Spektrofotometrické stanoveni standardniho
redoxniho potencialu cytochromu c

TEORETICKA CAST

Redoxni potencidl

V biochemii hraji vyznamnou roli oxida¢né-redukéni (redoxni) reakce, spojené s prenosem elektron(
mezi redoxnimi pary. Reakci redoxniho paru 1 (Oxi/Red:) s redoxnim parem 2 (Ox,/Red:) lze
schematicky psat jako:

Ox1 + Red2 < Redi + Ox2 (1)

O termodynamicky mozném sméru toku elektronl rozhoduji aktudlni hodnoty tzv. redoxnich
potenciall E obou pard. Pfi pribéhu reakce (1) zleva doprava je E1 > E; a pro opacny smér E; < E,. Jinak
feceno, akceptorovy par md vyssi redoxni potencidl nez par donorovy; elektron se mezi redoxnimi
pary pfesouva ve sméru vzristu redoxni potencialu. Nachazi-li se reakce (1) v rovnovaze, plati E; = E>.

Redoxni potencial E je definovan jako rozdil elektrického potencialu (tj. napéti) mezi inertni sbérnou
elektrodou, kterd vrovnovaze sdanymi koncentracemi [Ox] a [Red], a standardni vodikovou
elektrodou, obsahujici standardni koncentrace redoxniho paru 2H*/H, (obr. 1).

[ ( / \ Obr. 1. Méfeni redoxniho potencialu E pomoci
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Vztah mezi E a pomérem [Ox]/[Red] vyjadfuje Nernstova rovnice

_ o, RT,; [Ox]
E=E +nFln[Red]
Obsahuje dva zékladni parametry: E°, standardni redoxni potencial, a n, poéet elektron(i potfebnych
k redukci Ox na Red. Zmértime-li hodnoty poméru [Ox]/[Red] p¥i riznych hodnotach E a sestrojime-li
graf zavislosti E na In([Ox]/[Red]), dostaneme podle (2) pfimku se smérnici RT/nF (z niZ lze uréitn) a s
Usekem na svislé ose rovnym E°. V biochemii se ¢asto uZiva jeji zjednodu$ena forma s dekadickym
logaritmem, definovana pro 25 °C
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Jsou-li v roztoku v rovnovaze dva redoxni pary, z rovnosti E; = E; plyne
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In [Red;] ~ n, In [Red,] + RT (2 — E1)
Zavislost In([Oxi1]/[Red1]) na In([Ox.]/[Red,]) ma tedy podobu pfimky se smérnici ni/n, a Usekem
(n1F/RT)(E2°- E1°). Zndme-li hodnoty E;° a n,, mizeme uréit £:° a ny. Zjednodu$end rovnice pro 25 °C

nabyva obdobné tvaru
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Spektrofotometrické stanoveni pomérii [Ox]/[Red]

U mnohych biochemicky vyznamnych redoxaktivnich latek lze aktudlni poméry [Ox]/[Red] zjistovat
spektrofotometricky. Zakladnim predpokladem je, Ze obé redoxni formy rozdilnou mérou absorbuji
elektromagnetické zafeni. Je-li vroztoku pouze jedna absorbujici redoxaktivni ldtka, podle
Lambertova-Beerova zdkona pfi vinové délce A pro jeji absorbanci A(A) plati

A(A) = €5x(2) - d * [0X] + €req(4) " d - [Red] (4)

kde €ox(A) a €rea(A) jsou molarni dekadické absorpéni koeficienty oxidované a redukované formy (zavislé
na A) a d délka optické drahy v roztoku. Celkova (analytickd) koncentrace ¢ redoxaktivni latky se pfi
redoxni reakci neméni a je rovna souctu koncentraci obou forem, tedy

¢ = [0x] + [Red] (5)

Je-li latka uplné oxidovana (tj. [Red]=0) resp. redukovana (tj. [Ox]=0), dostavdme absorbance
Aox(A) = €ox(A)-d-c resp. Ared(A) = €red(A)-d-c. Po jejich zavedeni namisto absorpcnich koeficientl vztah (4)
prechazi na tvar (6)

(0} Red
AQ) = Aox ()4 Ayeq()

(6)

Podily [Ox]/c a [Red]/c jsou zfejmé molové zlomky Xox @ Xred OXidované a redukované formy; jejich
soucet se podle (5) rovna 1. Pti respektovani této relace lIze z (6) odvodit

