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OZET

Bu arashrmhda 50 Iskemik Kalp Hastas1 birey ile 50 saghkh Dbireyin
spektrofotometrik yontemle total LDH miktarlan(iinite/litre), Poliakrilamid jel
elektroforezi yontemi kullarularak LDH-1, LDH-2, LDH-3, LDH-4 ve LDH-5
izoenzim duzeyleri belirlenmigtir.

Elde edilen bulgular Student’s t testi ile degerlendirildiginde Total LDH
miktarinin  hasta grubunda anlamh dizeyde (P(0.05) artmug oldugu
gozlenmigtir. LDH izoenzim duizeyleri degerlendirildiginde farkhhklar olmasina
kargin istatistiksel duzeyde onemli olmadigr saptanmgtir(P)0.05).

SUMMARY

Lactate Dehydrogenase Isoenzymes Levels in Patients with Ischemic Heart
Diseases Using Polyacrylamide Gel Electrophoresis.

In this study, total LDH level of 50 patients with Ischemic Heart Diseases and
50 Healthy person were measured using Spectrophotometric method. Also their
LDH-1, LDH-2, LDH-3, LDH-4 and LDH-5 isoenzyme levels were determined
densitometrically after using PAGE.

Student’s t Test were used and it was observed in patients with Ischemic Heart
Diseases that their LDH levels were significantly increased, compared with the
control group. Also their LDH isoenzyme levels were determined. Some
differences were seen between healthy persons and patients with Ishhemic
Heart Diseases. However, these changes were not statistically significant.

GIRIS
Piruvatin laktata gevrilmesini katalizleyen enzim olan laktat dehidrogenaz

(LDH)1in LDH-1,LDH-2, LDH-3, LDH-4 ve LDH-5 olarak isimlendirilen ¢egitli
izoenzimler vardir(1,2,3,4). LDH izoenzimlerin sentezi, insanda 11 ve 12

* Gaziantep Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik ABD., Yrd.Dog.Dr.
** Gaziantep Universitesi Tip Fakilltesi Biyofizik ABD., Yrd.Dog.Dr.
*** Biyolog
Bu aragtirma Gaziantep Universitesi Aragtirma Fonu tarafindan desteklenmistir. Ayrica, IH.Ulusal Tibbi
Biyoloji Kongresinde Poster Bildiri olarak sunulmugtur(29 Ekim 1994-1 Kasim 1994 ANTALYA).



179

numaral kromozomlardaki genler tarafindan kontrol edilmektedir(5,6). Herbir
izoenzim M ve H subunitlerinin olugturdugu dort polipeptit zincirinden
olugmusgtur(7). Bu M ve H subinitlerin farkh sekilde bir araya gelmeleri LDH
izoenzimlerinin yapisim olugturmaktadir. Buna gére; LDH-1(HHHH), LDH-
2(HHHM), LDH-3(HHMM), LDH-4(HMMM) ve LDH-5(MMMM) seklinde bir
araya gelmektedir(1,3,4,8). Herbir izoenzimin hiicrede, dokuda ve wicut
sivilannda bulunug oranlan, o bireyin saghk durumunun Ggrenilmesinde
onemli bir yer tutmaktadir. Ozellikle; hangi nedenle olursa olsun, viicudun
gesitli dokularindaki hiicrelerin belirli siirelerde oksijensiz kalmasi durumunda,
izoenzimlerin sentezinde degigmeler meydana gelmekte ve sonugta oranlan
degigsmektedir. Bu oranlanin bilinmesi insan saghg: yoniinden, birgok hastahigin
tanisiin  konulmasinda ve dolayisiyla klinik kullamum agsindan  ¢ok
onemlidir(3,4,8).

Bu araghrmada hasta potansiyelinin ¢ok ve LDH izoenzim diizeylerinin de
onemli olmas: agisindan iskemik kalp hastalan segilmigtir.

GEREC VE YONTEM

Gaziantep Sosyal Sigortalar Kurumu Hastanesi Dahiliye Kliniginde ve Gaziantep
Devlet Hastanesi Kalp ve Koroner Yogun Bakim Servisinde yatarak tedavi goren
ve klinik olarak iskemik kalp hastalig1 tarust konmug 24 erkek, 26 kadin toplam
50 hasta bireyden; kontrol grubu olarak saghkh 22 erkek, 28 kadin toplam 50
bireyden 10 ml kan ornegi ahnmigtir. Kan 6rnekleri laboratuvarda 2000 g'de 15
dak. santrifij edilmig(Hermle Z-320 ile) ve serumlan aynlarak analizleri
yapilincaya kadar buzdolabinda saklanmgtir.

