Uloha 12: Biologické Fetézce pienosu elektronti

jméno:

obor: datum provedeni:

OKRUHY K PRIPRAVE

Oxidacné-redukéni reakce. Donory a akceptory elektron(l. Respiracni fetézce mitochondrii a
bakterii. Fotosynteticky prenos elektront v chloroplastech.

Navod vplném znéni plati pro obory molekularni biologie, chemie, biochemie
(pétihodinova a sedmihodinova cviceni). Biologické obory kromé molekularni biologie
(tfihodinova cviceni): ¢ast A. Ucitelské kombinace (¢tyrhodinova cviceni): ¢ast A.

UuvoD

Mezi procesy v zivych systémech zaujimaji vyznamné misto oxida¢né-redukcni (redoxni)
reakce, pfi kterych se mezi reaktanty prenaseji elektrony (obecnéji tzv. ,redukéni
ekvivalenty”). Donor je ztraci, tj. oxiduje se, zatimco akceptor je pfijim3, tj. je redukovan.
Nékteré redoxni reakce probihaji zna¢nou rychlosti spontanné (napf. premény volnych
radikald), vétsSina ovSem vyZaduje katalyzu specifickymi enzymy z tfidy oxidoreduktas. Tak
napriklad cytoplazmaticky enzym laktatdehydrogenasa (laktat:NAD*-oxidoreduktasa, EC
1.1.1.27) pti nedostatku kysliku v pracujicim svalu redukuje pyruvat (akceptor) na L-laktat
(redukovany akceptor); NADH (donor) pfitom prechazi na NAD* (oxidovany donor) .
V jatrech probihd obracena reakce mezi L-laktatem (zde donor) a NAD* (zde akceptor).

Oxidoreduktasy zndme jak rozpustné, tak i vdzané na biologické membrany. Nékteré
membranové oxidoreduktasy mohou vzdjemné spolupracovat tim, Zze produkt predchoziho
enzymu (redukovany akceptor) zastdva funkci donoru pro enzym ndsledujici. Funkéni
seskupeni enzym( a elektronovych prenasec, které uskutecriuje sérii naslednych redoxnich
reakci vdzanych na biologickou membranu, nazyvdme fetézec prenosu elektronu (angl.
electron transfer chain).

Kratké retézce prenosu elektronu typicky nachdzime v endoplasmatickém retikulu, kde se
uplatnuji pri syntéze nenasycenych mastnych kyselin, steroidnich hormon( a transformacich
cizorodych latek. Z hlediska energetiky buniky maji zasadni vyznam dlouhé retézce obsazené
v membrdnach preménujicich energii (vnitfni mitochondridlni membrana, cytoplazmaticka
membrana bakterii, membrana tylakoidu chloroplastu). Pfenos redukénich ekvivalentd se v
nich uskutecniuje napfic lipidovou dvojvrstvou a je spojen se vznikem transmembranovych
rozdila elektrického potencialu a pH. Ty spolu tvofi tzv. ,,protonovy gradient”, formu energie
vyuzitelnou k tvorbé adenosintrifosfatu (ATP) z adenosindifosfatu (ADP) a fosfatu (Pj).

Vstupnim donorem mitochondridlniho retézce prenosu elektronu byvd NADH (oxiduje se na
NAD*) nebo sukcindt (oxiduje se na fumardt) a kone¢nym (terminalnim) akceptorem je kyslik
(redukuje se na vodu). ProtoZe se zde spotiebovava vdechovany kyslik, hovofime o
mitochondridlnim_respiraénim retézci (respirace = dychani). U bakterii mGze byt kyslik
nahrazen jinym termindlnim akceptorem, napf. dusi¢cnanem nebo siranem (anaerobni
respirace). V chloroplastu se pfi tzv. svételné fazi fotosyntézy oxiduje voda na kyslik a NADP*
se redukuje na NADPH. Elektrony zde tedy teCou ,,obracené” nez pfi respiraci. Aby to bylo
energeticky mozné, obsahuje zde pfitomny fetézec dva fotosystémy (fotosystém | a Il),
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schopné vyuZivat k pohonu redoxnich reakci energie slunecniho zareni (fotosynteticky
pfenos elektronu). 2

