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Dehydrogenaza mleczanowa (LDH, EC 1.1.1.27) nalezy do grupy enzymow szeroko
rozpowszechnionych w komodrkach wszystkich organizmoéw zywych, gdzie katalizuje rownowagowa
przemian¢ pirogronianu do mleczanu z udziatem NAD'/NADH jako systemu koenzymu
(Jeden z etapow oddychania komérkowego). Z tego powodu jej aktywno$¢ jest uznawana za cenny
parametr kliniczny w diagnostyce chordb takich jak: anemia, zawal migénia sercowego, jak rowniez
réznego rodzaju nowotworow. Jednakze, oznaczenie catkowitej aktywnosci LDH pozwala jedynie
na oceng ogdlnego stanu narzadéw wewnetrznych lub wezesne wykrycie niewydolno$ci narzadowe;.
W celu uzyskania doktadniejszych informacji, zawierajacych lokalizacje uszkodzonych komorek,
nalezaloby oszacowac sktad jej izoenzymow, ktorych proporcje zmieniaja si¢ w zalezno$ci od rodzaju
choroby. Obecnie, taka analiza nie jest wykonywana rutynowo w laboratoriach klinicznych ale moze
zosta¢ przeprowadzona na zadanie za pomoca kosztownych, czasochtonnych i wysoce
skomplikowanych metod.

Glownym celem prezentowanego projektu jest opracowanie bioanalitycznego systemu
przeptywowego (opartego na dziataniu mikrosolenoidowych urzadzen do sterowania przeptywem)
do rozrozniania i ilo§ciowego oznaczenia aktywnosci izoenzymoéw LDH. Takie podej$cie powinno
zapewni¢ precyzyjng kontrole czasu inkubacji reakcji enzymatycznej, utrzymanie powtarzalnych
warunkow mieszaniai detekcji, jak rowniez redukcje zarowno zuzywanych odczynnikow, jak i czasu
trwania analizy. W trakcie badan, izoenzymy LDH zostang podzielone na trzy grupy, uwzgledniajace
ich potozenie w ludzkim organizmie, a mianowicie LDH1 (migsien sercowy), LDH2 I LDH3 (mo6zg)
oraz LDH4 1 LDHS5 (watroba 1 migs$nie). Proces identyfikacji poszczegdlnych frakeji izoenzymow
LDH bedzie zwigzany z hamowaniem lub brakiem hamowania ich aktywnosci przez okreslone
substancje. Drugim celem projektu bedzie ulepszenie rutynowej, nisko czutej procedury oznaczania
catkowitej aktywno$ci LDH polegajacej na monitorowaniu przyrostu stezenia NADH przy dtugosci
fali 340 nm. Zaproponowana metoda bedzie oparta na wykorzystaniu silnych wlasciwosci
redukujacych czasteczki NADH w innym znanym uktadzie redoks z detekcja fotometryczng
w zakresie widzialnym. Rolg detektora w prezentowanych badaniach bgdzie petnit fotometryczny
detektor optoelektroniczny, sktadajacy sie z dwoch sparowanych diod elektroluminescencyjnych.
Ostatecznie, uzyteczno$¢ zaprojektowanego Systemu zostanie potwierdzona przez analize
certyfikowanych surowic kontrolnych i rzeczywistych probek surowicy krwi ludzkie;.



