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Dehydrogenaza mleczanowa (LDH): badanie
wlasciwos$ci enzymu oraz znaczenie
diagnostyczne réoznych izoform LDH , cz.II

Adsorpcija i elucja LDH z frakcji cytosolowej

W metodzie tej wykorzystuje sie chromatografie powinowactwa z zastosowaniem odpowiedniego
ligandu. Ligand musi zawieraé grupy chlorotriazynylowe, dlatego najczesciej stosuje sie
odpowiednie barwniki, majace zdolnos¢ tatwego reagowania w srodowisku zasadowym z matrycami
polisacharodowymi, tworzac w ten sposob trwate barwne produkty. Barwnik Cibacron-Blue wykazuje
wysoka specyficznos¢ do dehydrogenazy mleczanowej i innych dehydrogeaz (czyli enzymoéow
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wspotdziatajacych z NAD+) [15].

Barwnik Cibacron-Blue jest mieszaning dwdch izomeréw 1 i 2, ktére roznia sie potozeniem grupy
sulfonowej w pierscieniu A (para lub meta). Barwnik potaczony do dektranu (niebieski dekstran)
wytwarza sie z mieszaniny tych dwoch izomerdw zwiazanych do dekstranu poprzez wiazanie eterowe
do pierscienia triazynowego B. Poniewaz barwnik ma wysokie powinowactwo do niektérych biatek,
niebieski dekstran jest czesto stosowany do ich oczyszczania. Zwiekszone zainteresowanie
specyficznymi oddziatywaniami pomiedzy barwnikami i biatkami, nastapito z powodu podobienstw
strukturalnych pomiedzy barwnikami i dinukleotydami (jak np. NAD+) . Co wiecej, uwaza sie, ze
obie czasteczki powinny wiazac¢ sie w taki sam sposéb do tego samego miejsca i ze Cibacron-Blue
dziata jak sonda w obecnos$ci nukleotydéw [17].
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Zdjecie: Struktura Cibacron-Blue 3G-A, [18].
Wykonanie:

Okoto 0,5 - 1 ml roztworu biatka z frakcji cytosolowej nalezy natozy¢ na przygotowane ztoze
chromatograficzne- kolumna chromatograficzna wypetniona zelem Sepharose 4B z barwnikiem
Cibacron -Blue (biekit cibakronowy). Cibacron-Blue jest barwnikie, ktéory wykazuje duze
powinowactwo do wielu enzymow i biatek, w zwigzku z czym czesto wykorzystywany jest
w chromatografii. Po wniknieciu préobki w zel nalezy kolumne zréwnowazy¢ w celu unikniecia
zapowietrzenia. Do zrownowazenia uzy¢ kilku kropli 0,1M buforu Tris-HCl o pH=7.5 - pozwala to na
unikniecie zapowietrzenia kolumny. Po przemyciu kolumny nalezy ja zamkna¢, by doszto do
zrownowazenia frakcji cytosolowej (ok. 15 minut). Po uplywie tego czasu kolumne przemy¢ za
pomoca 4,5 ml 0.1 M buforu Tris-HCl o pH= 7.5. W trakcie przemywania zebra¢ 3 frakcje po 1,5 ml
eluatu. W dalszej kolejnosci kolumne przemywa sie zwiekszona iloscia 0,1 M buforu Tris-HCI
o pH=7.5 (10,5 ml) zawierajacym dodatkowo 1M KCI. W trakcie przemywania nadal nalezy zbiera¢
1,5 ml frakcje eluatu w 7 powtdrzeniach, umieszczajac probowki z eluatem w tazni lodowej.
W przypadku, gdy tego samego dnia po zebraniu frakcji nie bedzie sie wykonywac oznaczania
aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej, probki z eluatem musza by¢ zamrozone w temperaturze
-80[]C. Po zebraniu frakcji kolumne trzeba przemyc¢ 4 ml 0,1M buforu Tris-HCI (pH=7.5) z dodatkiem
1M KCl oraz 8 ml samego buforu Tris-HCI o takim samym pH [15], [19].

