Cwiczenie nr 4 — Bioenergetyka. Oznaczanie aktywnosci dehydrogenazy

bursztynianowej.

Celem ¢wiczenia jest:

e Zaznajomienie sie modelem (uktadem) zawierajgcym wszystkie skfadniki potrzebne do przebiegu
okreslonej reakcji redoks

e Okreslenie wptywu niektdrych substancji na przebieg reakcji w zaproponowanym modelu
doswiadczalnym

e  Zapis reakcji przebiegajgcej w tym doswiadczeniu

e Obliczenie wartosci AG

e Interpretacja rezultatdw przeprowadzonego doswiadczenia

Wstep teoretyczny

Wszystkie komoérki wykorzystujg ogdlny mechanizm dla uzyskiwania energii

1. reakcje biochemiczne generujace elektrony na wysokim poziomie energetycznym

sg to reakcje utleniania w matriks, gtéwnie: pirogronianu z glukozy oraz acetylo-CoA pochodzacych z
utleniania kwasow ttuszczowych i szkieletéw weglowych aminokwaséw w cyklu Krebsa,

energia uwalniana w reakcjach redoks jest ,,wigzana” w NADH i FADH,, czyli w tzw. nosnikach elektronéw o
wysokiej energii,

elektrony z NADH i FADH; sg transportowane przez kolejne przenosniki tarncucha oddechowego, co stanowi
system transportu elektronow,

na system transportu elektronéw, sktadajg sie 4 kompleksy biatkowe, przy czym trzy z nich istniejg jako

oddzielne jednostki, umieszczone w wewnetrznej btonie mitochondrialnej,

2. sprzezenie energii uwalnianej w trakcie przeptywu elektronéw wzdtuz komplekséow tanncucha oddechowego z

napedzaniem btonowych pomp protonowych

w

spontaniczny przeptyw elektronéw przez poszczegdlne kompleksy I, Ill, i IV jest zwigzany z wymuszonym
wytransportowaniem jondw H* do przestrzeni miedzybtonowej,

wypompowanie jonéw H* prowadzi do ustalenia sie elektrochemicznego gradientu protonowego w poprzek
wewnetrznej btony mitochondrialne;j,

czyli system transportu elektrondw zwigzany z wewnetrzng btong mitochondrialng umozliwia zamiane energii

transportu elektronéw w gradient protonowy w poprzek btony,

. wykorzystanie gradientu protonowego przez syntaze ATP

podczas przeptywu jondw H* z powrotem z przestrzeni miedzybtonowej do matriks, co zachodzi przez enzym

syntaze ATP, nastepuje synteza ATP z ADP i P,



enzym syntaza wykorzystuje gradient protonowy w poprzek btony do wytwarzania ATP,

nastepuje wiec sprzezenie transportu elektronow w tancuchu oddechowym z wytwarzaniem ATP.

tancuch oddechowy

sktada sie z biatek — enzymdéw klasy oksydoreduktaz oraz przenosnikéw, transportujacych poczatkowo

protony i elektrony, a nastepnie elektrony na tlen,

jest ostatnim etapem utleniania w mitochondriach czgsteczek organicznych dostarczonych z pozywieniem,

enzymy i przenosniki sg uorganizowane w kompleksy, ktdre s3 umieszczone w matriks oraz w wewnetrznej

btonie mitochondrialnej, zgodnie ze wzrastajgcym potencjatem red-oks,

przenosnik przyjmujacy elektrony ma wieksze powinowactwo do elektrondw od przenosnika oddajgcego, a to

zapewnia jednokierunkowy przeptyw elektrondw,

transport elektronéw w faincuchu oddechowym stanowi serie potaczonych ze sobg reakcji utleniania i

redukcji,

- jak wiadomo: utlenianie polega na utracie elektronéw, zas redukcja na ich przyjeciu,

- stad utlenienie jednego zwigzku zawsze pocigga za sobg redukcje drugiego,

w tancuchu oddechowym elektrony sg przenoszone:

- od nukleotydu NADH, o najbardziej ujemnym potencjale redoks E°, do tlenu, czyli do zwigzku o
najbardziej dodatnim potencjale redoks E° (tlen ma najwieksze powinowactwo do elektrondw),

elektrony poczatkowo z duzym tadunkiem energii, stopniowo tracg jg na poszczegélnych reakcjach wzdtuz

tancucha,

miarg powinowactwa zwigzku do elektronéw jest standardowy potencjat redoks E°

- jest to potencjat pétogniwa zbudowanego z elektrody platynowej, zanurzonej w roztworze, w ktorym
stezenie jondw potencjatotwadrczych, czyli donora i akceptora elektronéw jest rowne (Cuy = C red) i jest on
mierzony w stosunku do standardowego po6togniwa wodorowego, ktdrego potencjat umownie przyjeto za
réwny zero,

standardowy potencjat redoks E° pozwala przewidzie¢ kierunek przeptywu elektronéw z jednej pary redoks

na drugy, w warunkach standardowych, ale w uktadach niebiologicznych,

biologiczny standardowy potencjat redoks

- mierzy sie w roztworze, w ktérym stezenie jonéw H* wynosi 107 mol/l, czyli przy pH=7, a nie dla pH=0,
bo przy 1 mol/l stezeniu jondw H*, enzymy tracg aktywnosc¢

- biologiczny potencjat standardowej elektrody wodorowej jest rowny — 0,42 wolta (nie 0,0 V),

Sumaryczna reakcja

opisujgca transport elektronéw wchodzgcych do taricucha oddechowego jako NADH przedstawia sie:
NADH + H* + % 0, < NAD" + H,0
czastkowe reakcje redoks oraz biologiczne standardowe potencjaty redoks dla pétogniw wynosza:

- dla pétogniwa tlenowego: % 0+2H" +2e— > H,0 E®1= +0,82V



- dla pdétogniwa nukleotydowego: NAD*+H* +e~ - NADH E*’;=-0,32V
zas rdznica biologicznych standardowych potencjatéw redoks AE°*wynosi:
AE*=0,82V-(-0,32)=1.14V

zmiany energetyczne podczas transportu elektronéw do tlenu przez uktad przenosnikéw fancucha
oddechowego, podobnie jak dla innych uktadéw, sg opisywane przez zmiany entalpii swobodnej,
réznica biologicznych standardowych entalpii swobodnych AG®’ wyraza sie wzorem:

AG®° = —nFAE” = —nF [ E*(akceptora) - E°’(donora)]
a po podstawieniu danych wynosi:

AG®” =—nFAE” =— 2:(96,5) - 1.14 = —57 kcal/mol = —220 kJ/mol

gdzie :

- n-liczba elektronéw przeniesionych w odpowiednie] reakcji potéwkowej,

- F-—stata Faradaya (96 556 kJ'V'mol?),

powyzsza reakcja ma dodatnig warto$¢ AE® i ujemng warto$¢ AG®, czyli jest egzoenergetyczna (wedréowka
elektrondow przez tancuch jest energetycznie korzystna),

sumarycznie w procesie tym uwalnia 220 kJ/mol, czyli okoto 53 kcal/mol,

inaczej: utworzenie 1 czgsteczki wody powinno dostarczy¢ 220 kJ/mol,

jednorazowe wydzielenie tak duzych ilosci energii (220 kJ/mol) uszkadzatoby komérke, a ponadto wiekszos¢ z
niej rozproszytaby sie w postaci ciepta, stad przekazywanie elektronéw odbywa sie stopniowo, a nie
bezposrednio na tlen, to energia wydziela sie w matych porcjach,

zatem w organizmie egzoergiczna reakcja powstawania wody: H, + % O, — H,0, jest wieloetapowym
procesem kontrolowanej reakcji z tlenem,

energia uwalniana w trakcie transportu elektronéw z NADH do tlenu w faricuchu oddechowym jest , wigzana”
w wysokoenergetycznych wigzaniach bezwodnikowych ATP,

synteza ATP z ADP i ortofosforanu, zachodzgca w miare przeptywu elektronéw z NADH lub FADH; na tlen