Hasta ve kontrol gruplanna ait serumlann total LDH degerleri Cromatest LDH
kiti (Cromatest E 540) kullaularak 30°C’de 340 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak saptanmigtr(Pharmacia, LKB Ultrospec II, UV/VIS
kullanilarak).

Serum orneklerine aynica LDH izoenzimlerinin ayngtinlmas: igin poliakrilamid
jel elektroforezi uygulanmigtir(9). Bu amagla yapilan iglemler sunlardir:

1) % 7.57lik akrilamid jel soliisyonu hazirlanmugtr [DIETZ,A.A and LUBRANO,
T. yontemiyle(9). Bu soliisyondan 11 ml ahnarak 4 ml distile suyla
kangtinlarak % 5.57uk jel soliisyonu hazirlanmigtir. Bu solisyon 12 adet jel
tiipi igin yeterli miktardir(jel tiipleri 63 mm boy x 7 mm ig ¢ap).

2) Jel solusyonu jel tipiniin 42 mm‘lik boliimine kadar doldurulmug ve tizeri
su ile kapatlarak, 15k karsiginda(UV/VIS double 1gik kaynag ile)
polimerizasyon gergeklegtirilmigtir. Ust kismundaki su tabakas: alinarak atilir.

3) Serum Ornekleri 1:1 oraminda % 40'lik sucroz soltisyonuyla seyreltilir.

Bu gekilde hazirlanimug 6rneklerden 10 pl jel Gizerine birakilir. Bunun tizerine
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% 40k sucros solusyonundan 30 ul ve 10 ul Bromphenol blue (% 0.1) boyas:
birakilir. En istte elektroforez tamponundan doldurulur(l It'de 6 gr Tris, 28.8gr
Glycine).

4) Uzerine 6rnek uygulannug jel tupleri elektroforez iglemi igin cihaza
yerlegtirilir(Hoefer scientific). Alt ve dst bolimler elektroforez tamponuyla
doldurulur. Her jel tipa igin 2.5 mA akim uygulamur. Indikator
boya(Bromphenol Blue) jelin alt ucuna geldiginde akim kesilir.

5) Elektroforez igleminden sonra jeller jel tiiplerinden gikanhr ve igerisinde
boya soliisyonu bulunan 75 mm x 10 mm‘lik kaltir tiptine konur. Boyama
iglemi 37°C’de yaklagik 2 saatte gergeklesir(10,11).

6) Jel igerisinde LDH izoenzimlerinin yerlegim gekli orijinden baglayarak(yani
en yavag ilerleyenden) LDH-5, LDH-4, LDH-3, LDH-2 ve en huzh yiiriiyen LDH-
1 olarak jel igerisinde kalitatif olarak gozlenebilir(4,8). Jeller kantitatif
degerlendirmeleri yapihincaya kadar % 7'lik asetik asit igerisinde buzdolabinda
saklandi(12).

Kullanilan Boya Solisyonu(9,11):

STOK KULLANILAN MIKTAR
Lithium Lactate, M..........c..coovviiiiiiinininiiiieniiiecnnenes 20 ml
NAD, 10 M@/ML....viviriiiieeieneereeeeeeeeeeeeeeseeeenn, 20 ml
NaCL: DA M. cxononessmmmsiviianmnsssnisns iinssossinssssmmrmmmmanes s 20 ml
MgCI2, B MM s s vuvrsaenmmunsmompssswonmsmans arnsns s dosians 555 20 ml
Phosphate Buffer, 0.5 M ..........ccoccoeviiiiinniiniiiiiiinnnns 45 ml
Nitroblue tetrazolium, 1 mg/ml ...........cccoevieivinnnnnnn. 45 ml
Phenazine methosulfate, 1 mg/ml ................cccovnenen. 5 ml

Stok soliisyonlar 5°C’de saklandiginda uzun siire saklanabilir. NAD ise haftahk
hazirlarur.

Boyanmig jellerdeki LDH izoenzimlerinin kantitatif degerlendirmeleri,
Densitometre(Beckman Appraise) kullaularak 600 nm dalga boyunda
gergeklestirilmigtir(13).

Elde edilen sonuglar iki ortalama arasindaki farkin 6nemlilik diizeyini 6lgen
Student’s t testi ile degerlendirilmigtir(14).
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BULGULAR

Elde edilen bulgular Tablo 1,2 ve 3'de verilmigtir.

Tablo 1:Hasta Grubunu Olugturan Bireylerin Total LDH Miktarlan (Unite/Litre)
LDH Izoenzimleri ve LDH-1/LDH-2 oranlanna ait Bulgular.

Tablo.l .Hasta gyrubunu olusturan bireylerin totel LODH miktarlars
(Uniteslitre) LDH izoenzimlery ve LDH-1/LDH-32 oranlarina pit

bulgular.

No | Total |LDH-1 %|LDH-2 %|LDH-3 % |LDH-4 %|LDH-35 %|LD1/LD2
1 | 241 | 48.1 | 25.4 | 15.6 5.7 5.1 |1.89
2 393 | 61.4 | 21.9 9.5 5.3 1.9 [ 2.80
3 327 | 56.2 | 25.6 9.7 5.5 3.1 | 2.20
4 150 55.0 30.8 9.7 2.0 2.5 1.79
5 344 | 51.8 | 31.1 13.0 2.8 1.3 | 1.67
6 324 | 56.0 | 24.8 115.2 2.3 1.7 | 2.26
7 206 | 57.6 | 31.6 6.6 3.2 1.0 }1.82
8 169 | 49.9 | 23.1 17.3 5.8 3.8 | 2.16
9 108 | 69.1 19.5 7.7 1.9 1.7 | 3.54

10 191 | 49.7 | 36.8 .9 1.3 2.2 [1.35

11 351 | 59.8 | 24.2 8.8 3.7 3.5 | 2.47

12 186 45.5 33.4 14.4 4.2 2:5 1.36

13 132 | 39.3 | 32.8 | 21.1 8.2 3.6 | 1.20

14 339 | 58.1 25.6 10.4 4.2 1.6 | 2.2

15 127 | 47.0 | 32.5 | 13.7 4.4 2.3 |1.45

16 344 | 40.3 | 44.7 | 11.6 2.2 1.2 | 0.90

17 243 | 60.1 | 30.5 6.7 1.7 1.1 | 1.97

18 324 | 54.1 5.1 7.5 1.7 1.4 | 1.54

19 629 | 52.5 | 34.3 8.3 2.2 2.7 |1.53

20 267 | 62.4 | 33.5 2.2 1.0 0.9 |1.86

21| 342 | 41.6 | 30.4 17.1 8.4 2.5 | 1.37

22 314 | 40.3 | 29.6 | 17.7 10.0 2.3 11.36

23 194 | 44.6 | 19.2 | 30.6 4.9 0.7 | 2.32

24 388 | 56.9 | 26.4 | 10.6 3.2 3.0 | 2.16

25 300 | 32.7 | 46.9 8.5 7.5 4.4 | 0.70
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Tablo.l. devami

26 393 48.8 35.5 5.9 7.0 2.9 |1.37
27 327 44.0 30.7 16.0 4.5 4.8 | 1.43
28 241 52.7 27.1 14.8 N 1.9 1 1.94
29 267 31.2 29.6 16.5 11.6 | 11.0 | 1.05
30 324 12.8 36.2 19.0 | 26.7 5.3 [0.35
31 194 | 45.6 30.6 13.5 5.5 4.9 | 1.49
32 | 241 23.0 34.7 29.3 6.4 6.6 | 0.66
33 127 46.9 | 19.6 11.4 11.4 | 10.6 | 2.39
34 344 38.8 | 31.9 10.2 7.6 | 11.5 | 1.22
35 191 37.9 44.7 7.4 6.2 3.8 | 0.85
36 243 56.7 35.8 6.8 0.6 1.1 | 1.56
<4 150 43.7 | 42.6 7.6 4.7 1.4 | 1.03
38 344 16.6 29.5 52.2 18.9 2.7 | 0.56
39 186 53.7 35.9 2.8 2.8 4.7 | 1.50
40 300 41.9 30.7 110.9 9.3 7.2 | 1.36
41 118 46.0 27.3 10.5 9.0 7.1 | 1.68
42 135 19.9 42.5 26.5 8.7 2.3 | 0.47
43 314 44.4 38.7 71 6.1 3.8 | 1.15
44 228 44.9 25.2 20.6 3.5 5.7 | 1.78
45 315 39.0 42.2 8.4 5.7 4.6 | 0.92
46 294 37.1 43.0 .8 5.9 7.3~ | 0.86
< 47 527 36.1 39.5 12.3 7.1 4.9 | 0.91
48 341 53.8 33.3 7.3 3.5 2.1 | 1.52
49 405 44 .6 32.9 13.7 4.8 4.1 | 1.36
50 167 42.8 32.6 11.6 7.6 5.7 1 1.31
ORT| 268.980| 45.838| 32.040] 12.650| 5.738| 3.720| 1.535
SD 98.649| 11.529| 6.713| 6.563| 4.436| 2.544| 0.618
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Tablo 2:Kontrol Grubunu Olugturan Bireylerin Total LDH Miktarlan
(Unite/Litre), LDH Izoenzimleri ve LDH-1/LDH-2 oranlanna ait Bulgular.