Oproti rozpustnym enzymim maji membranové respiracni a fotosyntetické retézce znacné
soucasti napfriklad pomoci solubilizace neiontovymi detergenty a nasledné chromatografie.
Separace funkéni vyuzivd umélych donorl a akceptor(, kombinovanych pripadné se
specifickymi inhibitory. Umély donor je nefyziologicka redoxaktivni latka, ktera dodava
elektrony definované slozce elektrontransportniho fetézce; umély akceptor naproti tomu
z urcitého mista fetézce elektrony odebird. Protoze oxidovana a redukovana forma téchto
latek se lisi svymi absorpénimi spektry, lze jejich vzdjemné premény sledovat jako zmény
absorbance. Inhibitor se vaze na nékterou oxidoreduktasu retézce a brani prGbéhu ji
katalyzované reakce.

Metodu funkéni separace u respiracniho retézce si budeme ilustrovat pomoci nasledujiciho
schématu:

D D

sukcinat IZ> IZ> |:> |:> :' |:> kvslik

fumarat voda

3
A Ared

Respiracni inhibitory |1 i 12 blokuji pfenos elektronl ze sukcinatu na kyslik, nebrani vsak
redukci umélého akceptoru A sukcinatem. Enzymova oxidace umélého donoru D kyslikem je
inhibovana I, ale nikoli 1. MéFenim vlivu inhibitor(i na jednotlivé reakce tedy mizZeme ziskat
relativni_poradi_mist interakce donord, akceptorl a inhibitor( s fetézcem (v uvedeném
schématu A, I3, D, I2).
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CiL PRACE ;

A) Inhibitory respiracniho retézce bakterie Paracoccus denitrificans

Cytoplazmatickd membrana aerobné rostlé pldni bakterie P. denitrificans obsahuje
respiracni fetézec, ktery se podoba respiracnimu fetézci mitochondrii. Pfenos elektron(i ze
sukcindtu na kyslik je inhibovan kyanidem, malonatem a antimycinem. Mista zdsahu
uvedenych inhibitorl budete v uloze lokalizovat s vyuzZitim redoxaktivnich latek 2,6-
dichlorfenolindofenolu (DCIP) a N,N,N’,N’-tetramethyl-p-fenylendiaminu (TMPD). Pred
vlastnimi experimenty s biologickym materidlem si u DCIP a TMPD jednoduchymi
chemickymi zkouskami ukaZete existenci redoxnich pfechodd, jeZ jsou provazeny barevnymi
zménami.

B) Oxidace vody chloroplasty a vliv herbicidu diuronu

Osvétlené chloroplasty oxiduji vodu na molekulovy kyslik. Jeho obsah v roztoku ptfed a po
osvétleni prlbéiné zaznamenate pomoci Clarkovy elektrody. Proudovd odezva tohoto
ampérometrického cidla je pfimo Umérnd koncentraci analytu. Soucasné s produkci O, se
v chloroplastech generuje biologické redukéni Cinidlo, jez mulzZe predavat elektrony
vhodnému umélému akceptoru. Redukce umélého akceptoru chloroplasty (nebo fragmenty
jejich membran) pfi osvétleni se nazyva Hillova reakce (podle Robina Hilla, ktery ji poprvé
popsal v roce 1937). Inhibice oxidace vody je zdkladem pUsobeni nékterych latek,
pouzivanych k hubeni rostlin jako herbicidy. To si v Uloze sami ovéfite pfi studiu vlivu
herbicidu diuronu.
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PRAKTICKA CAST

A) Inhibitory respiracniho retézce bakterie Paracoccus denitrificans

Material a vybaveni:

membrany z bunék Paracoccus denitrificans (cca 3 mg proteinu/ml)
12,5 mmol.I't DCIP

0,1 mol.I'* TMPD

10 mmol.I't TMPD

kyselina askorbova - krystalky
peroxodisiran amonny - krystalky

50 mmol.I't Tris-Cl (pH =7,3)