przez posredniki tancucha oddechowego nosi nazwe fosforylacji tlenowej,

czyli mitochondrialny transport elektronéw wzdtuz taricucha oddechowego i fosforylacja tlenowa (synteza ATP)

sg ze sobg Scisle sprzezone

Zrédta protonéw i elektronéw dla faricucha oddechowego

stanowig zredukowane nukleotydy NADH i FADH,, zwane réwnowaznikami redukujgcymi lub nosnikami

elektronow o wysokiej energii,

Zredukowany dinukleotyd nikotyn-amido-adeninowy NADH powstaje w reakcjach:

cyklu Krebsa: dehydrogenaza izocytrynianowa, 2-oksoglutaranowa, jabtczanowa,
dekarboksylacji tlenowej 2-oksokwasu: dehydrogenaza pirogronianowa,

utleniania kwaséw ttuszczowych (3-oksydacja): dehydrogenaza 3-hydroksyacylo-CoA,



degradacji glukozy w glikolizie (w cytoplazmie): dehydrogenaza aldehydu-3-fosfoglicerolowego,

protony i elektrony ze zredukowanego substratu SH; sg przenoszone na dinukleotyd NAD*, ktory redukuje sie
do NADH, a reakcje katalizuje dehydrogenaza z koenzymem NAD* o potencjale E°=-0,32

reakcje mozna zapisa¢: SH; + NAD* — S + NADH + H*,

zredukowane czgsteczki NADH nastepnie oddajg protony i elektrony na przenosniki taicucha oddechowego i

zostajg utlenione do NAD?,

Zredukowany dinukleotyd flawino-adeninowy FADH, powstaje w reakcjach katalizowanych przez:

dehydrogenaza bursztynianowa (cykl Krebsa),

dehydrogenaza 3- fosfo-glicerolu (transport elektronéw z cytoplazmy do mitochondriow),

dehydrogenaza acylo-CoA (B-oksydacja kwaséw ttuszczowych),

dehydrogenaza dihydrosfingozyny (przemiana fosfolipidéw),

enzymy zwigzane z FAD s3g integralnymi biatkami wewnetrznej btony mitochondrialnej, ale moga by¢
potozone od strony:

- matriks, jak dehydrogenaza bursztynianowa oraz dehydrogenaza acylo-CoA,

- zewnetrznej strony wewnetrznej btony mitochondrialnej, jak dehydrogenaza 3-fosfoglicerolu,

protony i elektrony ze zredukowanego substratu SH; sg przenoszone na FAD, ktéry redukuje sie do FADH,, za$
substrat utlenia do S, zgodnie z reakcjg: SH; + FAD < S + FADH,

zredukowane czgsteczki FADH,, nastepnie oddajg protony i elektrony na przenosniki taricucha oddechowego i

zostajg utlenione do FAD,

W fanincuchu oddechowym

elektrony sg przenoszone z NADH lub FADH; na tlen przez:

- flawiny,

- kompleksy zelazo-siarkowe,

- koenzym Q (chinon),

- hemy,

przenosniki elektrondw sg grupami prostetycznymi biatek,

grupy prostetyczne przechodzg cyklicznie miedzy stanem utlenienia a redukcji, gdy elektrony sg przekazywane

wzdtuz tancucha,

Ze wzgledu na podstawowe znaczenie tancucha oddechowego dla fosforylacji tlenowej nalezy zna¢ kompleksy

wchodzgce w sktad taricucha oddechowego,



Kompleksy tancucha oddechowego

| Kompleks: reduktazy NADH — koenzym Q (zwany tez kompleksem dehydrogenazy NADH),

- kompleks ten przyjmuje elektrony od zredukowanego NADH + H*,

-zl kompleksu protony i elektrony sg przenoszone na koenzym Quo, ktory ulega redukcji do QuoHa,
Il Kompleks: reduktazy bursztynian — koenzym Q,

- kompleks ten przyjmuje elektrony od zredukowanego FADH,,

- zll kompleksu protony i elektrony sg przenoszone na koenzym Quo, ktéry ulega redukcji do QioHa,
Il Kompleks: reduktazy zredukowanego koenzymu Q — cytochrom c (zwany tez kompleksem cytochromoéw
b-c1),