| No | Total |LDH-1 %|LDH-2 % |LDH-3 % |LDH-4 % |LDH-5 % |LD1/LD2
K-1 204 | 56.8 | 29.0 7.2 5.1 1.9 1.96
K=2 162 | 40.8 39.1 8.3 5.7 6.1 1.04
K-3 319 | 60.8 23.1 1%.1 2.5 1.5 2.63
k-4 | 242 55.9 37.3 3.8 1.5 1.5 1.50
K-5 166 | 49.4 28.3 | 11.0 2.2 9.0 1.75
K-6_ | 314 | 46.0 | 20.0 59,7 3.5 7.9 2.30
K-7_ 213 1 55.3 24.4 i1.5 4.1 4.6 .27
k=8 _ 316 5.2 | 27.2 |.11.3 _].1.3 __1.1.9 2.14
_K-9 ] _268 | 48.5 |28.0 15.0 | . .5.8 _.|._2.8_ ] 1.73 .
| K-10 230 3.5 1. 22.4 . 10.6 | 2.1 4.3 2.83
K-11 | 211 158.3 | 21.5 11.9 5.2 3.1 | 2.71
K-12 328 | 47.5 _ ] 20.0 17.4 11.3 3.8 2.38
K-13 | 329 145.5 | 32.2 | 11.4 7.7 3.3 1.41
| K-14 | 294 | 42.7 | 26.6 15.1 6.9 8.7 " | 1.61
| K-15 | 358 | 52.7 | 26.9 | 13.3_ .} .3.3__ | 3.7 ]1.96
K-16 300 /.41.8._ 138.7 _113.8 | 5.5 _ 1.4 1.08
K-17 | 316 | 43.1 | 22.4_ | 16.9 |.10.9 6.9 1.92
| K-18 | 292 {c0.4 1234 |13.2 | 1.4 1 1.5 |2.58
K-19 | 213 | 49.8 | 32.5 | 12.3 | 2.8 | 2.5 11.53
K-20 153 | 45.4 | 47.0 3.2 | 3.7 1.8 | 0.97
| K-21 - 213 | 42,2 38.2 11.0 5.5 3.1 | 1.10
| K-22 | 234 | 39.4 | 40.4 | 11.9 5.5 2.8 0.98
| K-23 | 168 | 33.0 |38.8_ | 21.3 5.0 | 1.9 0.85 |
| K-24 | 204 _1.41.2 ] 33.0 [|-114.6 7.5 | 3.6 | 1.25
K-25 279 | 47.1 28.9 14.9 4.2 4.8 1.63
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Tabl6.2. devami

K~26 162 39.1 | 27.7 16.3 10.5 6.4 1.41
K-27 168 27.8 | 28.8 13.5 |'13.3 16.8 0.97
K~28 219 29.7 | 31.8 20.0 15.2 3.2 0.93
K-29 153 40.9 | 38.3 10.2 1.3 9.4 11.07
K-30 204 34.2 | 25.6 14.1 20.3 5.8 1.34
K-31 279 32.6 | 32.3 19.2 14.3 1.7 1.01
K-32 294 36.0 | 24.0 22.8 9.1 8.0 1.50
K-33 230 47.7 | 30.0 10.0 6.6 5.7 1.59
K-34 204 43.6 | 39.6 5.9 7.4 3.8 1.10
K-35 153 48.4 | 37.6 3.9 6.0 4.0 1.29
K-36 234 43.0 | 29.9 14.0 6.0 7.1 1.44
K-37 213 39.2 | 30.5 55,7 2.1 5.5 1.29
K-38 911 44.2 | 42.5 7.0 3.3 3.0 1.04
K-39 314 27.3 | 28.3 20.0 8.1 6.2 1.32
K-40 | 411 44.4 | 25.4 15.4 9.1 5.6 1.75
K-41 204 39.3 | 28.6 16.7 7.3 8.2 1.37
K-42 132 30.0 | 30.9 21.5 12,7 5.0 0.97
K-43 189 53.4 | 36.2 5.1 2.6 2.7 1.48
K-44 168 46.0 | 29.0 12.5 7.1 5.4 1.59
K-45 162 35.4 | 33.6 18.7 9.1 3.1 1.05
K-46 168 38.1 | 29.1 18.0 8.7 6.1 1.31
K-47 177 44.5 | 33.2 10.8 7.0 4.5 1.34
K-48 198 48.9 | 32.3 10.6 5.5 2.7 1.51
K-49 162 43.1 | 31.3 13.0 7.1 5.4 1.38
K-50 279 39.5 | 23.1 19.0 13.5 4.8 1.71
ORT |232.320 |44.632 |30.578 | 13.532 | 6.514 4.626 | 1.537
SD 64.321 | 8.328 | 6.158 4.989 | 3.940 2.802 | 0.502
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* Tablo 3:Istatistiksel verileri degerlendirme tablosu

