Uloha 11: Biologické fetézce prenosu elektronii
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Oxidac¢né-redukeni reakce. Donory a akceptory elektronti. Respiracni fetézce mitochondrii a bakterii.

PRINCIP ULOHY

Mezi procesy v zivych systémech zaujimaji vyznamné misto oxida¢né-redukéni (redoxni) reakce, pii
kterych se mezi reaktanty pienaseji elektrony (obecnéji tzv. ,,redukéni ekvivalenty*). Donor je ztraci, tj.
oxiduje se, zatimco akceptor je piijima, tj. je redukovan. Nékteré redoxni reakce probihaji zna¢nou
rychlosti spontanné (napf. pfemény volnych radikald), vetSina ovSem vyzaduje katalyzu specifickymi
enzymy z tfidy oxidoreduktas. Tak napfiklad cytoplazmaticky enzym laktatdehydrogenasa (laktat:NAD"-
oxidoreduktasa, EC 1.1.1.27) pfi nedostatku kysliku v pracujicim svalu redukuje pyruvat (akceptor) na L-
laktat (redukovany akceptor); NADH (donor) piitom piechazi na NAD" (oxidovany donor) . V jatrech
probiha obracena reakce mezi L-laktatem (zde donor) a NAD" (zde akceptor).

Oxidoreduktasy zname jak rozpustné, tak i vazané na biologické membrany. Nékteré membranové
oxidoreduktasy mohou vzdjemné spolupracovat tim, ze produkt piedchoziho enzymu (redukovany
akceptor) zastava funkci donoru pro enzym nasledujici. Funkéni seskupeni enzymi a elektronovych
prenasect, které uskutectiuje sérii naslednych redoxnich reakci vazanych na biologickou membranu,
nazyvame Fetézec pienosu elektronu (angl. electron transfer chain).

Kratké tetézce prenosu elektronu typicky nachdzime v endoplasmatickém retikulu, kde se uplatiuji pii
syntéze nenasycenych mastnych kyselin, steroidnich hormonid a transformacich cizorodych latek. Z
hlediska energetiky buiiky maji zasadni vyznam dlouhé fetézce obsazené v membranach preménujicich
energii (vnitini mitochondridlni membrana, cytoplazmatickd membrana bakterii, membrana tylakoidu
chloroplastu). Pienos redukénich ekvivalentl se v nich uskuteéiuje napfic lipidovou dvojvrstvou a je spojen
se vznikem transmembranovych rozdili elektrického potencidlu a pH. Ty spolu tvoii tzv. ,,protonovy
gradient”, formu energie vyuzitelnou k tvorbé adenosintrifosfatu (ATP) z adenosindifosfatu (ADP) a
fosfatu (Pi).

Vstupnim donorem mitochondrialniho fetézce pienosu elektronu byva NADH (oxiduje se na NAD™) nebo
sukcinat (oxiduje se na fumarat) a koneénym (terminalnim) akceptorem je kyslik (redukuje se na vodu).
Protoze se zde spotiebovava vdechovany kyslik, hovofime o mitochondridlnim respira¢nim Fetézci
(respirace = dychani). U bakterii mize byt kyslik nahrazen jinym terminalnim akceptorem, napf.
dusi¢nanem nebo siranem (anaerobni respirace). V chloroplastu se pii tzv. svételné fazi fotosyntézy
oxiduje voda na kyslik a NADP" se redukuje na NADPH. Elektrony zde tedy teCou ,,obracené* nez pii
respiraci. Aby to bylo energeticky mozné, obsahuje zde pfitomny fetézec dva fotosystémy (fotosystém I a
1), schopné vyuzivat k pohonu redoxnich reakci energie slune¢niho zéfeni (fotosynteticky pfenos
elektronu).

vvvvvv

Pro jejich snazsi studium se proto nékdy nejdiive rozdé€luji na mensi soucasti napiiklad pomoci solubilizace
neiontovymi detergenty a nasledné chromatografie. Separace funkéni vyuziva umélych donort a akceptor,
kombinovanych piipadné se specifickymi inhibitory. Umély donor je nefyziologicka redoxaktivni latka,
ktera dodava elektrony definované slozce elektrontransportniho fetézce; umély akceptor naproti tomu z
uréitého mista fetézce elektrony odebira. Protoze oxidovana a redukovana forma téchto latek se 1i$i svymi
absorp¢nimi spektry, lze jejich vzajemné pfemény sledovat jako zmény absorbance. Inhibitor se vaze na
nékterou oxidoreduktasu fetézce a brani pritbéhu ji katalyzované reakce.
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Metodu funkéni separace u respiraéniho fetézce si budeme ilustrovat pomoci nasledujiciho schématu:
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Respiracni inhibitory I; i I blokuji pienos elektronti ze sukcinatu na kyslik, nebrani vS§ak redukeci umélého
akceptoru A sukciniatem. Enzymova oxidace umélého donoru D kyslikem je inhibovana I», ale nikoli I;.
Meg¢ienim vlivu inhibitord na jednotlivé reakce tedy mizeme ziskat relativni poradi mist interakce
donorii, akceptori (A) a inhibitori (I) s Fetézcem (v uvedeném schématu A, I;, D, ).

