wlasciwosci tych zwigzkéw, dzieki
czemu sugeruja one nowe strategie w leczeniu choréb oraz spowalniania proceséow starzenia
komorek [11].

Test LDH

Test na obecnos¢ dehydrogenazy mleczanowej (test LDH) przeprowadzany jest w celu oceny stopnia
toksycznosci badanej substancji, w porownaniu do komorek, ktére przylegaja do podtoza. Jak kazdy
tego typu test, rowniez i ten oparty jest na specyficznych reakcjach enzymatycznych. W wyniku
zajscia odpowiedniej reakcji dochodzi do powstania barwnego produktu, ktory nastepnie oznaczany
jest spektrofotometrycznie przy uzyciu czytnika ELSA.

LDH zaliczana jest do enzyméw cytozolowym co znaczy, ze w warunkach fizjologicznych enzym ten
nie jest uwalniany do srodowiska, dopiero uszkodzenie mechaniczne btony plazmatycznej komdrki
badz $mier¢ komorki spowodowana zadziataniem czynnikow szkodliwych (np. dziatanie substancji
chemicznych, czynnikow fizycznych), powoduje, ze enzym uwalniany jest z komdrek do srodowiska
[12].

Oznaczenie aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej w supernatancie jest miara toksycznosci
badanej substancji wzgledem komorek w hodowli, poniewaz enzym ten uwalniany jest z komorek
w wyniku ich uszkodzen. Reakcje enzymatyczne w trakcie oznaczenia zachodzi w 2 etapach:

Etap I: dochodzi do przeksztalcenia mleczanu do pirogronianu. Cata reakcja katalizowana jest
przez LDH uwolniong z komoérek. Enzym przenosi atomo wodoru ( H+) z mleczanu na NAD+.

Etap II: diaforeza katalizuje przeniesienie atomu wodoru (H+) z NADH/H+ na tetrazolone, ktéra
w reakcji ulega redukcji do formazanu.



Dzieki zastosowaniu testu LDH mozliwe jest w prosty sposob okresli¢ czy dana substancja
powoduje uszkodzenie btony plazmatycznej komorek [12].

Zazwyczaj test LDH przeprowadza sie z krwi, aczkolwiek mozna w tym celu uzy¢ takze probke
moczu lub ptynu mézgowo-rdzeniowego. W przypadku dorostych krew do testu pobierana jest z zylty
wewnetrznej tokcia lub z grzbietu dioni. Stosowanie niektorych lekéw lub zazywanie narkotykow
moga powodowac nieprawidtowosci w wynikach. Kwas askorbinowy (witamina C) moze wptywac¢ na
obnizenie poziomu LDH, zas alkohol, leki znieczulajace czy aspiryna moga podnosi¢ aktywnos¢ LDH.
Podwyzszony poziom LDH moze wskazywa¢ na wystapienie wielu réznych choréb, w tym m.in. :
nowotworow, zapalenie trzustki, mononukleazy zakaznej czy niedokrwisto$¢ hemolityczna.

Wysoki poziom LDH wskazuje na uszkodzenie tkanki. Wysokie poziomy wiecej niz jednego
izoenzymu LDH moga wskazywac¢ na wiecej niz jedna przyczyne uszkodzenia tkanki, zas gdy poziom
wszystkich pieciu izoenzyméw LDH jest wysoki, moze to swiadczy¢ o niewydolnosci wielonarzadowej
[13].

Wystepowanie wyzszego poziomu LDH-2 niz LDH-1 uwaza sie za wynik prawidtowy (normalny). Po
zawale serca poziom LDH-1 wzrasta i zazwyczaj jest wyzszy niz poziom LDH-2. Catkowity poziom
LDH wzrosnie w ciagu 24-72 godzin po ataku serca, ze szczytem w 2-4 dni. Stezenie enzymu wraca
do normalnego poziomu w ciagu 10 do 14 dni. W diagnostyce zawaltu serca jednak bardziej
wiarygodnym i dokltadnym okazal sie test troponiny (biatka obecnego w komoérkach miesnia
sercowego). Troponina jest obecnie najbardziej cenionym biomarkerem zawatu serca.

Normalny stosunek LHD-1/LDH-2 jest powszechnie uwazany za wiarygodny dowdd na nie
wystepowanie zawatu serca . Niski poziom LDH zazwyczaj nie stanowi problemu, w wiekszosci
diagnozuje sie go u oso6b, ktore zazywaja duze dawki witaminy C i diagnozowany jest bardzo rzadko
Ponadto, znane sa dwa rodzaje mutacji, ktére powoduja obnizenie poziomu tego enzymu: pierwszy
rodzaj mutacji powoduje, ze osoby z dana mutacja odczuwaja zmeczenie i bol miesni, podczas gdy
drugi rodzaj mutacji u ludzi jest bezobjawowy [13].