50 mmol.I'* kyselina jantarova

10 mmol.I"* kyselina malonova

0,1 mg. mltroztok antimycinu (v ethanolu!)
10 mmol.I* kyanid sodny

mikrotitracni desticka, mikropipety, Spachtlicka, stopky, jehla na michani

Upozornéni: umélohmotné 3Spicky k mikropipetam vyménujte za nové tak, aby
nedochazelo ke kontaminaci vzorku — napft. jinymi inhibitory.
Pokud mate smés v jamce mikrotitracni desticky zamichat, provedte michani bud’ Spickou

z mikropipety, kterou jste pouzili jako posledni nebo jehlou. Michejte jen jednou, a to
bezprostfedné po napipetovani posledniho z roztokt! Pozdéji nemichat!

Dodrzujte bezpecnostni zasady pfi praci s chemikaliemi, jsou toxické!
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EXPERIMENT 1

Roztok TMPD pfipravte pfidavkem 0,5 ml vody do mikrozkumavky s navazkou pevného
TMPD. TMPD se oxiduje vzdusnym kyslikem na Wursterovu modr. Jestlize je roztok TMPD,
ktery jste pripravili, zbarven modre, pridejte k nému maly krystalek kyseliny askorbové a
promichejte — dojde k odbarveni roztoku. V experimentech (1 a 2) pouzivejte bezbarvy 0,1
mol.I"! roztok TMPD.

V jamkach mikrotitraéni destic¢ky provedte ndasledujici reakce — davkujte podle tabulky:
oxidacni ¢inidlo — peroxodisiran amonny - roztok, ke krystalkiim pridejte 200 ul vody

redukcni Cinidlo — kyselina askorbova, krystalky

12,5 mmol.It DCIP H,0 oxidaéni pozorovani:
jamka ¢. 1 20 pl v .
Jamka ¢ H 200 pl ¢inidlo 2 ul modrd >
12,5 mmol.I* DCIP H,0 redukéni pozorovani:
jamka €. 2 20 ul Cinidlo - ,
200 pl
H krystalky modra >
0,1 mol.I”t TMPD H,0 oxidaéni pozorovani:
jamka €. 3 20 pl v . .
200 pl Cinidlo 2 ul bezbarva >
0,1 mol.I'* TMPD H,0 redukéni pozorovani:
jamka €. 4 20 ul Cinidlo -
J H 200 pl bezbarva >
krystalky

Na zakladé svych pozorovani (alespori 10 minut) vyberte spravné varianty:

DCIP
oxidovana forma: BEZBARVA/BAREVNA, elektronovy DONOR/AKCEPTOR
redukovand forma: BEZBARVA/BAREVNA, elektronovy DONOR/AKCEPTOR

TMPD
oxidovana forma: BEZBARVA/BAREVNA, elektronovy DONOR/AKCEPTOR
redukovand forma: BEZBARVA/BAREVNA, elektronovy DONOR/AKCEPTOR

Vysledky pokusu zndzornéte pomoci Sipek:

L

donor akceptor
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EXPERIMENT 2

Davkujte do mikrotitra¢ni desticky jak je uvedeno v jednotlivych fadcich tabulky - rychle, bez
¢asovych prodlev. Ihned po pfidani TMPD zapnéte stopky a smés zamichejte (jehlou).

; 50 mmol.I? 0.1 mol.I't
amka 4 )
J ! membrany Tris-Cl H,0 s TP
¢.1 30 ul 50 ul bez inhibitoru
, 50 mmol.I? 0,1 mol.I
jamka membrany Tris-C] H20 10 mM NaCN TMPD
¢.2 30 ul 170 i 40 pl 10 pl 5
membran 50 mmol.I? H,0 10 mM kys. 0,1 mol.I'1
jamka Y Tris-Cl 2 malonova TMPD
C. | 45 pl
¢.3 30 170 l 5 m 5
membran 50 mmol.I* 'O antimycin 0,1 mol.I1
jamka y Tris-Cl 2 (0,1 mg. mlY) TMPD
¢.4 30 ul 170 45 pl m 5