CiL PRACE

Inhibitory respira¢niho Fetézce bakterie Paracoccus denitrificans

Cytoplazmaticka membrana aerobné rostlé pidni bakterie P. denitrificans obsahuje respiracni fetézec, ktery
se podoba respiracnimu fetézci mitochondrii. Pfenos elektroni z NADH na kyslik mtize byt inhibovan
kyanidem, malonatem a antimycinem. Mista zasahu uvedenych inhibitorti a zda skutecné inhibuji budete v
uloze analyzovat s vyuzitim redoxaktivnich latek 2,6-dichlorfenolindofenolu (DCIP) a N,N,N’,N’-
tetramethyl-p-fenylendiaminu (TMPD). Pied vlastnimi experimenty s biologickym materialem si u DCIP a
TMPD jednoduchymi chemickymi zkouskami ukazete existenci redoxnich ptechodi, jez jsou provazeny
barevnymi zménami.
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Obréazek 1: Respiracni fetézec na membrané mitochondrii
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Obrazek 2: Respiracni fetézec na membrané bakterie Paracoccus denitrificans

Srovnani — komplex I = NDH (NADH dehydrogenaza), komplex II = SDH (sukcinat dehydrogenaza),
komplex III = bc1 komplex s FeS klastrem, cyt ¢ = cyt ¢550 nebo cyt ¢552, komplex IV = aa3 komplex
(cyt c oxidaza), bakterie ma navic cbb3 komplex a ba3 komplex jako alternativni terminalni elektronové
akceptory, jantaran = sukcinat
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PRAKTICKA CAST. Inhibitory respiraéniho fetézce bakterie
Paracoccus denitrificans

Material a vybaveni:

membrany z bunék Paracoccus denitrificans (cca 1-5 mg proteinu/ml)
10 mmol.I'' DCIP

0,1 mol.I't TMPD

kyselina askorbova - krystalky

peroxodisiran amonny - krystalky

50 mmol.I"! Tris-Cl (pH =7,3)

50 mmol.I"! sukcinat sodny

0,1 mol.I"! kyselina malonova

1,0 mg.ml"! roztok antimycinu (v ethanolu!)

0,1 mol.I"! kyanid sodny

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

Upozornéni: umélohmotné Spic¢ky k mikropipetam vyménujte za nové tak, aby nedochazelo
ke kontaminaci vzorku — napf. jinymi inhibitory.

Pokud mate smés v jamce mikrotitraéni desti€ky zamichat, proved'te michani bud’ Spickou
z mikropipety, kterou jste pouzili jako posledni nebo jehlou. Michejte jen jednou, a to
bezprostiredné po napipetovani posledniho z roztoku! Pozdéji nemichat!

Dodrzujte bezpeénostni zasady pfii praci s chemikaliemi, jsou toxické!

Postup:

EXPERIMENT 1

0,1M roztok TMPD pfipravte ptidavkem 1 ml vody do mikrozkumavky s navazkou pevného TMPD (Mr =
164,25). TMPD se oxiduje vzdusnym kyslikem na Wursterovu modt. Jestlize je roztok TMPD, ktery jste
ptipravili, zbarven modre, ptidejte k nému maly krystalek kyseliny askorbové a promichejte — dojde k
odbarveni roztoku. V experimentech (1 a 2) pouZivejte bezbarvy 0,1 mol.l-1 roztok TMPD.