[0X] _  Area(D)—AA)

Xox = T T A ()= Aex D)
_ [Red] _ A(A)—Aox (1)
Xred = T T D~ Aox (D) (7)

a konecné téz

[0x] _ Xox'C _ Xox __ Area(D)—AA)
[Red] ~ Xreq'c  Xrea  AA)—Aox(d)

(8)



Zname-li tedy absorbance plné oxidovaného a pIné redukovaného vzorku pfi vinové délce A, mizeme
po zméreni A(A) vypocitat dosazenim do vztahu (8) aktualni podil koncentrace oxidované a redukované
formy. Neni pfitom ani nutna znalost celkové koncentrace c.

lak se zméni situace, jestlize se v roztoku nachazeji dva absorbujici redoxni pary, Oxi/Red: a Ox»/Red,?
Misto vztahu (4) ted’ mame jeho rozsiteni na ¢tyfi komponenty

A(A) = €x1 (D)~ d - [0X1] + €rea1 () - d - [Redy] + €0x2(A) = d - [0X3] + &reqa(A) - d - [Red,]
jedna latkova bilance (5) je nahrazena dvéma bilancemi (9)

c; = [0x;] + [Red, ] c; = [0x;] + [Red,] (9)

a (6) dostava nasledujici podobu

Red1

0X2 Red2

AQY) =

redl (/1) + onz (/1)

+ Aredz (/1) (10)

Je dulezité si uvédomit, co pfesné znamenaji absorbance na pravé strané vztahu (10). Naptiklad Aoxi(A)
ziskdme pro zcela oxidovany vzorek, ktery obsahuje pouze redoxni par 1 v koncentraci ¢;; redoxni par
2 neni pfitomen. Analyza smési dvou redoxnich parl podle (10) tudiZ vyZaduje, abychom méli
k dispozici i data pro separatni oxidované a redukované standardy: 1) [Oxi1] =c1a c;=0; 2) [Ox2] =2 a

c1=0;3)[Redi]=c1ac;=0;4)[Red,] =c2ac1=0.

V pripadé jednoho redoxniho paru v zasadé stacila jedna rovnice (6) spolu s latkovou bilanci (5)
k charakterizaci redoxniho stavu systému. Naproti tomu zde jedna rovnice (10) nestaci, protoze ze
Ctyf obsazenych molovych zlomkd Xox1 = [Ox1]/c1, Xred1 = [Red1]/c1, Xox2 = [0X2] /C2 a Xredz = [Red2] /c2
jsou v dUsledku (9) nezavislé dva. Vychodisko spociva ve zméreni vzorku pfi vice vinovych délkach (Aq,

, A). Misto (10) pak mame soustavu k linearnich rovnic o ¢tyfech nezndmych molovych zlomcich
redoxnich forem:

onl (Al) Aredl(ll) onZ (Al) AredZ (Al) Xox1 A(Al)
° ° ° ° ) . Xred1 _ ° (11)
° ° ° ° Xox2 °

onl(Ak) Aredl(/lk) onZ (Ak) Aredz (Ak) Xred2 A(/lk)

nebo ve zkrdceném zapisu
Ax=a (117)

A je matice typu k x 4, obsahujici absorbance standardd, x je ¢tyfrozmérny vektor molovych zlomkd a
a je k-rozmérny vektor absorbanci smési. Pro k > 4 se jednd o tzv. pfeurfenou soustavu, kterd obecné
nema feSeni. MUZeme vsak hledat vektor x takovy, aby velikost vektoru A x - a nabyla minimalni
hodnoty. V ¢eské verzi Excelu Ize k tomuto Ucelu pouzit maticové funkce

LINREGRESE(pole_y;[pole_x];[b];[stat])

kde pole_y je svisla oblast obsahujici slozky vektoru a, pole_x je oblast obsahujici prvky matice A; pro
argumenty b a stat se voli logickad hodnota 0 (NEPRAVDA).



Vysledny vektor x se nachazi ve vodorovné oblasti, pfiéemz jeho slozky jsou v bunikach umistény
v opacném poradi, tedy (Xred2, Xox2, Xred1, Xox1). DO svislé podoby ho Ize prevést funkci TRANSPOZICE.
Ukdzka vypoctu je na obr. 2.