Zastosowanie dehydrogenazy mleczanowej jako wskaznika uszkodzenia phuc

Monitorowanie poziomu aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej (LDH) oraz jej izoenzymow,
znalazto zastosowanie jako wskazniki okreslania zmian patologicznych w ptucach takich jak np.



uszkodzenie komoérek czy pojawienie sie stanow zapalnych. Z racji tego, ze LDH jest enzymem
obecnym w prawie wszystkich tkankach i narzadach organizmu, odchylenia od normy w aktywnosci
enzymu w Surowicy pojawiaja sie przy wielu zaburzeniach w organizmie. Poniewaz wzrost catkowitej
aktywnosci LDH w surowicy jest matoswoista informacja, dodatkowo mierzy sie aktywnos$¢ enzymu
w wydzielinie oskrzelowo-pecherzykowej, co dostarcza dodatkowych informacji o kondycji ptuc
i uszkodzeniu nabtonka. W celu optymalizacji wartosci diagnostycznej moga by¢ mierzone takze
izoenzymy LDH. Chociaz izoenzymy LDH w surowicy cechuja sie troche lepsza swoistoscia, wartos¢
kliniczna jest raczej niska. W przeciwienstwie do tego,pomiar LDH i izoenzyméw LDH plynu
oplucnowego jest uzyteczny do okreslenia uszkodzen tkanki ptuc i srédbtonka.

Stezenia enzymu w réznych tkankach sa bardzo wysokie w poréwnaniu do tych w surowicy krwi
(wartosci dla réznych narzadow: np. watroba 9000; serce 25000; nerki 15000; miesnie szkieletowe
9000; ptuca 9500). . Tak wiec, poziom enzyméw w tkankach jest okoto 500 razy wiekszy niz
w surowicy, tak wiec wyciek enzymu z nawet niewielkiego uszkodzenia tkanki moze w znacznym
stopniu zwiekszy¢ obserwowany poziom LDH w surowicy [20].

Izoenzym LDH-6

Niektore z nietypowych izoenzyméw LDH, takie jak np. LDH-6, moga mie¢ duze znaczenie
diagnostyczne, jednak wiekszos¢ to ,rarytasy laboratoryjne”. Obecnos¢ LDH-6 w surowicy pacjenta
wigze sie zazwyczaj z bardzo ztym rokowaniem. W przeprowadzonych badaniach wszystkie
wczesniej zgtoszone przypadki byly w stanie krytycznym. Ketchum i wsp. opisali dziewieciu
pacjentow z LDH-6, z czego osiem zmarto w czasie ich pobytu w szpitalu. W innym badaniu z 18
pacjentow, ktérzy wykazali sie obecnoscia enzymu LDH-6 w surowicy, 15 zmarto. Jak zauwazono
w trakcie prowadzonych badan, zgon pacjentéw nie byt jedynie przyczyna LDH-6, gdyz w tym samym
czasie obserwowano u nich takze inne objawy- wszyscy pacjenci mieli niedoci$nienie, a wiekszos¢
z nich takze nie udokumentowane epizody hipoksemii, ktére tylko poprzedzaly test izoenzymu LDH
[20].

Gromadzenie sie ptynéw w klatce piersiowej moze by¢ wynikiem wielu r6znych czynnikéwi.
Najczesciej przypisuje sie temu pojawienie sie zatoru badZ rozmaitych zmian pourazowych,
zapalnych lub zakaZnych. Czesto rowniez gromadzeniu sie plynéw towarzyszy nowotwor w obrebie
oplucnej, pluc, serca lub $rodpiersia.

Wysiek optucny charakteryzuje sie réznymi objawami klinicznymi takimi jak. m.in.: dusznos¢, bdl
w klatce piersiowej czy kaszel. W wiekszosci przypadkéow diagnostyka wysieku optucnowego odbywa
sie w oparciu o badanie radiologiczne, poniewaz ptyn gromadzi sie zar6wno pomiedzy ptucami
i Sciana klatki piersiowej, a takze w szczelinach optucnej pomiedzy ptatami ptuc, co mozna zauwazy¢
na zdjeciu rentgenowskim. W celu ustalenia konkretnych przyczyn choroby wykonuje sie badania,
ktoére opieraja sie na analizie:

- makroskopowej (ocena konsystencji ptynu gromadzacego sie w klatce piersiowej)

. fizykochemicznej (badania maja na celu réznicowanie pomiedzy przesiekiem, przesiekiem
zmodyfikowanym i wysiekiem i chtonka),

- cytologicznej (ocenie poddaje sie liczbe komodrek, po czym dochodzi do identyfikacji
poszczegdlnych rodzajéw komorek).