V jamkach mikrotitra¢ni desti¢ky proved’te nasledujici reakce — davkujte podle tabulky:
oxidacni cinidlo — peroxodisiran amonny, krystalky

redukcni cinidlo — kyselina askorbova, krystalky

jamka ¢.| 20 mmol.I"' DCIP H-O oxidacni ¢inidlo | pozorovani
1 20 wl 180 ul 2-3 krystalky | modra —
2 20 wl 180 ul 2-3 krystalky | modra —
jamka ¢.| 0,1 mol.I'' TMPD H,O redukéni Cinidlo | pozorovani
3 20 ul 180 pul 2-3 krystalky |bezbarva —
4 20 ul 180 wl 2-3 krystalky | bezbarva —
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Vyhodnoceni:

Na zakladé¢ svych pozorovani (alesponi 5 minut) vyberte spravné varianty:

DCIP

oxidovand forma: BEZBARVA/BAREVNA, elektronovy DONOR/AKCEPTOR
redukovana forma: BEZBARVA/BAREVNA, elektronovy DONOR/AKCEPTOR
TMPD

oxidovana forma: BEZBARVA/BAREVNA, elektronovy DONOR/AKCEPTOR
redukovana forma: BEZBARVA/BAREVNA, elektronovy DONOR/AKCEPTOR

Vysledky pokusu zndzornéte pomoci Sipek:

donor akceptor

EXPERIMENT 2

Davkujte do mikrotitraéni desti¢ky jak je uvedeno v jednotlivych fadcich tabulky - rychle, bez ¢asovych
prodlev. TMPD pridejte do jamek ¢. 1-4 jamek az budete mit napipetovany roztoky ve vSech tadcich, jak
je uvedeno v tabulce. Thned po pfidani TMPD smés zamichejte (jehlou). Po ptidani TMPD do posledni
jamky zapnéte stopky.

jamka €. membrany Inhibitor SOTIEISTi(éll-l'l 0,%;411}())]151'] Voda
1 10 pl - bez inhibitoru 190 pl 5ul 50 pl
2 10 ul 10 ul NaCN (0,1 mol.I'") 190 pl 5ul 40 ul
3 10 pl 5ul | kys. malonové (0,1 mol.I"") 190 pl 5ul 45 ul
4 10 ul 5ul | antimycin (1,0 mg.ml") 190 pl 5ul 45 ul

Sledujte ¢asovy prubéh barevnych zmén v jednotlivych jamkach a svoje pozorovani zapiste:

jamka ¢. 1: bezbarva —
jamka €. 2: bezbarva —
jamka ¢. 3: bezbarva —

jamka ¢. 4: bezbarvd —

Vyhodnoceni:

TMPD ptisobi jako elektronovy DONOR/AKCEPTOR
Pied mistem napojeni TMPD inhibuje KYANID — MALONAT — ANTIMYCIN
Za mistem napojeni TMPD inhibuje KYANID — MALONAT — ANTIMYCIN
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Misto napojeni TMPD na respiracni fetézec a mista zasahu inhibitor schematicky zaznamenejte:

_H_

inhibitor
NADH 2H* + 1/20,
D ~
NAD" H,O
EXPERIMENT 3

Dévkujte do mikrotitracni desticky, jak je uvedeno v jednotlivych fadcich tabulky - rychle, bez ¢asovych
prodlev. DCIP pfidejte do jamek ¢. 1-3 jamek az budete mit napipetovany roztoky ve vSech fadcich, jak je
uvedeno v tabulce. Thned po ptidani DCIP smés zamichejte (jehlou). Po ptidani DCIP do posledni jamky
zapnéte stopky.

jamka membran 50 mmol.1"! Inhibitor 50 mmol.I"! | 10 mmol.I"' | Voda
¢. Y| sukcinat sodny Tris-Cl DCIP
1 10 pl Sul - bez inhibitoru 190 wl Sul 45 ul
2 10 wl Syl 10 ul | NaCN (0,1 mol.I'") 190 pl Sul 35u
kys. malonova
3 10 pl Sul Sul (0.1 mol.I") 190 wl Sul 40 pl

Sledujte casovy pribéh (cca 10 minut) barevnych zmén v jednotlivych jamkach a svoje pozorovani
zapiste:

jamka ¢. 1: modra —
jamka €. 2: modra —

jamka €. 3: modra —

Vyhodnoceni:

DCIP pusobi jako elektronovy DONOR/AKCEPTOR
Pied mistem napojeni DCIP inhibuje KYANID — MALONAT
Za mistem napojeni DCIP inhibuje KYANID — MALONAT

Misto napojeni DCIP na respiracni fetézec a mista zasahu inhibitori schematicky zaznamenejte:

_H_

inhibitor

NADH ) ye 2H* + 120,
NAD* H,0

L
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EXPERIMENT 4

JestliZe je roztok 0,1 mol.lI"" TMPD, ktery mate k dispozici, bezbarvy, pfipravte si z n&j Wursterovu modf
tak, Ze 200 ul 0,1 mol.I" TMPD ziedite ve zkumavce 200 pl destilované vody a piidate n&kolik krystalk®
peroxodisiranu sodné¢ho (viz experiment 1). Jestlize ma tmavé zbarveni, neni potfeba jej upravovat
(Wursterova modf vznikla oxidaci TMPD vzdusnym kyslikem). Pak davkujte do mikrotitracni desticky, jak
je uvedeno v jednotlivych tadcich tabulky — rychle, bez ¢asovych prodlev. Wurstrovu modi ptidejte do
jamek €. 1-3 az budete mit napipetovany roztoky ve vSech fadcich, jak je uvedeno v tabulce. Thned po
pridani Wurstrovy modfi smes zamichejte (jehlou). Po pfidani Wurstrovy modti do posledni jamky zapnéte

stopky.

jamka membrén 50 mmol.1"! Inhibitor 50 mmol.lI" | Wursterova | Voda
g, Y| sukcinét sodny ! Tris-Cl modF
1 10 pl 5ul - bez inhibitoru 190 pl 5ul 45 pl
2 10 pl 5ul 10 ul | NaCN (0,1 mol.I') 190 pl 5ul 35l
kys. malonova
3 10 pl Sul S5ul (0.1 mol.I") 190 wl Sul 40 pl

Sledujte Casovy prubéh (pfiblizné 10 minut) barevnych zmén v jednotlivych jamkach a sva pozorovani
zapiste:

jamka ¢. 1: modra —

jamka €. 2: modra —

jamka €. 3: modra —

Vyhodnoceni:

Woursterova modf ptisobi jako elektronovy DONOR/AKCEPTOR

Pied mistem napojeni Wursterova modf inhibuje KYANID — MALONAT

Za mistem napojeni Wursterova modi inhibuje KYANID — MALONAT

Misto napojeni Wursterovy modii na respiracni fetézec a mista zasahu inhibitort schematicky

zaznamenejte:

_H_

inhibitor

2H* + 1/20,

NADH D 5o |
NAD* H,0O

¥
Y
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EXPERIMENT 5

JestliZe je roztok 0,02 mol.I'' DCIP, ktery mate k dispozici, modry, pfipravte si z n&j redukovany DCIP tak,
Ze 150 pl 0,02 mol.I"' DCIP zfedite ve zkumavce 100 ul 0,02 mol.I"! kyseliny askorbové. JestliZe je roztok
po smichani oranzovy nebo se upln¢ odbarvi, neni potieba jej upravovat. Potom davkujte do mikrotitracni
desticky jak je uvedeno v jednotlivych fadcich tabulky - rychle, bez ¢asovych prodlev. Redukovany DCIP
ptidejte do jamek €. 1-3 jamek az budete mit napipetovany roztoky ve vSech fadcich, jak je uvedeno
v tabulce. Thned po ptidani redukovaného DCIP smés zamichejte (jehlou). Po ptidani redukovaného DCIP
do posledni jamky zapnéte stopky.

jamka membran Inhibitor 50 mmol.I"! 10 mmol.1'! Voda
¢, Y Tris-Cl red. DCIP
1 10 ul - bez inhibitoru 190 wl Sul 50 ul
2 10 ul 10ul | NaCN (0,1 mol.I'") 190 wl Sul 40 wl
kys. malonova
3 10 ul Sul (0.1 mol.I") 190 wl Sul 45 ul

Sledujte ¢asovy prubéh (max. 10 minut) barevnych zmén v jednotlivych jamkach a svoje pozorovani
zapiste:

jamka €. 1: bezbarva —

jamka €. 2: bezbarva —

jamka €. 3: bezbarva —

Vyhodnoceni:

Redukovany DCIP pisobi jako elektronovy DONOR/AKCEPTOR
Pied mistem napojeni redukovaného DCIP inhibuje KYANID — MALONAT
Za mistem napojeni redukovaného DCIP inhibuje KYANID — MALONAT

Misto napojeni redukované¢ho DCIP na respiracni fetézec a mista zasahu inhibitorG schematicky

zaznamenejte:

_H_

inhibitor

Sukcinat r) 2e
Fumarat

2H* + 120,

v

H,0
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Do nasledujiciho zavére¢ného schématu respiracniho fetézce zakreslete ve spravném potadi mista napojeni
DCIP, TMPD, Waursterovy modii a redukovaného DCIP a mista inhibice kyanidem, malonitem a
antimycinem.

Sukcinat kyslik

Fumarat voda

V dalsim obrazku se pokuste zakreslit konkrétni mista napojeni DCIP a TMPD a mista zasahu inhibitord
(malonat, antimycin, kyanid).

NADH
NADH-dehydrogenasa

2H* 2 e NAD® sukcindt

koenzym Q < sukcinatdehydrogenasa

fumaréat
e |

L J

oyt be,

e

1 O, + 2 H