A B C D E F G H | i
1 Matice A Vektora
2 {absarbance standardd) (absorbance smési)
3 Oxl Redl Ox2 Red2
i A (nmj: 383 0.697 0.386 0.154 0.158 0.682
5 458 0.25 0.039 0.131 0,121 0,277
6 504 0.177 0.101 0.183 0.127 0.311
7 535 0.249 0.122 0.232 0,123 0.395
8 564 0.152 0.014 0.275 0.111 0.322
9 03 0.069 -0.012 0.301 0.102 0.275
10 630 0.055 -0.032 0.244 0.06 0.231
11
12
13 Do bufiky 117 vioZeno
14 =TRANSPOZICE(LINREGRESE(M:110;3C$4:3F$10;0;0) ) Vekior K
15 vybranaoblastil7:i20 - (molove zlomky)
- F2 \\
CTRL+SHIFT+EMNTER
17 : . xred2 | 0.219134578
13 KOX2 0.775011474
15 _ xredl 0.415403826
2I}_ x0ox1 0.527435934
21

Obr. 2. Ukazka vypocétu molovych zlomkU redoxnich forem z absorbanci standard( a smési za poufZiti Excelu.

Cytochrom c

Cytochrom c studovany v nasi Uloze se bézné izoluje z hovéziho srdce. Tento maly (M, =12 400) a dobre
rozpustny protein je tvofen jednim polypeptidovym fetézcem se 104 aminokyselinovymi zbytky, ktery
nese kovalentné vazany hem (obr. 3).

Obr. 3. Vazba hemu na polypeptidovy
retézec v cytochromu c. Hem je vazan

i '.‘H_\ i Cys kovalentné  dvéma  thioetherovymi

‘ mustky, jeZ vznikly adici thiolovych skupin

e, | Nl en ' dvou zbytkd  cysteinu na  vinyly
| N---Fe=—N \ . A

HC” [" I = I v polohach 2 a 4 tetrapyrrolového kruhu.

: b, O Cys Kromé toho sira methioninu a dusik

imidazolového kruhu histidinu vystupuji
jako dalsi dva ligandy Fe hemu.

Cytochrom c¢ se nachdazi v prostoru mezi vnitfni a vnéjsi membranou mitochondrii, kde diky své
schopnosti prechazet mezi oxidovanou a redukovanou formou puUsobi jako prenasec elektron(
v respiraénim fetézci. Pokud se z mitochondrie uvolni do cytoplasmy buriky, miZe se vazat na zde
pfitomny protein Apaf-1 (apoptotic protease activating factor 1). To vede ke vzniku oligomerniho
apoptosomu, aktivaci prokaspasy 9 a dalSich enzym( Gcastnicich se apoptosy (programované bunécné
smrti). Pfitomnost hemové skupiny zplsobuje barevnost proteinu. Spektrum roztoku jeho redukované



formy vykazuje ve viditelné oblasti tfi hlavni absorpcni pdsy s maximy pfi vinovych délkach 416 nm (y;
tzv. Soretlv pas), 520 nm (B) a 550 nm (a). Pfi oxidaci se spektrum méni zejména v oblasti vyssich
vinovych délek.

Pouzivané metody

Samotny standardni redoxni potencial cytochromu ¢ budeme stanovovat dvéma metodami. Obé
vyuZzivaji ekvilibrace redoxniho paru cyt cox/cyt Cred S druhym (pomocnym) redoxnim parem a platnosti
vztahu (3).