Szybkosc reakcji enzymatycznej

Tempo przebiegu danej reakcji katalizowanej przez enzym okreslana jest mianem szybkosci reakcji,
za$ szybkos¢ dziatania enzymu okreslana jest poczatkowa szybkoscia reakcji (zapisywana jako VO0) tj.
wartoscig w czasie zerowym [14]. Poczatkowa szybkos$¢ reakcji wyznaczana jest eksperymentalnie
zanim wiecej niz 10% substratu zostanie przeksztatlconych w produkt. By doktadnie zobrazowac
zachodzace zjawiska powstato rownanie Michaelisa-Menten (nazwane od nazwisk naukowcow).
Réwnanie to opisuje krzywa hiperboliczna. Dzieki wprowadzeniu rownania okreslono wartos¢ Km -
zwang stala Michaelisa, ktora jest miara stabilnosci kompleksu enzym-substrat (stanowigc iloraz
sumy szybkosci rozktadu ES i szybkosci jego powstawania) [14].

Oznaczanie aktywnosci enzymu wymaga okreslenia w preparacie szybkosci poczatkowej
w warunkach petnego wysycenia tzn. przy takim stezeniu substratu, ktére bedzie znacznie
przekraczaé¢ wartos¢ statlej Michaelisa dla danego enzymu [15].

Oznaczanie aktywnosci LDH

Dehydrogenaza mleczanowa katalizuje reakcje przeksztalcania: pirogronian + NADH ~mleczan +
NAD+. W reakcji tej substraty tj. NADH oraz pirogronian dodawane sa w stezeniach wysycajacych.
Takie postepowanie pozwala wyznaczy¢ szybkos¢ maksymalna dla danej ilosci enzymu. W trakcie
przeprowadzania oznaczenia nalezy mierzy¢ w czasie spadek absorbancji przy dtugosci fali réwnej



A= 340 nanometrow. Ta dtugos¢ fali odpowiada maksimum absorbancji dla NADH. Nastepnie,
z prostoliniowego odcinka wykresu nalezy wyznaczy¢ wartosé¢ VO w jednostkach absorbancji na
minute, wyrazona jako zmiana ilosci substratu w jednostce czasu. Wartos¢ te podaje sie w uM NADH
min -1(U). Zazwyczaj przy obliczeniach korzysta sie ze wzoru Lamberta-Beera, ktory wiaze
absorbancje ze stezeniem substancji absorbujacej [15].

Wykonanie:

Do wykonania oznaczenia aktywnosci enzymu (LDH) nalezy uzy¢ mieszaniny reakcyjnej w sktad,
ktorej wchodzi: 40 mM bufor Tris-HCI o pH= 7.5, 25 mM KCI, 6mM EGTA zapobiega interakcji
z jonami wapnia (25 ml roztworu) [15], [16].

Do 2 mililitrowych kuwet nalezy odmierzy¢ po 1 ml mieszaniny reakcyjnej oraz po 20 uL NADH (
o stezeniu 10 mg ml-1), frakcje cytozolowa (10 pl frakcji cytozolowej nerki lub 10 pL 5-10-krotnie
rozcienczonej 0,9% NaCl frakcji cytosolowej watroby). Do tego doda¢ wode w takiej objetosci, by
w chwili rozpoczecia reakcji (po dodaniu 40 pl 0,1M roztworu pirogronianu sodu) catkowita objetosc¢
przygotowanej mieszaniny wynosita 2 ml. Calos¢ doktadnie wymiesza¢ po czym zmierzy¢ wartosc¢
absorbancji NADH przy A=340 nm. Prawdlowy wynik powinien plasowac¢ sie pomiedzy 0,600 do
0,800. Probke inkubowaé¢ 2 minuty, po inkubacji doda¢ 40 pl roztworu pirogronianu sodu
i natychmiast dokladnie wymiesza¢. Mierzy¢ zmiany absorbancji roztworu co 15 sekund przez okres
2 do 3 minut.

Catkowita aktywnos$¢ enzymu przedstawiong w [pmol min-1] wyznacza sie z prostoliniowego odcinka
krzywej progresji [15].

Autor: Lidia Koperwas
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