Materiat do powyzszych badan pozyskiwany jest na drodze punkcji [21].

Wartosci dehydrogenazy mleczanowej bedace powyzej 200 1U/l uznawane sa za marker procesow
wysiekowych. Ptyny gromadzace sie w obrebie optucnej w zwiazku z obecnoscia ztosliwego guza
maja czesto charakter wysieku, ponadto towarzysza jeszcze inne objawy: normalne lub podwyzszone



pH (> 7,4), glukoza w przedziale od 10 do 80 mg/dl, a takze poziom neutrofili znajdujacy sie ponizej
30% [21].

Wartosci dehydrogenazy mleczanowej bedace powyzej 200 IU/l uznawane sa za marker procesow
wysiekowych. Ptyny gromadzace sie w obrebie optucnej w zwiazku z obecnoscia ztosliwego guza
maja czesto charakter wysieku, ponadto towarzysza jeszcze inne objawy: normalne lub podwyzszone
pH (> 7,4), glukoza w przedziale od 10 do 80 mg/dl, a takze poziom neutrofili znajdujacy sie ponizej
30% [21].

Izoenzymy LDH i ich znaczenie diagnostyczne

Pomiar aktywnosci LDH jest szeroko stosowany w analizie diagnostycznej wysieku w ptucach,
zwlaszcza rozrézniania przesieku i wysieku, a takze pomiedzy wysiekiem niezlosliwym i ztosliwym..
Pierwsze z przeprowadzonych wynikéw badan wartosci diagnostycznej ptynu optucnej pod katem
wzorcowych izoenzyméw LDH- byly sprzeczne. Richterich i Burger poinformowali, ze wzér
izoenzyméw LDH tagodnych wysiekoéw ma odbicie we wzorze w surowicy, natomiast ztosliwe wysieki
zawierajg izoenzymy LDH-4 i LDH-5. W przeciwienstwie do tych wynikéw badan, inni naukowcy
donosza, ze ztosliwe wysieki charakteryzuja sie maksymalna aktywnoscia enzymatyczna LDH-2,
LDH-3 i LDH-4, podczas gdy tagodne wysieki enzymami LDH-4 i LDH-5.

Z kolei, Vergnon i in. w swoich badaniach zauwazyli, ze wzrost poziomu izoenzymu LDH-5 jest
dobrym markerem wysieku ztosliwego z ptuc, ponadto stwierdzil, Ze nawiagzanie do poziomu
izoenzymu LDH-5 w plynie oplucnej wydaje sie byé doktadnym markerem ewolucji wysieku
ztosliwego w optucnej [20].

Kity do pomiaru aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej

Aktualnie dostepne sa gotowe kity, dzieki ktérym mozna w stosunkowo szybki i prosty sposéb badac
aktywnosc wielu enzymow, nie tylko dehydrogenazy mleczanowej. Przedstawiona ponizej metoda
pomiaru LDH jest prosta, doktadna i daje powtarzalne wyniki. Test opiera sie na redukcji NAD przez
LDH. Redukcja NAD (NADH) jest wykorzystywana w stechiometrycznej przemianie barwnika
tetrazolowego, w wyniku czego powstaly kolorowy zwiazek mierzony jest metoda
spektrofotometryczna.

Jesli komorki poddaje sie lizie przed oznaczaniem podioza, zwiekszenie lub zmniejszenie liczby
komoérek w wynikach powoduje rdéwnoczesne zmiany ilosci substratu przeksztatconego. To wskazuje
na stopien hamowania wzrostu komodrek (cytotoksycznos$¢) ze strony materiatu testowego.
Aktywnosci LDH moze by¢ stosowana jako wskaznik wzglednej zywotnosci komérek.

Procedura pomiaru aktywnosci LDH z wykorzystaniem kitu Sigma-Aldrich, Inc. pochodzaca ze strony:
http://www.sigmaaldrich.com/etc/medialib/docs/Sigma/Bulletin/tox7bul.Par.0001.File.tmp/tox7bul.pd
f

Metoda opierajaca sie na monitorowaniu cytotoksycznosci in vitro dobrze sprawdza sie
z zastosowaniem wielodotkowych plytek. Aby uzyskac¢ najlepsze wyniki pomiaru powinno sie uzywac
komorki, ktore znajduja sie w fazie logarytmicznego wzrostu, a ostateczna liczba komoérek nie
powinna przekraczaé¢ 106 komorek/ cm2. Kazdy test powinien uwzglednia¢ takze probe zerowa,
zawierajaca pelna pozywke bez komodrek. Nalezy mie¢ na uwadze, ze nierdwne parowanie ptynu
hodowlanego ze studzienek ptytki moze powodowac btedne wyniki. Ze wzgledu na to, ze NADH
podlega fotodegradacji, nadmierna ekspozycja na swiatto moze takze powodowaé¢ zmniejszenie



czulosci i dokladnosci testu.