1 xontROL __JIASTA ¢ P
| tomT_ s+ _.op__lomT_ oo . o]
| Tetel LDIL | 232.720 +£4.321 | 268 980 £98.649 | 2.201 | P < 0.05
 LDH-1 % | 44.632 + B.328 | 45.838 #11.529 10.598 | P > 0.05
LDH-2 % | 30.578 & 6.158 32.040 + 6.713 {1.135 | P > 0.05
ILDH 3 % 13.532 + 4.989 12.650 + €.563 1 0.757 P > 0.05
i LDH-4 % . 6.514 + 3.940 5.738 + 4.436 | 0.926 | P > 0.05
LDH-5 % 4.626 + 2.8B02 3.720 + 2.544 | 1.696 | P > 0.05
ILD1/LD2 1.537 + 0.502 1.535 + 0.618 { 0.018 | P > 0.05

TARTISMA

LDH izoenzimlerin ayinminda Kagat, Nigasta jel, Agar jel ve Selilloz Asetat gibi
birgok elektroforez yontemi uygulanmaktadir. Bununla birlikte, birgok
araghnanin(9,10,11,12) taumladifs ve serum proteinlerinin  ayinminda
kullanllan PAGE yontemi, seperasyon zamanmn daha kisa olmasi ve LDH
izoenzim ayiminda fraksiyonlann daha belirgin gekilde ortaya konulabilmesi
gibi daha @istiin noktalan vardir(9,15). Bu nedenle tercih edilmigtir.

Serum &reklerinde LDH izoenzimlerin ayngtriimas: hemen yapimahdir. Eger,
drnekler hemen ¢aligilmayacaksa, -65°C’de saklanmasi gerekmektedir. Yoksa,
LDH izoenzim miktarlarinda 6nemli bir azalma gozlendigi bildirilmektedir(9) Bu
nedenle 6rnekler hemen galigilmgtir.

Elektroforezde Ornek iizerine uygulanan sukroz miktari densitometrik
degerlendirmede &nemli oldugu ve bu miktarn 30 ul/tip olarak uygulanmasi
gerektigi bildirildigi i¢in bu gekilde uygulanmgtir(9).

Normal serumda LDH-2, LDH-1den daha fazladir. Boylece LDH-1/LDH-2 oram
1’den kiigiiktiir. Iskemik kalp hastalarinda, LDH'mn total miktarinn ve ozellikle
izoenzimlerinin herbirinin diizeyinin bilinmesi hastaligin prognozunun daha
yakindan izlenmesi agsindan biyiik Onem tagimaktadir. Aynca, LDH
izoenzimlerinin diizeylerinin ve birbirine gore oranlanmun bilinmesi birgok
hastaligan (Folik asit ve B12 vitamini diizensizligine bagh megaloblastik anemi,
dolagim sistemi hastaliklan, karaciger hastaliklannda, malign hastaliklarda
vs.gibi) tanusimn konulmasinda yardinma olmaktadir. Ciinki, kalpteki
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rahatsizhkta kalp enzimleri LDH-1in, Karaciger ve iskelet kas1 rahatsizhklarinda
LDH-5in aktivitesi artmakta ve bunlar kan dolagimina verilmektedir(2,4,8).

Araghrma sonucunda, LDH-1/LDH-2 orani Kontrol Grubunda 1.537+0.502,
Hasta Grubunda 1.535£0.618 bulunmugtur. Bu durum yoéresel 6zelliklere bagh
oldugu dugunulmektedir. Total LDH miktanmn hasta grubunda anlamh
duzeyde (P{0.05) artmug oldugu gozlenmigtir. Bu durum yapilan gahgmalara
uygunluk gostermektedir(3,7,9,13). LDH izoenzim diizeyleri bakimindan Hasta
ve Kontrol grubu arasinda farkhhk gozlenmemesine kargin, LDH izoenzim
duzeylerinin daha gok miyokardial enfarktusu gegirmig bireylerde ozellikle ilk
24 saatte yukseldigi daha sonraki donemlerde yavag yavag normal diizeye
dugtiugi Dbildirilmektedir(2,13). Bu nedenle aragtirmalarnin bu konuda
yogunlagtirilmasi gerektigi kanisina vanlmgtir.
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