Sledujte ¢asovy prlbéh (cca 10 minut) barevnych zmén v jednotlivych jamkach a sva

pozorovani zapiste:

jamka €. 1:
jamka €. 2:

jamka €. 3:

bezbarvad >
bezbarvad >
bezbarvad >

jamka €. 4: bezbarva >

TMPD plsobi jako elektronovy DONOR/AKCEPTOR

Pfed mistem napojeni TMPD inhibuje KYANID — MALONAT — ANTIMYCIN

Za mistem napojeni TMPD inhibuje KYANID — MALONAT — ANTIMYCIN

Misto napojeni TMPD na respiracni fetézec a mista zdsahu inhibitori schematicky

_H_

zaznamenejte; Tubitor

2H* + 120,

sulkcinat
o ~
fumarat H,O

L 2
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EXPERIMENT 3

Davkujte do mikrotitra¢ni desticky jak je uvedeno v jednotlivych fadcich tabulky - rychle, bez
Casovych prodlev. Ihned po pfidani DCIP zapnéte stopky a smés zamichejte (jehlou).

. 50 mmol.I** 50 mmol.I* 125 rr11mol.l'
jamka membrany Tris-Cl kys. jantarova H20
‘1 30 ys. 45 4 bez inhibitoru DCIP
' 170 ul I
Ou o H 5ul
12,5 mmol.I
, LIt LIt ’
. membrany >0 mmo >0 mmoL” | H,0 10 mM NaCN !
jamka Tris-Cl kys. jantarova DCIP
¢.2 30 ul 170 ul 5yl 35 ul 10 pl
i M 5 4l
membran 50 mmol.I? 50 mmol.I? O 10 mM kys. 12,5 TmOI'I-
jamka Y Tris-Cl kys. jantarova 2 malonova
&3 | 3ou 70ul . 40 pl . DCIP
K K K 5 ul
membran 50 mmol.I* 50 mmol.I* O antimycin 12,5 TmOI'I
jamka Y Tris-Cl kys. jantarova 2 (0,1 mg. .ml%)
a4 | 3o0u 40 pl DCIP
170 pl 5ul 5ul 5l

Sledujte ¢asovy pribéh (cca 10 — 15 minut) barevnych zmén v jednotlivych jamkach a sva
pozorovani zapiste:

jamka ¢. 1: modra -
jamka €. 2: modra -
jamka ¢. 3: modra -

jamka ¢. 4: modra -

DCIP pUsobi jako elektronovy DONOR/AKCEPTOR

Pfed mistem napojeni DCIP inhibuje KYANID — MALONAT — ANTIMYCIN

Za mistem napojeni DCIP inhibuje KYANID — MALONAT — ANTIMYCIN

Misto napojeni DCIP na respiracni fetézec a mista zasahu inhibitord schematicky

_H_

zaznamenejte: imhibitor
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2H* + 1120,
Como

L

sukcinat
o>
fumarat
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EXPERIMENT 4

Jestlize je roztok 10 mM TMPD, ktery mate k dispozici, bezbarvy, pfipravte si z néj
Wursterovu modf tak, Zze 200 pul 10 mM TMPD ziedite ve zkumavce 200 ul destilované vody
a pridate 2 pl roztoku peroxodisiranu (viz experiment 1). Jestlize ma tmavé zbarveni, neni
potieba jej upravovat (Wursterova modi vznikla oxidaci TMPD vzdusnym kyslikem). Pak
davkujte do mikrotitracni desticky jak je uvedeno v jednotlivych fadcich tabulky - rychle, bez
¢asovych prodlev. lhned po pfidani Wursterovy modfi zapnéte stopky a smés zamichejte
(jehlou).

