Warburguv opticky test

Kdyz Otto Heinrich Warburg (1883-1970),
némecky biochemik a pozdéji nositel Nobelovy 15 -
ceny za fyziologii a lIékafstvi (1931), poprvé L
vyuzil ke sledovani reakce katalyzované
enzymem absorpcnich vlastnosti pyridinovych I |
koenzymd, netusil patrné, jak vyznamné se tento 2 S “Swg
objev uplatni v klinické chemii. Pfevazna vétsina # T

dnes rutinné pouzivanych metod ke stanoveni
aktivity enzym je zalozena pfimo nebo neprimo
na fotometrii absorbance reakénich smési, které
obsahuji pyridinovy koenzym. Tento princip dal
také metodé jeji oznaleni ,,opticky test”.
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MAL NADH+H

Absorbance

Reverzibilni hydrogenace

nikotinamidadenindinukleotidu (NADY), kterd

nastdva na pyridinovém kruhu nikotinamidu,

vede k redukované formé (NADH + H™) a je

provazena vyraznou zmeénou absorpcniho

spektra. Zatimco oxidovana forma (NAD*) ma . S 300 350 400
absorpcni maximum pri vinové délce 260 nm, je A {nm)

'ZIrU§en',.aromavtiCkého Chalrak'terlu pyridinového Reverzibilni hydrogenace NAD+ a absorp¢ni spektra NAD/NADH v
jadra a jeho prechod v chinoidni formu ultrafialové oblasti.

(NADH + H™) provézeno vznikem dalsiho

absorpcniho maxima pfi 340 nm.

MNADH

Velikost, pripadné zmény absorbance pfi vinové délce 340 nm jsou primo Umérné poctu redukovanych molekul
koenzymu. Pfeména jednoho molu koenzymu zase odpovida preméné jednoho molu substratu, a navic Ize tuto
premeénu sledovat v ¢ase, tedy kontinualné mérit rychlost reakce pomoci spektrofotometru.

Tak je mozné pripravit reakéni smés ze sledovaného enzymu (nebo biologického materialu, v némz ho
stanovujeme), koenzymu a prislusného substratu v optimalni koncentraci, a za optimalniho pH i teploty zjiStovat
reak¢ni rychlost mérenim zmén absorbance na vhodném fotometru pri vinové délce 340 nm.

Sprazené reakce

Vzhledem ke skute¢nosti, Ze NAD' je koenzymem jen nékterych dehydrogenas a Ze existuje fada klinicky
vyznamnych enzym z jinych tfid nez jsou pravé oxidoreduktdzy, pouziva se vedle ,jednoduchého optického testu”
jesté castéji ,slozenych optickych test(”, kdy se vySe uvedeného principu vyuziva pouze jako indikatorové reakce,

zatimco vlastni reakce méfici aktivitu prislusného enzymu je predrazena nebo dokonce sprazena v celou sérii s
dalsimi pomocnymi reakcemi.

enzym reakce pomocna reakce indikacni reakce
LD:

alaninaminotransferasa EC 2.6.1.2 (http://www.sbcs.gmul. |alanin + 2-oxoglutarat =

? +
ac.uk/iubmb/enzyme/EC2/6/1/2.html) glutamat + pyruvat pyruvat + NADH + H™ =

laktat + NADY

HK Glc-6-PD

kreatinkindza EC 2.7.3.2 (http://www.sbcs.gmul.ac.uk/iub |kreatinfosfat + ADP -

4 + — 6.p-
mb/enzyme/EC2/7/3/2.html) kreatin + ATP glukéza + ATP » Glc-6-P + NADP™ = 6-P

Glc-6-P + ADP glukonat + NADPH + H*

Vysvétlivky:

LD - laktdtdehydrogendza (EC 1.1.1.27 (http://www.sbcs.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC1/1/1/27.html))
HK - hexokindza (EC 2.7.1.1 (http://www.sbcs.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC2/7/1/1.html))

Glc-6-PD - glukéza-6-fosfatdehydrogenaza (EC 1.1.1.49 (http://www.sbcs.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC1
/1/1/49.html))

Glc-6-P - glukéza-6-fosfat

Jako indikacni reakce se také Casto pouzivé peroxidasova reakce, napf. pri stanoveni glukézy ¢i cholesterolu.

analyt reakce indika¢ni reakce
lukéz GOD POD
glukoza glukdéza + Oy - glukonova kyselina + H,02 |H205 + fenol + 4-aminoantipyrin - chinonimin (rbzovy) + 4 H,0
CHE POD
cholesterol

cholesterol + O, - 4-cholesten-3-on + H,05|H>05> + fenol + 4-aminoantipyrin - chinonimin (rdzovy) + 4 H,O
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Vysvétlivky:

GOD - glukézaoxidéza (EC 1.1.3.4 (http://www.sbcs.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC1/1/3/4.html))
CHE - cholesteroloxidaza (EC 1.1.3.6 (http://www.sbcs.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC1/1/3/6.html))
POD - peroxidaza (EC 1.11.1.7 (http://www.sbcs.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC1/11/1/7.html))

Pozn. Préce Otto H. Warburga vyznamné presahuje nejen do laboratorni praxe a mediciny. Napfiklad WarburgGv
popis metabolismu transformovanych bunék se stal vyznamnym pilitem pro dalsi vyzkum nadorovych onemocnéni.
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