ZAGADNIENIA DO CWICZEN LABORATORYJNYCH Z ENZYMOLOGII I CHEMII
BIALEK DLA STUDENTOW III ROKU BIOTECHNOLOGII MEDYCZNE] I st.

Cwiczenie 3. TEST WARBURGA (NAD*/NADH+H+*) W PRAKTYCE KLINICZNE]J.
PRZYKLADY KONKRETNYCH TESTOW DIAGNOSTYCZNYCH
WYKORZYSTUJACYCH TEST WARBURGA

Zagadnienia do ¢wiczenia:
1. Klasyfikacja i nomenklatura enzyméw wg Miedzynarodowej Unii Biochemicznej.

2. Holoenzym, apoenzym, koenzym, grupa prostetyczna, kofaktor - definicje poje¢, funkcje w
katalizie, centrum aktywne.

Jednostki aktywno$ci enzymatycznej

Czynniki wptywajace na szybkos$¢ reakcji enzymatycznej

Spektrofotometryczny pomiar aktywnosci enzymoéw

Koenzymy nikotynamidoadeninowe - budowa chemiczna, funkcja, przyktady reakciji.

Flawinowe grupy prostetyczne - budowa chemiczna, funkcja, przyktady reakcji.

©® N kW

Fosforan pirydoksalu - budowa chemiczna, funkcja, przyktady reakcji.

1. Charakterystyka spektralna NAD+ i NADH+H*

Aktywno$¢ dehydrogenaz zaleznych od NAD+, ktére odbierajg elektrony substratom, mozna
obserwowac spektrofotometrycznie. Podczas redukcji pojawia sie dodatkowe pasmo absorpcji NADH
przy 340 nm, bedace nastepstwem redukcji aromatycznego pierscienia pirydynowego.

Wykonanie
Wykona¢ widmo absorpcyjne roztworé6w NAD* i NADH+H* w zakresie 240-400 nm.

Sprawozdanie
Na widmie wyznaczy¢ dtugosci fal, przy ktérych wystepuja maksima absorpcji (Amax) dla obydwu form
powyzszego koenzymu.

2. Zastosowanie testu optycznego prostego Warburga do oznaczania aktywnosci dehydrogenazy
mleczanowej

Dehydrogenaza mleczanowa (ang. lactate dehydrogenase, LDH, EC 1.1.1.27) jest enzymem
cytozolowym katalizujgcym odwracalng reakcje utleniania mleczanu do pirogronianu z udziatem
koenzymu NAD+ w procesie glikolizy beztlenowe;j.

Enzym ten wystepuje w réznych organizmach (bakterie, pierwotniaki, rosliny izwierzetach).
W organizmie cztowieka jest obecny we wszystkich tkankach, dlatego jego aktywno$¢ moze byc¢
podwyzszona w przebiegu roznych chorob. LDH wystepuje w postaci 5 izoenzyméw roéznigcych sie
sktadem podjednostkowym, spos$réd ktérych LDH1 jest zlokalizowana gtéwnie w mie$niu sercowym, a
LDH5 w mies$niach szkieletowych i watrobie. Formy posrednie sg zwigzane z innymi narzgdami takimi
jak mézg i nerki. W diagnostyce laboratoryjnej ma znaczenie zaréwno pomiar catkowitej aktywnosci
dehydrogenazy mleczanowej, jak i jej poszczegdlnych izoenzymdéw (np. w diagnostyce zawatu miesnia
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sercowego czy zawatlu ptuca). Pomiar aktywno$ci dehydrogenazy mleczanowej (tzw. test LDH) jest
réwniez wykorzystywany w badaniach cytotoksycznego dziatania zwigzkéw w warunkach in vitro.

Zasada oznaczenia
Zasada oznaczenia aktywnoSci dehydrogenazy mleczanowej metodg testu optycznego Warburga

prostego oparta jest na reakcji utleniania L-mleczanu do pirogronianu, czemu towarzyszy redukcja
koenzymu NAD+* do NADH+H*. Powstaniu NADH towarzyszy wzrost absorbancji przy dtugosci fali 340
nm, ktory jest proporcjonalny do aktywnosci LDH.

coo’ dehydrogenaza co O;
I L-mleczanowa I
HO=C—-H + NAD = > C=0 + NADH+H
I |
CH, CH,
mleczan pirogronian
Wykonanie

1. Odmierzy¢ do proboéwki 1 ml odczynnika® i ogrzaé¢ do temperatury 37°C przez 5 minut w
temperaturze 37°C.

Wyzerowac spektrofotometr wobec wody przy dtugosci fali 340 nm.

Do odczynnika doda¢ 50 pl surowicy, zamieszac i inkubowa¢ 30 sekund.

Prébe badang przenies¢ do kuwety i zmierzy¢ absorbancje.

Ponownych pomiaréw absorbancji dokona¢ w odstepach jednominutowych przez 2 minuty.
Obliczy¢ Srednig réznice absorbancji na 1 minute (Aabs/min).

Obliczy¢ aktywno$¢ dehydrogenazy mleczanowej w surowicy wykorzystujagc wzor
umieszczony ponizej

No ke w

Aabs/min x 1,050 x 1000
1x6,22 % 0,05

/1= = Aabs/min x 3376

1,050 - objetos¢ catkowita
1000 - zamiana [U/ml na IU/1
6,22 - wsp6tczynnik absorbancji milimolowej NADH
0,05 - objetos¢ préobki
1 - dtugos$¢ drogi optycznej

8. Okresli¢ czy aktywno$¢ enzymu w badanych probkach miesci sie w zakresie wartosci
prawidtowych

* Odczynnik zawiera NAD+, L-mleczan, bufor

3. Zastosowanie testu optycznego prostego z reakcjq wskaznikowq do oznaczenia aktywnosci
aminotransferazy alaninowej

Aminotransferaza alaninowa (ALT, EC 2.6.1.2.) i aminotransferaza asparaginianowa (AST,
EC 2.6.1.1.) sg enzymami uczestniczagcymi w metabolizmie aminokwaséw. Katalizuja odwracalne
reakcje, w wyniku ktérych nastepuje przeniesienie grupy aminowej z aminokwasu na a-ketokwas, a
produktami tej rekcji sg nowy ketokwas i nowy aminokwas. Kofaktorem tych aminotransferaz jest
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fosforan pirydoksalu. Aminotransferazy wystepuja przede wszystkim w watrobie, mie$niach i mézgu.
Nie sg one wydzielane do krwi, dlatego tez u zdrowego cztowieka ich aktywnos$¢ w osoczu jest znikoma.
Do wzrostu aktywnos$ci aminotransferaz we krwi dochodzi w wyniku uszkodzenia komérek watroby lub
innego narzadu i jest on proporcjonalny do stopnia i rozlegtosci uszkodzenia. Wysokag aktywnos¢
aminotransferaz stwierdza sie m. in. u chorych z zawatem serca, marskos$cia watroby, dystrofig
mieSniowg czy wirusowym zapaleniem watroby. Pomiar aktywnos$ci aminotransferaz jest rutynowo
wykorzystywany w diagnostyce medycznej.
Zasada oznaczenia

Oznaczenie aktywnoS$ci aminotransferazy alaninowej opiera sie na wykorzystaniu testu optycznego
Warburga z reakcja wskaznikowa, co pozwala na pomiar aktywnos$ci enzymoéw, ktérych substraty i
produkty nie absorbujg swiatta. Aktywno$¢ tg oznacza sie przez sprzezenie katalizowanej przez ALT
reakcji (reakcja 1) z reakcja wskaznikowa katalizowana przez dehydrogenaze mleczanowgq, w ktorej
uczestniczy koenzym NAD* (reakcja II). Szybko$¢ obnizania sie wartosci absorbancji przy A = 340 nm
spowodowana utlenieniem NADH+H* do NAD* jest proporcjonalna do szybkos$ci powstawania
pirogronianu w reakcji katalizowanej przez aminotransferaze alaninowg, a tym samym do aktywnoSci
tego enzymu.