1) Metoda redoxniho pufru

PFfi tomto méreni poslouzi jako pomocny redoxni par smés hexakyanozZelezitanu (,ferrikyanidu”) a
hexakyanozZeleznatanu (,ferrokyanidu). lJejich vzajemna preména probihd jednoelektronové
(Fe(CN)e* + e <> Fe(CN)e¢*), standardni redoxni potenciél je roven 0,430 V. Pokud jsou oba ionty
pritomny ve vyrazném stechiometrickém nadbytku vzhledem k cytochromu ¢, jejich koncentrace se
béhem reakce s nim prakticky nezméni; podle Nernstovy rovnice (2) se neméni ani redoxni potencial.
Par hexakyanozZelezitan/hexakyanoZeleznatan tedy pUsobi jako redoxni pufr, ktery udrZzuje konstantni
redoxni potencidl a ,vnuti” jej paru cyt cox/cyt Cred. (Srovnej analogické chovani smési baze s jeji
protonovanou konjugovanou kyselinou, pufrujici pH.) Abychom mohli aplikovat vztah (3), je zapotfebi
pro nékolik znamych vychozich pomért [hexakyanozZelezitan]/[hexakyanozeleznatan] (redoxni par ¢.
2) stanovit odpovidajici rovnovazné poméry [cyt cox]/[cyt Cred] (redoxni par €. 1). VyuZijeme k tomu
méreni absorbance v oblasti maxima a pasu (550 nm), nebot zde ferrikyanid ani ferrokyanid vyznamné
neabsorbuji. Poméry [cyt cox]/[cyt Cred] Vypotteme pomoci vztahu (8).

2) Metoda redoxniho indikatoru

Zde bude roztok kromé cytochromu ¢ obsahovat redoxni indikator 2,6-dichlorfenolindofenol (DCIP)
(obr. 4), jehoz standardni redoxni potencial ma podle literatury hodnotu 0,217 V.

1

H B i Obr. 4. Struktura 2,6-dichlorfenolindofenolu

ci

Obé latky jsou redukovatelné enzymem xanthinoxidasou béhem katalytické konverze xanthinu na
kyselinu mocovou za anaerobnich podminek. Po nastartovani enzymové reakce a redukce obou latek
postupné klesa redoxni potencial ve smési, coz se projevuje zménami pomérl koncentraci oxidovanych
a redukovanych forem cytochromu c i DCIP. Analyzou opakované zaznamendvanych absorpcnich
spekter reakéni smési Ize oba tyto poméry urcit. Jak bylo zdlvodnéno vysSe, potiebujeme k tomu
spektra oxidovanych a redukovanych standardd, kterd zméfime separatné.



PRAKTICKA CAST

1) Potenciometrické ovéreni platnosti Nerstovy rovnice

Pristroje:

Automatické pipety 1-10 ul, 5-20 ul, 100-1000 pl, 1000-5000 pl, pipetovaci Spicky
Voltmetr MT 100

Materidl:

Kadinky 5ml, 100ml

Termostatovana 40ml kadinka

Pt elektroda

Referencni kalomelova/AgCl elektroda
Magnetické michadlo

Chemikalie:

5 ml 0,1 M Ks4[Fe(CN)e]
5ml 0,1 M Ks[Fe(CN)g]
100 ml 0,1 M sodno-fosfatového pufru (pH 7,0)

Postup:

Do kadinky temperované na 25 °C napipetujeme 27 ml fosfatového pufru, 3 ml roztoku 0,1 M
Ks[Fe(CN)e] a 7,5 ul 0,1 M K5[Fe(CN)g]. Do roztoku ponofime pracovni platinovou elektrodu a referencni
elektrodu. Po ustaleni signalu zaznamendme hodnotu elektrochemického napéti. Nasledné pfidavame
roztok 0,1 M Ks[Fe(CN)e] jak je naznaceno ve vzorové tabulce a zaznamenavame hodnoty potencialu.

Vyhodnoceni:

Roztoky E (V) log([ferrikyanid]/[ferrokyanid])

ferrokyanid + 7,5 ul ferrikyanidu

+7,5 pl ferrikyanidu

+ 7,5 ul ferrikyanidu

+ 7,5 ul ferrikyanidu

+ 7,5 ul ferrikyanidu

+ 7,5 ul ferrikyanidu

+ 15 pl ferrikyanidu

+ 15 pl ferrikyanidu

+ 15 pl ferrikyanidu




Koncentrace, resp. poméry oxidované a redukované formy hexakyanoZelezitanu a
hexakyanoZeleznatanu, jsou zndmy a lze je spocitat z koncentraci zasobnich roztokl. Vyneseme graf
zavislosti E na log([Ks[Fe(CN)e]]/[Ka[Fe(CN)e]]), body prolozime linearni regresni pfimkou a uvedeme
v protokolu vedle grafu i rovnici této pfimky. Upravou rovnice (2) vypocitdme standardni redoxni
potencidl paru hexakyanoZelezitan a hexakyanoZeleznatan a srovname s tabelovanou hodnotou:
E7 ([Ks[Fe(CN)s]]1/[Ka[Fe(CN)g]) = +0,43 V; n = 1.

Protokol:

Tabulka s namérenymi elektrochemickymi potencialy paru hexakyanozelezitan/hexakyanozZeleznatan
a vypocitané logaritmy poméru koncentraci tohoto redoxniho paru.

Graf zavislosti E na log([Ks[Fe(CN)e]]/[Ka[Fe(CN)s]]).

Vypocet standardniho redoxniho potencidlu hexakyanoZelezitanu/hexakyanozZeleznatanu a srovnani
s tabelovanymi hodnotami.

2) Metoda redoxniho pufru

Pristroje:

Automatické pipety 1-10 pl, 5-20 pl, 100-1000 pl, 1000-5000 pl, plastové spicky
Spektrofotometr UV-VIS Ultrospec 2000

Material:

Plastové michadlo
3ml spektrofotometrické plastové kyvety

Chemikalie:

0,1 M K4[Fe(CN)g] (z pfedchozi ulohy)

0,1 M Ks[Fe(CN)g] (z pfedchozi ulohy)

0,1 M sodno-fosfatovy pufr (pH 7,0) (z pfedchozi ulohy)

10 ml 0,5 mg/ml cytochromu c (cyt ¢) v 0,1 M sodno-fosfatovém pufru (pH 7,0)
Na,S,04 (krystalky)

Postup:

Pracovni prostor spektrofotometru nechdme temperovat na teplotu 25 °C. Pfipravime 4 kyvety. Slepy
vzorek (blank) bude tvofit 3000 pl ml 0,1 fosfatového pufru. Zbyvajici 3 pracovni roztoky se pfipravi
smichanim 2700 pl ml roztoku cytochromu ¢ bud's 300 pl ml 0,1 M fosfatového pufru a dosypanim
nékolika krystalkli Na,S,0s (redukovany standard), nebo s300 pl 0,1 M Ks[Fe(CN)s] (oxidovany
standard), nebo s 300 ul roztoku 0,1 M Ks4[Fe(CN)e]. K tomuto poslednimu roztoku budeme postupné
pridavat roztok z predchozi kyvety s Ks;[Fe(CN)s] jak je naznadeno ve vzorové tabulce. Méfime
absorbance pfi 550 nm. Absorbance budou zaznamendvany do tabulky dle vzoru.



Roztoky Asso log([cyt cox]/[cyt crea]) | log([ferri]l/[ferro])

cyt ¢ + Na2S204— kyveta 1

cyt ¢ + ferri — kyveta 2

cyt ¢ + ferro — kyveta 3 + 7,5 pul roztoku z kyvety 2

+7,5 pl roztoku z kyvety 2

+ 7,5 ul roztoku z kyvety 2

+ 7,5 ul roztoku z kyvety 2

+7,5 pl roztoku z kyvety 2

+7,5 pl roztoku z kyvety 2

+ 15 pl roztoku z kyvety 2

+ 15 pl roztoku z kyvety 2

+ 15 pl roztoku z kyvety 2

Vyhodnoceni:

Pomeéry [cyt cox]/[cyt Cred] VypOEteme pomoci rovnice (8). Koncentrace, resp. poméry oxidované a
redukované formy hexakyanozelezitanu a hexakyanozeleznatanu, jsou zndmy a lze je spoditat
z koncentraci zasobnich roztokl. Vyneseme graf zavislosti log([Ks[Fe(CN)e]]/[Ka[Fe(CN)e]]) na log([cyt
Coxl/[cyt Cred]), body prolozime linedrni regresni pfimkou a uvedeme v protokolu vedle grafu i rovnici
této piimky. Upravou rovnice 3 vypocitdme standardni redoxni potencidl redoxniho péaru cyt cox/cyt
Cred, kdyZ je zndmo, Ze E;° ([Ks[Fe(CN)e]]/[Ka[Fe(CN)e]) = +0,43Van =1.

Protokol:

Tabulka s namérenymi absorbancemi a vypoditanymi dekadickymi logaritmy poméru koncentraci
oxidovanych a redukovanych komponent v reakéni smési.

Graf zavislosti log([Ks[Fe(CN)e]]/[Ka[Fe(CN)s]1) na log([cyt coxl/[CYt Cred]).