9

_ 50 mmol.I? 50 mmol.I't  |H,O| bezinhibitoru Wursterova
jamka | embrany Tris-Cl kys. jantarové | ,c modF
¢.1
30 ul 170 ul 5ul pl 5ul
_ 50 mmol.I*? 50 mmol.I't  |H,O| 10 mM NaCN Wursterova
jamka | embrany Tris-Cl kys. jantarové | ;¢ 10 pl modF
¢.2
30 ul 170 pul 5ul pl 5ul
. 50 mmol.I"* 50 mmol.I"  [H20 10 mM kys. Wursterova
Javmga membrany Tris-Cl kys. jantarova | o malonova mod¥
¢.
30 ul 170 ul 5ul pl 5ul 5l
. 50 mmol.I"* 50 mmol.I"  [H20 antimycin Wursterova
jamka [ hembrany Tris-Cl kys. jantarova | o (0,1 mg/ml) modF
¢.4
30 ul 170 ul 5l pl 5ul 5 ul

Sledujte ¢asovy prlibéh (cca 5 minut) barevnych zmén v jednotlivych jamkdach a sva
pozorovani zapiste:

jamka ¢. 1: modra -

jamka €. 2: modra -

jamka ¢. 3: modra -

jamka ¢. 4: modra -

Wursterova modr pUsobi jako elektronovy DONOR/AKCEPTOR

Pfed mistem napojeni Wursterovy modfi inhibuje KYANID — MALONAT — ANTIMYCIN
Za mistem napojeni Wursterovy modfi inhibuje KYANID — MALONAT — ANTIMYCIN
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Misto napojeni Wursterov: mnd¥ na respirani fetézec a mista zasahu inhibitorQ

10

inhibitor
schematicky zaznamenejte:

sukcinat e 2H*" + 120,

L
1r

fumarat H,O



Uloha 12: Biologické fetézce pfenosu elektronti

Do nasledujiciho zavéreéného schématu respiracniho retézce zakreslete ve spravném poradi
mista napojeni DCIP, TMPD a Wursterovy modfi a mista inhibice kyanidem, malonatem a 11
antimycinem.

sukcinat kvslik

fumarat voda

V dalsim obrazku se pokuste zakreslit konkrétni mista napojeni DCIP a TMPD a mista zasahu
inhibitor (malonat, antimycin, kyanid).
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B) Oxidace vody chloroplasty a vliv herbicidu diuronu 12

Material a vybaveni:

suspenze chloroplastl (cca 80 pg chlorofylu/ml; koncentrace uréend z Ass2 suspenze dle
vztahu pg chlorofylu/ml = 28,98 . Ags»)

50 mmol.I'* fosfatovy pufr (pH =7,5)

50 mmol.I'* fosfatovy pufr (pH =6,5)

0,5 mmol.I'* DCIP ve fosfatovém pufru (50 mmol.I"t, pH 6,5)
dimethylsulfoxid (DMSO)

roztoky diuronu v DMSO: 1.1072, 1.103, 1.10%, 1.10°°, 1.10°® mol.I"* (niZsi koncentrace
pfipraveny postupnym desetindsobnym fedénim)

komlrka, kyslikovad elektroda s listkem tabdku, notebook, mikrotitracni desticka,
umélohmotnd zkumavka (Eppendorf), mikropipety, zdroj svétla, stopky

Postup:

a) Produkce kysliku pfi fotosyntéze
Tato ¢ast cvi¢eni bude provedena demonstracné.

Zapiste:
Pti osviceni listu v komUrce ¢ervenym svétlem z diody
- se koncentrace kysliku v blizkosti kyslikové  elektrody
ZVYSUJE/SNIZUJE (vyberte spravnou moznost) — rychlost fotosyntézy
ROSTE/KLESA (vyberte spravnou moznost)
Pfi vypnuti svétla
- se koncentrace kysliku v blizkosti kyslikové elektrody ZVYSUJE/SNIZUJE
(vyberte spravnou moinost) — rychlost fotosyntézy ROSTE/KLESA
(vyberte sprdvnou moznost)

Zakreslete tvar zavislosti, kterou jste pozorovali. Vysvétlete vyznam jednotlivych jeho ¢asti
z pohledu fotosyntézy.
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b)_Inhibi¢ni pisobeni diuronu 13

1) Nachystejte si pomlcky pro méreni (zdroj svétla, prednastavené mikropipety se
Spickami, chemikalie, mikrotitra¢ni desti¢ky), protoze cely proces ptipravy vzorku
v dalSim kroku musi probéhnout co nejrychleji!