Reakcja |
CCO COO a.vnnp:rans!e_raza COO COO
i | alanmowa | I
HN-C-H + C=0 - - C=0 + H,N-C-H
I | [ I
CH, CH, CH CH,
| |
CH, CH,
| I
(ofe]e) coo
L-alanina u-ketoglutaran pirogronian L-glutaminian
Reakcja Il
coo dehydrogenazs coo
< L-mieczanowa | >
cC=0 + NADH+H ~ . HO-C-H + NAD
CH, CH,
pirogronian mleczan

Wykonanie

1. Odmierzy¢ do probowki 1 ml odczynnika i ogrza¢ do temperatury 37°C przez 5 minut.

2. Wyzerowac spektrofotometr wobec wody przy dtugosci fali 340 nm.

3. Do odczynnika doda¢ 100 ul surowicy, zamieszac¢ i inkubowa¢ 30 sekund w temperaturze
37°C.
Probe badang przenies¢ do kuwety i zmierzy¢ absorbancje.
Ponownych pomiaréw absorbancji dokona¢ w odstepach jednominutowych przez 2 minuty.
Obliczy¢ Srednia roznice absorbancji na 1 minute (Aabs/min).
Obliczy¢ aktywnos$¢ dehydrogenazy mleczanowej w surowicy wykorzystujac wzor

No ke

umieszczony ponizej

Aabs/min x 1,1 x 1000

IU/1= 1% 6225015 - Aabs/min x 1768
1,1 - objeto$¢ catkowita
1000 - zamiana IU/ml naIU/]
6,22 - wspotczynnik absorbancji milimolowej NADH
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0,1 - objetos$¢ probki
1 - dtugos¢ drogi optycznej

8. Okresli¢ czy aktywnos$¢ enzymu w badanych prébkach miesci sie w zakresie warto$ci
prawidtowych

* Odczynnik zawiera NADH+H+, L-alanine, a-ketoglutaran, LDH, bufor

4. Zastosowanie testu optycznego prostego z reakcjq wskaznikowq do ilosciowego oznaczenie
glukozy metodq heksokinazowq

Zasada oznaczenia
Oznaczenie stezenia glukozy metoda heksokinazowa opiera sie na wykorzystaniu testu optycznego

Warburga z reakcja wskaznikowa. Glukoza w obecnos$ci heksokinazy ulega fosforylacji przy udziale
ATP do glukozo-6-fosforanu, ktory w Kkolejnej reakcji jest utleniany do 6-fosfoglukonianu przy
jednoczesnej redukcji NADP+ do NADPH+H*. Powstaniu NADPH towarzyszy wzrost absorbancji przy
dtugosci fali 340 nm, ktory jest proporcjonalny do stezenia glukozy w badanym materiale. Metoda ta
pozwala oznaczy¢ jej stezenie w surowicy krwi, osoczu i moczu.

heksokinaza
glukoza + ATP »  glukozo-6-fosforan + ADP

dehydrogenaza

+ glukozo-6-fosforanowa "
glukozo-6-fosforan + NADP > B-fosfoglukonian + NADPH+H

Wykonanie
1. Do trzech préobowek wprowadzi¢ 1 ml odczynnika i ogrza¢ do temperatury 37°C przez
5 minut.
2. Wyzerowac spektrofotometr wobec wody przy dtugosci fali 340 nm.
3. Do trzech opisanych probéwek doda¢ sktadniki mieszanin reakcyjnych zgodnie z informacja
podang w tabeli ponizej i inkubowac¢ 3 min w temp. 37°C.

Komponenty ukladow Préba badana Préba Préoba slepa
reakcyjnych [ml] wzorcowa [ml] | odczynnikowa [ml]

Odczynnik* 1 1 1

Surowica 0,01 - -

Wzorzec - 0,01 -

Woda destylowana - - 0,01

*0dczynnik zawiera ATP, NAD*, heksokinaze drozdzowa, dehydrogenaze glukozo-6-fosforanowe
mikrobiologiczna

4. Zmierzy¢ absorbancje proby badanej oraz wzorca wzgledem proby odniesienia przy dtugosci
fali 340 nm. Absorbancja jest stabilna przez 15 min.

5. Obliczy¢ stezenie glukozy (Cgukezy) W materiale biologicznym wykorzystujac wzdr
umieszczony ponizej



A A
Cglukozy [mg/dl] — Aprobkl Slepa .

— A szorca
wzorca $lepa

6. Okresli¢ czy aktywno$¢ enzymu w badanych prdébkach miesci sie w zakresie wartoSci
prawidtowych.