- w lll kompleksie nastepuje utlenianie zredukowanego koenzymu QioH>

- iprzeniesienie elektronéw na cytochrom c, ktéry ulega redukcji,

IV Kompleks: oksydazy cytochromowej,

- w IV kompleksie zachodzi utlenianie zredukowanego cytochromu c,

- koncowe przeniesienia elektrondéw na tlen zachodzi z wytworzeniem czgsteczki wody,

V Kompleks: zawiera syntaze ATP,
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Powstajaca czasteczka ATP moze ulegaé hydrolizie na dwa sposoby

* bardziej powszechna jest reakcja przebiegajgca z uwolnieniem ADP i fosforanu,

» caty proces wyzwala entalpie swobodng o wartosci ok. — 31 kJ/mol,




* mniej powszechna jest reakcja do AMP i pirofosforanu
— ta reakcja dostarcza wiecej energii, bo pirofosforan jest szybko usuwany ze srodowiska w
obecnosci specyficznej pirofosfatazy,
— caty proces wyzwala entalpie swobodng o wartosci ok. — 108 kJ/mol,

* wartos¢ entalpii swobodnej hydrolizy ATP jest posrednia pomiedzy wartoscig entalpii swobodnej dla
hydrolizy zwigzkéw wysoko- i niskoenergetycznych, co umozliwia synteze ATP z ADP i fosforanu
nieorganicznego

— wtedy endoergiczne tworzenie ATP (wigzanie energii) jest sprzezone z reakcjami, ktére zachodzg z
duzym spadkiem entalpii swobodnej, wiekszym niz bezwzgledna wartosé¢ entalpii swobodnej
syntezy ATP,

— wykorzystanie energii zawartej w ATP do przebiegu reakcji endoergicznej, na skutek jej
sprzezenia z reakcjg hydrolizy ATP

* synteza innych wigzan - tworzenie wigzan kowalencyjnych,

— mozliwe jest tez wykorzystanie energii zawartej w tym nukleotydzie np. do:

* transportu aktywnego — zachowanie statosci sktadu srodowiska i prawidtowej objetosci
komérek,
* dla skurczéw miesniowych (ATPaza aktyno-miozynowa)

* utrzymania cytoszkieletu komarki (interakcje ankiryny, aktyny spektryny)

Enzymy katalizujace utlenienia i redukcji r6znego typu substratéw ( reakcje redoks) to oksydoreduktazy (EC. 1...).
Reakcje te polegajg na odebraniu atoméw wodoru (protondéw i elektronéw) lub wprowadzeniu atomow tlenu do
substratu. Gtéwne miejsca dziatania: mitochondria, peroksysomy, a takze cytoplazma. Koenzymami mogg byc:
NAD*, NADP*, FMN, FAD, DPT, liponian, koenzym Q
Wyrdinia sie nastepujace podklasy oksydoreduktaz: Dehydrogenazy, Reduktazy, Oksydazy, Oksygenazy,
Peroksydazy, Katalaza
1. Dehydrogenazy

Katalizujg utlenianie substratu przez odebranie wodoréw, akceptorem wodordéw jest inna substancja niz
tlen. Uczestnicza gtéwnie w reakcjach degradacji roznych zwigzkéw organicznych

AH; + B & A + BH; utlenianie substratu A

1a) dehydrogenazy wspoétdziatajgce z koenzymami : NAD* (dinukleotyd nikotynamidoadeninowy)
NADP* (fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego)
W wyniku reakcji nastepuje utlenianie grup -OH — tworzg sie aldehydy badz kwasy, atomy wodoru przytaczajg sie
do pierscienia niacyny. PrzejScie NAD* do NADH + H* mozna $ledzi¢ metodami optycznymi (340 nm), po redukgji
pojawia sie absorbancja przy 340 nm
Przyktady:

- dehydrogenaza mleczanowa: mleczan + NAD* < pirogronian + NADH + H*



- dehydrogenazy alfa-ketokwaséw: (kwasu pirogronianowego i alfa-ketoglutarowego, dehydrogenazy alfa-
ketokwasdw powstajgcych z aminokwaséw, wspdtdziatajg z koenzymem A (CoA-SH) oraz difosfotiaming (DPT) i
liponianem (Lip-SH)),
pirgronian + NAD* + CoA-SH — acetylo-CoA + CO, + NADH + H*
- dehydrogenazy
- katalizujgce niektére reakcje w cyklu Krebsa: np. dehydrogenaza: izocytrynianowa i jabtczanowa
- dehydrogenazy, ktére biorg udziat w torach metabolicznych przemiany:
- weglowodanowej: dehydrogenaza aldehydu 3-fosfo-glicerolowego,
- lipidowej: dehydrogenaza 3-hydroksyacylo-CoA,
- aminokwaséw: dehydrogenaza glutaminianowa,
1b) dehydrogenazy wspoétdziatajace z koenzymami flawoproteinowymi FMN i FAD
W wyniku reakcji nastepuje utlenianie ugrupowania alkilowego — tworzg sie wigzania podwdjne. Atomy wodoru
przytaczajg sie do N-1 i N-10 pierscienia izoalloksazyny. Przejscie FAD w FADH2 mozna sledzi¢ metodami
optycznymi (280, 380, 450 nm). Po redukgc;ji flawiny stajg sie bezbarwne i absorbancja o dtugosci fali 450 nm znika
Przyktady
- dehydrogenaza bursztynianowa (cykl Krebsa): bursztynian + FAD < fumaran + FADH,
- dehydrogenazy — biorgce udziat w torach metabolicznych, przemiany:
weglowodanowej: dehydrogenaza 3-fosfo-glicerolowa,
lipidow: dehydrogenaza acylo-CoA oraz dehydrogenaza dihydrosfingozyny.
1c) dehydrogenaza zredukowanego NADH + H* (jako skfadnik tancucha oddechowego w mitochondriach
katalizuje przeniesienie elektrondw z NADH na koenzym Q; umozliwia przejscie reakcji dwuelektrodowych w
jednoelektronowe
2. reduktazy — katalizujg reakcje redukcji substratu przez wprowadzenie do jego czgsteczki atomow wodorow.
Koenzymami reduktaz sg NADH + H* i NADPH + H*.
A +BH, © AH; + B
redukcja substratu A (BH, = NADH + H* lub NADPH + H*)
zredukowany koenzym NADH + H* oddaje wodory posrednikom tancucha oddechowego w mitochondriach,
zredukowany koenzym NADPH + H* dostarcza wodory do syntez,
Przykiad:
- reduktaza 3-ketoacylo-CoA : udziat w synteza kwasow ttuszczowych, a dalej lipidow prostych i ztozonych
3-ketoacylo-CoA + NADPH + H* < 3-hydroksyacylo-CoA + NADP*
- reduktazy uczestniczace:
w syntezie cholesterolu, hormondw steroidowych, kwasow zétciowych
w reakcji redukcji dihydrofolianu do tetrahydrofolianu (FH4),

rybonukleotyddow do deoksyrybonukleotydow,



- reduktaza glutationu
katalizuje regeneracje utlenionego glutationu (GSSG) do jego formy zredukowanej (GSH)
NADPH + H* + GSSG-> NADP* + 2 G-SH
- transhydrogenaza katalizuje reakcje przeniesienia wodoréw z zredukowanego koenzymu NADP na koenzym
NAD*
NADPH + H" + NAD* — NADP + NADH + H*

3. oksydazy

katalizujg reakcje utlenienia substratu przez usuwanie (odebranie) atoméw wodoru, zas akceptorem
tych wodoréw jest tlen atomowy lub czasteczkowy

3a) oksydazy, katalizujgce reakcje, w ktérych powstaje woda: AH; + % 0, —> A + H,0