2) Chloroplastovou suspenzi pred pouzitim zhomogenizujte na vortexu, aby chloroplasty
v ni obsazeny nebyly usazeny na dné.

3) Do mikrotitrac¢ni desticky napipetujte presné mnozstvi jednotlivych chemikalii — bez
chloroplastové suspenze — tu napipetujete do vSech jamek aZz nakonec. Davkujte
podle tabulky.

DESTICKA 1
DCIP (0,5
Na fosfat | mmol.I%)
» (50 4 v’Na DMSO roztok diuronu v chloroplastova
Cislo vzorku | mmol.I"t, | fosfatu (50 ul DMSO suspenze
pH 6,5) mmol.I?, ul
ul pH 6,5)
ul
1 168 - 2 - 30
2 - 168 2 - 30
1.10® mol.I*
3 - 168 - 2 ul 30
1.10” mol.I*
4 - 168 - 2 ul 30
1.10* mol.I*
5 - 168 - 2 ul 30
1.103 mol.I?
6 - 168 - 2 ul 30
1.102 mol.I*
7 - 168 - 2 ul 30
DESTICKA 2
DCIP (0,5
Nafosfat | MMOM ,
5 (50 mmol.I. v,Na DMSO chloroplastova
Cislo vzorku fosfatu (50 suspenze
pH 6,5) 0 ul
| mmol.l"*, i
H oH 6,5)
pl
1 168 - 2 30
2 - 168 2 30
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4) Do vsech jamek pridejte chloroplastovou suspenzi a jemné zamichejte. Pozdéji uz
nemichejte! Druhou mikrotitracni desti¢ku obalte hlinikovou fdlii. Prvni desticku polozte 14
na zdroj svétla a zapnéte lampu.

5) Sledujte prabéh redukce DCIP v jednotlivych vzorcich. Srovnejte je i se vzorkem €. 2 na
desticce 2, ktery byl zakryty hlinikovou félii. Zaznamenejte pozorovani a vysledky.
Odhadnéte, jaké vysledné minimalni koncentrace diuronu je zapotrebi k Uplné inhibici
reakce.

Zaznamenejte pozorovani:

DESTICKA 1

vzorek €. 1: covevenennee, (barva) >
vzorek €. 2: oeeeeennns (barva) -
vzorek €. 3: vervenen. (barva) -
vzorek €. 4: ....cveuvneee. (barva) -
vzorek €. 5: ..overvneen. (barva) -
vzorek €. 6: ....cveuneeee. (barva) -
vzorek €. 7: oevervenene. (barva) -
DESTICKA 2

vzorek €. 1: ..ovevveeee. (barva) -
vzorek €. 2: .uevervennene. (barva) >

Vysledky vysvétlete:

DCIP pUsobi jako elektronovy DONOR/AKCEPTOR

DESTICKA 1

ve vzorku ¢. 1 oxidace vody probihala/neprobihala — zdGvodnéni:
ve vzorku ¢. 2 oxidace vody probihala/neprobihala — zdGvodnéni:
ve vzorku ¢. 3 oxidace vody probihala/neprobihala — zdGvodnéni:
ve vzorku ¢. 4 oxidace vody probihala/neprobihala — zdGvodnéni:
ve vzorku €. 5 oxidace vody probihala/neprobihala — zdGvodnéni:
ve vzorku €. 6 oxidace vody probihala/neprobihala — zdGvodnéni:
ve vzorku €. 7 oxidace vody probihala/neprobihala — zdGvodnéni:
DESTICKA 2

ve vzorku ¢. 1 oxidace vody probihala/neprobihala — zdGvodnéni:

ve vzorku €. 2 oxidace vody probihala/neprobihala — zdGvodnéni:



