1.1.2. Определение активности и кинетических характеристик лактатдегидрогеназы

Лактатдегидрогеназа – это один из первых ферментов, для которого показано существование множественных молекулярных форм. Изоферменты лактатдегидрогеназы отличаются друг от друга не только физико-химическими свойствами, но и чувствительностью к действию ингибиторов, например к оксалату, термостабильностью.

Показано, что обнаруженные в тканях животных пять изоферментов лактатдегидрогеназы представляют собой тетрамеры, построенные из различных сочетаний двух типов субъединиц – полипептидных цепей с молекулярным весом порядка 35000. Субъединицы лактатдегидрогеназы отличаются друг от друга аминокислотным составом, их биологический синтез находится под контролем различных генов. Эти субъединицы обозначают как субъединицы Н – типа (из них преимущественно построен тетрамер лактатдегидрогеназы сердечной мышцы) и субъединицы М-типа (входят в состав изофермента из скелетной мускулатуры). В соответствии с этой номенклатурой состав пяти изоферментов лактатдегидрогеназы можно представить как сочетание двух типов субъединиц: Н 4, Н 3М1, Н2М2, Н1М3, М4. Встречается и другая номенклатура изоферментов лактатдегидрогеназы: ЛДГ1, ЛДГ2,  ЛДГ3,  ЛДГ4, ЛДГ5 – где символом ЛДГ1 обозначают изофермент (Н4), обладающий наибольшей электрофоретической подвижностью, а ЛДГ5  - изофермент с наименьшей электрофоретической подвижностью. 

В сердечной мышце, ткани почек и красных кровяных тельцах доминируют две наиболее отрицательные при электрофорезе фракции (ЛДГ1 и ЛДГ2), составляющие вместе 70 – 90% от общей лактатдегидрогеназной активности. В скелетной мышце и печени доминирует наиболее положительная при электрофорезе фракция (ЛДГ5), которая составляет 50-80% от общей активности. Различные формы ЛДГ отличаются и формами кривых Михаэлиса, представляющими собой зависимость активности фермента от концентрации субстрата. Восстановление  пировиноградной кислоты в молочную с помощью ЛДГ1 ингибируется избытком субстрата в большей степени чем при участии ЛДГ5. Это позволило предположить, что ткани, в которых преобладает ЛДГ5, более способны к анаэробному гликолизу. При этом накопление пирувата не ингибирует его восстановление в лактат, сопряженное с реокислением НАДН2: данный процесс происходит при интенсивной работе скелетной мышцы с увеличением кислородного дефицита, который впоследствии возмещается при окислении молочной кислоты. Ткани, в которых пировиноградная кислота обычно не накапливается, например сердечной мышце, благодаря высокой перфузии и плотности митохондрий, значительно менее зависимы от анаэробного метаболизма и поэтому не нуждаются в форме лактатдегидрогеназы, адаптированной к работе при высоких концентрациях пировиноградной кислоты.

Необходимое оборудование: гомогенизатор, центрифуга, центрифужные пробирки, пипетки

Реактивы: 0,1 М фосфатный буфер (рН 7,4), 1 мМ НАДН, пируват натрия

Ход работы
Навески тканей (1-2 г) измельчают и гомогенизируют с 4 объемами 0,1 М фосфатного буфера (рН 7,4). Гомогенат центрифугируют при  600g в течении 10 минут. Центрифугат, профильтрованный через 4 слоя марли, повторно центрифугируют при 15000g в течение 10 мин. Полученный супернатант хранят в холодильнике при 40С и используют в качестве ферментного препарата. 

Предварительно определят содержание белка в тканевом экстракте, каким либо колориметрическим методом, например с биуретовым реактивом. Обычно в получаемых таким образом тканевых экстрактах содержится 15 – 20 мг белка в 1 мл. Для определения активности лактатдегидрогеназы тканевые экстракты разводят в 10 – 20 раз  и в пробу вносят 0,01 – 0,05 мл.

Активность лактатдегидрогеназы определяют по уменьшению содержания НАДН в реакционной смеси в результате энзиматического восстановления пирувата в лактат, что регистрируется спектрофотометрически. Состав реакционной смеси (объем проб) – 3 мл.

	Компоненты среды
	Исходная концентрация, мМ
	Объем, мл
	Конечная                концентрация,мМ

	Фосфатный (или  трис -НCI) буфер, рН 7,4
	50
	2,4
	40

	Пируват натрия
	15 или 1,5
	0,3
	1,5 или 0,15

	НАДН
	1,0
	0,3
	0,1


Реакцию начинают добавлением тканевого экстракта (0,01 – 0,05 разведенного в 10-15 раз экстракта) и наблюдают за уменьшением оптической плотности при 340 нм в течение 2-3 минут, фиксируя показания спектрофотометра каждые 30 секунд. Активность ЛДГ выражают в микро- молях превращенного НАДН в 1 мин на 1 мг белка  или на 1 г. ткани.

Изучение свойств лактатдегидрогеназы

1. Влияние концентрации пирувата на активность ЛДГ из разных тканей. Активность ЛДГ из разных источников определяют при концентрациях пирувата от 0,05 до 2,0 мМ. Результаты представляют в виде графика зависимости активности фермента от концентрации субстрата.

2. Влияние оксалата на активность ЛДГ из разных тканей исследуют при концентрациях ингибитора 0,01-0,1 мМ. Строят график отношения активности ЛДГ в отсутствие ингибитора к активности фермента в присутствии ингибитора (по оси ординат) в зависимости от концентрации оксалата в реакционной  смеси (по оси абсцисс). 