Aktywnos¢ dehydrogenazy mleczanowej mozna badac za pomoca jednej z dwdch metod. Metoda 1
stanowi miare catkowitej liczby komorek, z kolei druga metoda ocenia integralnosci btony komorek
pod katem ilosci wycieku LDH do pozywki hodowlane;j.

Metoda 1 (calkowite LDH):

1. Komorki znajdujace sie na plytce nalezy usuna¢ z inkubatora hodowlanego (przenies¢ do
sterylnego miejsce pracy)
2. Dodac¢ 1/10 roztworu do lizy do kazdego dotka plytki (LDH Assay Lysis Solution) i ponownie
przenies¢ plytke z komérkami do inkubatora (inkubowac przez 45 minut)
. Nastepnie, ptytke odwirowac (250 x g, przez 4 minuty)
4. Probke przenies¢ do sterylnego miejsca po czym kontynuowac analize enzymatyczng

w

Metoda 2 (uwalnianie LDH):

Poszczegolne etapy w tej metodzie sa identyczne z metoda 1, z pominieciem dodawania roztworu do
lizy (etap 2).

Analiza enzymatyczna (z wykorzystaniem kitu Sigma-Aldrich, Inc. pochodzaca ze strony:
http://www.sigmaaldrich.com/etc/medialib/docs/Sigma/Bulletin/tox7bul.Par.0001.File.tmp/tox7bul.pd

f)

1. Nalezy przygotowa¢ mieszanine testowa (Lactate Dehydrogenase Assay Mixture) przez
zmieszanie w rownych objetosciach roztworéw: badanego roztworu substratu (LDH Assay
Substrate Solution), barwnika (LDH Assay Dye Solution) oraz 1x stezonego LDH Assay Cofactor
Preparation.

2. Usuna¢ porcje pozywki do badan (w przyblizeniu potowe objetosci pozywki hodowlanej).
Nastepnie, doda¢ mieszanine testowa LDH (Lactate Dehydrogenase Assay Mixture) do kazdej
probki w objetosci rownej podwdjnej objetosci pozywki (uzytej do badan).

3. Tak przygotowana ptytke nalezy zaklei¢ nieprzezroczysta folia, w celu ochrony przed swiattem,
a nastepnie ptytke inkubowaé¢ w temperaturze pokojowej prze ok. 20 do 30 minut.

4. Zachodzaca w trakcie inkubacji reakcje mozna zatrzymac przez dodanie 1/10 objetosci 1M HCI -
dodanego do kazdej studzienki ptytki.

5. Spektrofotometrycznie zmierzy¢ absorbancje przy dtugosci fali rownej A= 490 nm. Nalezy takze
zmierzy¢ absorbancje tta ptytki wielodotkowej przy A= 690 nm, po czym odja¢ otrzymang wartos¢
od pierwotnego pomiaru dtugosci fali (przy 490 nm).

6. Wyniki z wielostudzienkowych ptytkach moga by¢ odczytane dzieki uzyciu tzw. czytnika ptytek,
badz tez zawartos¢ poszczegdlnych studzienek (dotkdw) moze zostac¢ przeniesiona do kuwet
o odpowiednich rozmiarach do pomiaru spektrofotometrycznego [22].

Pomiar aktywnosci LDH u dzieci z r6znymi typami choréb nowotworowych

Emad A Al-Saadoon i wsp. (2003) w swoich badaniach przeprowadzili pomiar poziomu aktywnosci
LDH w surowicy pobranej od dzieci ze zdiagnozowanymi réznymi typami choréb nowotworowych.
Ponadto, badali takze relacje pomiedzy LDH, a odpowiedzia na hemioterapie. Dehydrogenaze



mleczanowa oznaczano w surowicy w chwili rozpoznania u pacjentéw réznych nowotworow
zlosliwych (przebadano 53 pacjentéw), a takze u 37 zdrowych dzieci stanowiacych kontrole (dzieci
dobrane zostaty do kontroli pod wzgledem wieku i pici). Otrzymane wyniki potwierdzily wzrost
aktywnosci LDH w réznych typach nowotworéw. Zauwazono, ze sredni poziom LDH byt istotnie
WYZSZy U 0s0b z ostra biataczka limfoblastyczna, w poréwnaniu z innymi grupami nowotworowymi.
Znaczne zmniejszenie LDH zauwazono z kolei u oséb po chemioterapii. W chtoniakach litych
podwyzszony poziom enzymu skorelowana z masa guza oraz faza choroby. Otrzymane wyniki
potwierdzaja przydatnos pomiaru LDH- peini on funkcje markera biologicznego [24].

LDH pelni przede wszystkim funkcje w metabolizmie glukozy, katalizujac redukcje wolnego
pirogronianu do mleczanu podczas ostatniego etapu glikolizy, jak rowniez przeksztalcenie mleczanu
do pirogronianu podczas glukoneogenezy. Komorki nowotworowe maja charakterystyczny typ
metabolizmu, w ktéorym sekwencja glikolityczna i cykl kwasu trikarboksylowego sa stabo
zintegrowane, stad komdrki nowotworowe daza do wykorzystania od 5 do 10 razy wiecej glukozy
w poréwnaniu do normalnych tkanek (przeksztalcajac wiekszosc do mleczanu).

Glikoliza jest zlozonym tancuchem rdéznych reakcji, ktére w ostatecznosci prowadza do
przeksztatcenia glukozy w pirogronian. Reakcja ta zachodzi w cytoplazmie (prawie wszystkich)
organizmoéw zywych. Jej gldéwnym zadaniem jest wytwarzanie energii, ktéra nastepnie gromadzona
jest w postaci ATP. Ponadto, dostarcza elementéw budujacych sktadniki komorki.

Na caly proces glikolizy sktada sie 10 reakcji, a wszystkie reakcje mozna podzieli¢ na 2 gtéwne fazy:

- w pierwszej fazie dochodzi do przeksztatcenia glukozy we fruktozo-1,6-bisfosforan. Etap ten
wymaga zuzycia 2 czasteczek ATP przypadajaca na kazda czasteczke cukru.

- w drugim etapie nastepuje rozszczepienie fruktozo-1,6-bisfosforanu na dwa zwiazki, ktore
nastepnie ulegaja wzajemnym przeksztatceniom. Jednym z powstatych zwiazkéw jest aldehyd
3-fosfoglicerynowy, ktéry ulega dalszym przemianom (utlenianie i fosforylacja). Zachodzacym
reakcjom towarzyszy utworzenie czasteczki ATP [23].
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Zdjecie: Schemat przebiegu glikolizy, [23].

Dehydrogenaza mleczanowa (LDH) wystepuje w wielu réznych systemach komérek, w przypadku
uszkodzenia tkanek lub komorek, stezenia LDH moze by¢ podwyzszone. Zwigzek miedzy
nowotworami i zwiekszonym poziomem LDH zostal potwierdzony przez wielu naukowcow i to
zaréwno w wielu guzach wykrytych u ludzi, jak i u zwierzat. Podwyzszony poziom LDH wystepuja
w tkance nowotworowej, jak i w surowicy pacjentow z réznymi typami nowotworow nabtonkowych.
Wysoki poziom w surowicy LDH obserwowano u pacjentdéw z guzami litymi, biataczka, raku ptuc
i nowotworach jader. Przeprowadzone badania sugeruja, ze poziom LDH wydaje sie mie¢ dobra
korelacje z aktywnoscia choroby i masa guza [24].

Aktualnie, znanych jest kilka chorob, ktérych przyczyna jest brak aktywnosci enzymoéw
glikolitycznych. Zasadniczym objawem wszystkich z nich jest niedokrwistos¢ hemolityczna.
W intensywnie rosnacych komérkach nowotworowych zauwaza sie znacznie szybszy przebieg
glikolizy. Szybka produkcja pirogronianu powoduje, ze znacznie przewyzszone sa zdolnosci
organizmu do jego metabolizowania, co w konsekwencji prowadzi do nadmiernego wytwarzania
mleczanu, a dalej do zakwaszania sSrodowiska w guzie [23].
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