Cwiczenie 3. Ocena aktywnosci metabolicznej mitochondriéw

Dehydrogenaza bursztynianowa utlenia bursztynian do fumaranu wg ponizszej reakgji:

bursztynian + E-FAD —»  fumaran + E-FADH,

H,C ———COOH HOOC ———CH
dehydrogenaza bursztynianowa
N - |
H,C—— COOH / HC ——— COOH
FAD FADH,

Jest to jeden z enzymow biorgcych udziat w cyklu kwasu cytrynowego (CKC). W reakciji tej FADH, nie
ulega ponownemu utlenieniu pod wptywem tlenu. Moze to nastgpi¢ jedynie pod wptywem
cytochroméw, badz barwnikbw o wyzszym potencjale oksydo-redukcyjnym, jak np.
dichlorofenoloindofenol (DCPIP) lub K3[Fe(CN)6].

DOSWIADCZENIE 1.

Eksperymentalna ocena wptywu malonianu, glutaminianu oraz szczawiooctanu na aktywnos¢
dehydrogenazy bursztynianowe;j.

W doswiadczeniu tym sztucznym akceptorem elektrondw jest szesciocyjanozelazian potasu, gdzie
redukcja [Fe(CN)e]S' do [Fe(CN)6]4' prowadzi do zmniejszenia absorbancji przy dtugosci fali 420 nm
(VIS).

Kwas malonowy i kwas szczawiooctowy sg inhibitorami kompetycyjnymi dehydrogenazy
bursztynianowej. Jedng z mozliwosci zahamowania aktywnos$ci szczawiooctanu jest dodanie do préby
glutaminianu, ktéry w reakcji transaminacji usuwac¢ bedzie szczawiooctan.

Opis wykonania:

1. Przygotowaé mieszanine substratowg W o nastepujgcym skfadzie:

0.8 M bufor fosforanowy pH 7.4 0,5 ml
6 mM CacCl, 0,8 ml
1.32 mM KCN 2,0ml
0.4 M bursztynian sodu 1,0 ml
72 mM K;[Fe(CN)°] 0,8 ml
0.9% NacCl 2,8 mi
Woda bidestylowana 2,0 mi

Mieszanina wystarczy do wykonania 6 pomiarow + 10% nadmiaru.
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2. Przygotowac 6 proboéwek wg ponizszej tabeli:
Probowka nr:

Odczynnik [ml] 1 2 3 4 5 6
Woda 0,5 0,4 0,2 0,1 0,3 1,0
bidestylowana
Mieszanina
substratowa W 1.5 15 15 15 15 1.5
Szczawiooctan - 0,1 - 0,1 - -
Glutaminian - - 0,3 0,3 - -
Malonian - - - - 0,2 -
Frakcja 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 -
mitochondrialna
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Probéwki zworteksowaé, a nastepnie inkubowaé¢ 60 minut w temp. 37°C.

Po uptywie czasu inkubacji — przerwac¢ reakcje poprzez dodanie po 1 ml 20% kwasu
nadchlorowego do kazdej z probéwek. Probéwki zworteksowac i odstawi¢ na 15 minut.
Przelaé zawartos¢ poszczegolnych probéwek do plastikowych probéwek wirdwkowych i
zwirowac przez 15 min. przy predkosci 2000 RPM.

Wyzerowac spektrofotometr wobec wody (420 nm), a nastepnie zmierzy¢ warto$¢ absorbanc;ji
dla probéwek 1-6, pobierajgc po 1,5 ml supernatantu z plastikowych probéwek bezposrednio
do kuwety pomiarowej (pipeta automatyczna). Probéwka nr 6 zawiera prébe odczynnikowa,
dla ktérej w przypadku zastosowanej reakcji wartos¢ absorbancji powinna by¢ najwyzsza
(brak odbarwienia roztworu [Fe(CN)e]S').

Dokonaé obliczen zawartosci Ks[Fe(CN)°] w poszczegdlnych probach, korzystajgc z krzywej
wzorcowe] dla K3[Fe(CN)6] (strona 3). Aktywnos¢ enzymatyczng oblicza sie z rdznicy
zawartosci Ks[Fe(CN)°] miedzy prébg odczynnikowg (probéwka 6) a probg badang (probdéwki

1-5), przeliczajgc wynik na 1 minute trwajgcej reakcji enzymatycznej.

Aktywnos¢é enzymatyczna = (Cs;— C,) / 60 [umol/ml/min]
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DOSWIADCZENIE 2.

Oznaczanie aktywnosci dehydrogenazy bursztynianowej (SDH) w mitochondriach izolowanych
z watroby szczura oraz frakcji cytoplazmatyczne;j.

W przypadku biatek enzymatycznych samo oznaczenie stezenia preparatu nie jest wystarczajgce dla
oceny jego jakosci. Miarg uzytecznosci biochemicznej enzymu jest jego aktywnos$é, czyli zdolnos¢
badanego enzymu do przeksztatcenia okreslonej ilosci substratu w produkt reakcji w jednostce czasu.
Stad mierzyé mozna zaréwno ubytek substratu, jak i przyrost produktu reakcji enzymatycznej, ktora
przebiegaé powinna w odpowiednich warunkach m.in. temperatury, pH oraz obecnosci kofaktorow.
Tak opisang aktywnosc¢ okresla sie mianem aktywnosci bezwzglednej, ktérg wyraza sie zazwyczaj w
umol/min. Ze wzgledu na r6zng zawarto$¢ biatek balastowych w analizowanych preparatach dla celow
analitycznych zaleca sie stosowanie aktywnosci witasciwej. Uzyska¢ jg mozna po obliczeniu
aktywnos$ci bezwzglednej podzielonej przez stezenie biatka w badanym preparacie enzymatycznym i
wyraza sie jako pmol/min/mg biatka.

Jedng z najpopularniejszych metod oznaczania stezenia biatka w preparacie biologicznym jest tzw.

metoda Lowry — czuta reakcja odczynnika Folina-Ciocalteu z wigzaniami peptydowymi i
aminokwasami aromatycznymi. Oparta jest ona na zjawisku redukcji miedzi Cu®* do Cu*, a nastepnie
redukcji przez jony miedzi i aromatyczne aminokwasy w strukturze biatka kwasow

fosforowolframowego i fosforomolibdenowego do odpowiednich tlenkéw, czemu towarzyszy zmiana
zabarwienia roztworu mierzona przy dtugosci fali 750 nm (VIS). Ze wzgledu na duzg czuto$¢ metody
konieczne jest odpowiednie rozcienczenie badanych préb. Dla badanych frakcji mitochondrialnych
zaleca sie rozcienczenie 200-krotne.
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Oznaczenie aktywnosci dehydrogenazy bursztynianowej

W metodzie tej wykorzystuje sie zmiane absorbcji $wiatta podczas redukcji sztucznego akceptora
elektronéow — 2,6-dichorofenoloindofenolu (DCIP). W formie utlenionej zwigzek ten wykazuje
maksimum absorbancji przy 600 nm. W reakcji katalizowanej przez dehydrogenaze bursztynianowg
powstaje FADH,, ktéry z kolei redukuje DCIP, powodujgc zanik absorbancji przy ww. diugosci fali.
Kinetyczny pomiar zmian absorbancji mierzony spektrofotometrycznie jest miarg aktywnosci
dehydrogenazy bursztynianowej.

W celu zahamowania réwnoczesnego utleniania DCPIP przez tahcuch oddechowy, reakcje prowadzi
sie w obecnosci KCN — inhibitora oksydazy cytochromowej

Wykonanie:

1. Przygotowaé¢ mieszanine substratowg D o nastepujgcym sktadzie:

0,2 M bufor fosforanowy 10 ml
6 mM Na,EDTA 1ml
0,4 M bursztynian sodu 1mi
0,35 mM DCPIP 2ml
20 mM KCN 1ml

Mieszanina wystarczy do wykonania 6 pomiaroéw + nadmiar 3 ml.

2. Wyzerowa¢ spektrofotometr (600 nm) stosujgc 2 ml mieszaniny substratowej D. Nie wylewac¢
mieszaniny z kuwety!

3. Pozostawiajgc kuwete w spektrofotometrze doda¢ 50 pl nierozcienczonej (uprzednio
wymieszanej) frakcji mitochondrialnej, intensywnie wymiesza¢ zawarto$¢ kuwety okreznym
ruchem koncowki pipety, rozpoczynajgc od dotu kuwety (przez okoto 3 sekundy).

4. Zamkna¢ pokrywe spektrofotometru i zapisa¢ wartos¢ absorbancji (t = 0 min.)

5. Po uptywie 60 sekund ponownie odczyta¢ wartos¢ absorbanc;ji (t = 1 min.)

6. Wykonac dwa kolejne powtdrzenia dla frakcji mitochondrialnej wg pkt. 2-5. Do obliczen uzyé
Srednig warto$¢ zmiany absorbancji w ciggu minuty z trzech pomiarow.

7. Wykona¢ analogiczne 3 pomiary dla frakcji cytoplazmatyczne;.

8. Dokonac obliczen aktywnos$ci wtasciwej dla poszczegdinych frakcji i porownaé wyniki.

AA(\O()

S¢ whasciwa = ———
Aktywnosc w 105 x W

AAgoo— Srednia wartos¢ réznic absorbancji dla badanej frakcji
10,5 — wartos¢ wynikajgca z molowej absorbcji DCIP

W — ilo$¢ biatka w badanej prébie (50 ul) — nalezy obliczy¢ na podstawie otrzymanego stezenia biatka
w 1 ml préby

Wynik analizy podaje sie w mikromolach bursztynianu utlenionego w ciggu jednej minuty przez 1 mg
biatka [umol/min/mg biatkal].
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Zagadnienia teoretyczne do przygotowania:

1. Informacje teoretyczne z niniejszego opracowania.
2. Pojecie bezwzglednej oraz wlasciwej aktywnos$ci enzymatyczne;.
3. Mitochondria — budowa i funkcje.

4. Przebieg cyklu kwasu cytrynowego (CKC) z uwzglednieniem kompleksow enzymatycznych
bioracych udziat w poszczegdlnych reakcjach cyklu.

5. Przenosniki elektronow biorgce udzialt w CKC i zysk energetyczny pelnego cyklu.
6. Regulacja aktywnosci CKC.

7. Podstawowe pojecia nt. tancucha oddechowego — struktura, przebiegajace procesy (fosforylacja
oksydacyjna).
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