Vypocet standardniho redoxniho potencidlu cyt ¢ a poctu prenasenych elektrond a srovnani
s tabelovanymi hodnotami.

3) Metoda redoxniho indikatoru

Pristroje:

Automatické pipety 1-10 pl, 5-20 pl, 100-1000 pl, 1000-5000 pl, plastové Spicky
Hamiltonova jehla 1-5 pl
Spektrofotometr UV-VIS Ultrospec 2000



Materidl:

Parafilm
1ml spektrofotometrické plastové kyvety s gumovou zatkou

Chemikalie:

0,1 M sodno-fosfatovy pufr (pH 7,0) (z pfedchozi ulohy)

NayS,04 (krystalky)

0,01 Mcytc

0,01 M DCIP (dichlorfenol-indofenol; 2,6-dichlor-N-(4-hydroxyfenyl)-1,4-benzochinonimin)

0,01 M xanthin — 17,4 mg xanthinu rozpustime v 0,1 ml 1M NaOH a ndasledné pfidame 9,9 ml vody do
vysledného objemu 10 ml

10 mM benzylviologen (pomocny prenasec elektronli od enzymu)

Xanthinoxidasa (mlécna)

Argon v tlakové lahvi

Navod k méreni a zaznamenani spekter:

1. Zapneme hlavni vypina¢ na pocitaci a spektrofotometru UV-VIS Ultrospec 2000.

2. Plocha — SWIFT Bio-ws — File - Open — Parameters — redoxtit.ws1

3. Run — Standard — Samples = 10 = OK — File already exists! Overwrite? = Yes — Load
Reference = OK — Load sample 1-10 = OK v intervalu po 3 minutach

5. Post-Run — Data points — recorded spectrum 0-9 (v pfipadé standardd 0-3)

Postup:

Kyvetovy prostor spektrofotometru ponechdme temperovany na 25 °C. Do 1ml kyvety odmérime 888
ul 0,1 M sodno-fosfatového pufru, 4 pl 0,01 M cyt ¢, 16 pl 0,01 M DCIP, 1 ul benzylviologenu a 90 pl
0,01 M xanthinu. Horni vstup kyvety zavieme gumovou zatkou a utésnime omotanim parafilmem.
Nechame roztok probubldvat argonem po dobu 10 minut.

Mezitim si pfipravime blank (1 ml fosfatového pufru) a 4 standardy pro oxidované a redukované formy
obou redoxaktivnich latek (viz tabulka). Odecteme absorbance pro minimalné 6 odliSnych vhodné
vybranych vinovych délek (napt. 450, 535, 550, 565, 600, 635 nm).

pufr (ul) | xanthin (ul) | cyt ¢ (ul) | DCIP (ul) | krystalky Na2S204

cyt c ox. 906 90 4 - -
DCIP ox. 894 90 - 16 -
cyt cred. 906 90 4 - ano

DCIP red. 894 90 - 16 ano




Ve spektrometru zmérime blank jako referenci a poté do pfistroje preneseme kyvetu se smési
probublanou argonem. Nasledné zaznamename spektrum tohoto roztoku jako spektrum &islo 1 v ¢ase
0 min. Poté nastartujeme redukci cyt ¢ a DCIP pfidanim 1 pl roztoku xanthinoxidasy Hamiltonovou
jehlou. Postupné v ¢asovych intervalech po 1 minuté zaznamename 9 dalSich spekter. Odecteme
absorbance pro shodné vinové délky, jaké byly pouzity u standard.

Vyhodnoceni:

Do tabulky uvedeme absorbance pro vybrané vinové délky oxidované a redukované formy cyt c a DCIP,
absorbance smési, v které probihala redoxni reakce a molové zlomky cyt c a DCIP vypoctené dle ndvodu
v obr. 2 v programu Microsoft Excel. Dosazenim do neupravené rovnice 3 vypocitdme standardni
redoxni potencial cyt c. E;° (DCIP) je +0,217 V pro dvouelektronovy pfenos (n = 2).

Protokol:

Tabulka s namérenymi absorbancemi pro vybrané vinové délky a vypocitanymi molarnimi zlomky pro
DCIP a cyt c.

Vypocet standardniho redoxniho potencidlu cyt ¢ a srovnani s tabelovanymi hodnotami a hodnotou
ziskanou metodou redoxniho pufru.