Przyktad:
- oksydaza cytochromowa (hemoproteina, metaloproteina, koncowy sktadnik tancucha oddechowego, zawiera
jony Fe i Cu, ktore w sposéb odwracalny zmieniajg stopnie utlenienia, petni podwdjna funkcje: bierze udziat w
transporcie elektronéw i aktywuje tlen, tak ze zachowuje sie on jak tlen atomowy:

cyt(Fe?*,Cu™*)a/a; + % 0, + 2H* — cyt (Fe*', Cu**) a/as + H,0
3b) oksydazy, katalizujgce reakcje, w ktorych powstaje nadtlenek wodoru: AH, + O, — A + H;0,
Przyktad:
- oksydaza glukozy lub L-aminokwaséw (flawoproteina): aminokwas + FAD — iminokwas + FADH: + NHs + H;0,

toksyczny H,0; jest usuwany przez katalaze

- oksydaza monoaminowa (utlenianie adrenaliny, tyraminy)
4. oksygenazy

katalizujg reakcje utleniania przez wprowadzenie do czasteczki substratu jednego lub dwdch atomdw
tlenu
4a) monooksygenazy (zwyczajowo zwane hydroksylazami) — katalizujg reakcje wiaczenia do substratu tylko
jednego atomu tlenu, z wytworzeniem —OH, za$ drugi atom tlenu ulega redukcji i zostaje wtgczony w czasteczke
wody:

AH + O; + XH; (NADP*+H*) > AOH + X(NADP) + H.0

4al) monooksygenazy pterynowe katalizujg reakcje hydroksylacji w obecnosci NADPH i tetrahydrobiopteryny
(Ha-biopteryny)
Przyktad:
- monooksygenaza fenyloalaniny:

fenyloalanina + O; + Hs-biopteryna + 2 x NADPH + H* - tyrozyna + H;-biopteryna + NADP* + H,0

- monooksygenaza tryptofanu



tryptofanu - 5-hydroksytryptofanu (prekursor serotoniny)
4a2) monooksygenazy miedzio-zalezne katalizujg reakcje hydroksylacji, ktére zachodzg przy wspétudziale jonow
miedzi i kwasu askorbinowego, wytwarzanie hormondw katecholowych (adrenalina, noradrenalina),
Przyktad:
- monooksygenaza DOPA-aminy:
DOPA-amina +0; +Cu(2+) + kwas askorbinowy — noradrenalina + Cu(1+) +kwas dehydroaskorbinowy + H,0
4a3) monooksygenazy zelazo-zalezne (niehemowe)
Przyktad:
- hydroksylaza tyrozynowa (w obecnosci tetrahydrobiopteryny) — tyrozynaza (utlenianie fenoli i i o-difenoli do
chinonodw)

tyrozyna - DOPA (= dihydroksyfenyloalanina), DOPA > DOPA-chinon
4a4) monooksygenazy zielazo-zalezne — hemoproteinowe — katalizujg reakcje hydroksylacji substratow w
obecnosci cytochroméw Paso
Przyktad:
- monooksygenazy katalizujg reakcje powstawania hormondéw steroidowych z cholesterolu, biorg udziat, np. w
inaktywacji lekéw, karcynogendw, cyklicznych weglowodoréw — zwigzkdéw, ktdre mogg dostac sie do organizmu ze
Srodowiska (odtruwanie)
4b) dioksygenazy — katalizujg reakcje utleniania przez wprowadzenie do substratu dwoch atoméw tlenu: A + O,
— AO;
Przyktad:
- hydroksylaza prolinowa (kwas askorbinowy, Fe?*)
dioksygenaza katalizuje witaczenie tlenu do proliny i do o—ketoglutaranu (reakcja utleniania proliny do
hydroksyproliny

— prolina + O; + kwas a-ketoglutarowy — —4-OH-prolina- + CO, + kwas bursztynowy

brak witaminy C — objawy szkorbutu (krwawienie z dzigset, krucho$¢ scian naczyn, wigzadet)
- dioksygenazy katalizujg reakcje rozszczepiania aromatycznych uktadéw pierscieniowyc: katechol + O, - kwas
mukonowy
Przyktad:
- dioksygenaza tryptofanu: (np. degradacja tryptofanu):tryptofan + O, — formylokinurenina
5. peroksydazy (hemoproteina) — wystepuje w mleku, leukocytach, zawiera 4 hematyny, luzniej zwigzane z
biatkiem niz w katalazie, katalizuje reakcje, w ktdrych donorem wodoru mogg by¢ rézne zwigzki, ale akceptorem
wodoru jest zawsze nadtlenek wodoru H,0,: AH, + H.0. — A + 2H,0
Przyktad:

- peroksydaza GSH = zredukowanego glutationu, Se — zalezna



Wystepuje w erytrocytach — uczestniczy w usuwaniu reaktywnych form tlenu, w leukocytach wykorzystuje H,0,
do utleniania bakterii. Wystepuje w roslinach: chrzan, rzepa, ziemniaki. W tarczycy katalizuje utlenianie jonu
jodkowego do aktywnego jodu, ktéry joduje reszty tyrozyny (tyroksyna): 2 GSH + H,0, — G-S-S-G + 2 H,O

6. katalaza

Hemoproteina, zawiera 4 uktady hematyny, katalizuje reakcje, w ktérej substratem i akceptorem wodoréw jest
nadtlenek wodoru. Wystepuje w erytrocytach, komdrkach watroby i nerek, uczestniczy w usuwaniu reaktywnych
form tlenu, powstatych dziataniem tlenowych dehydrogenaz, chroni lipidy btony komérki i hemoglobine przed
utlenieniem. Dzieki katalazie erytrocytow stosowana do dezynfekcji woda utleniona rozktada sie wydzielajac tlen,

ktory niszczy bakterie i mechanicznie oczyszcza rane, H.0, + H,0, — O; + 2H,0

Procesy mogq by¢ napedzane
zmiang entalpii lub entropii (fatdowanie, tworzenie bton)
AG = AH —T AS, AG miara napedu

Reakcja niespontaniczna musi by¢ sprzegnieta ze spontaniczng

Gtéwne zrédto energii dla komaérki, to synteza wody.
Transport elektrondw, protonéw, potem pompowanie H*, powrdt H* i wymuszanie zmiany srodowiska (polarne
ADP" i Pi’) na niepolarne, aby wytworzy¢ wigzanie bezwodnikowe w ATP (wigzanie energii w ATP),

Spalanie wegla takze Zzrédtem energii — glikoliza — fosforylacja substratowa
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Czes¢ doswiadczalna

Zasada metody oznaczania aktywnosci dehydrogenazy bursztynianowej

Utlenianie kwasu bursztynowego heksacyjanozelazianem potasu

Dehydrogenaza bursztynianowa jest jednym z enzymdéw cyklu Krebsa, ktéry katalizuje reakcje utleniania
bursztynianu do fumaranu. Akceptorem wodoru w tej reakcji jest FAD, ktéry ulega redukcji do FADH,.
Odtworzenie czgsteczki FAD katalizuje reduktaza bursztynian-koenzym Q wchodzaca w sktad kompleks Il tancucha
transportu elektrondw.
Inhibitorami reakc;ji katalizowanej przez dehydrogenaze bursztynianowg sg m. in.:
e malonian — podobnie jak inne kwasy dikarboksylowe ze wzgledu na podobng budowe strukturalng do
substratu jest inhibitorem kompetycyjnym reakcji
e HgCl, — jony metali ciezkich, s3 zdolne do tworzenia trwatych wigzan kowalencyjnych z enzymem poza
jego miejscem aktywnym (inhibitor niekompetycyjny)
W warunkach fizjologicznych elektrony pochodzace z utlenienia FADH, sg przenoszone na centra Fe-S a nastepnie
na ubichinon (CoQ). W warunkach laboratoryjnych mozna zastosowac réwniez sztuczne akceptory elektrondw,
takie jak heksacyjanozelazian(lll) potasu, Zaletg zastosowania sztucznego akceptora jest mozliwos¢ Sledzenia
zmiany barwy w trakcie reakcji
Ks[Fe(CN)e] +e <> Ka[Fe(CN)s]

26ty bezbarwny

Procedura

1. Przygotowanie homogenatu
Do zlewki wprowadzi¢ (odwazyé) 10 g watrébki drobiowej i doda¢ 50 ml buforu fosforanowego o pH=6.
Homogenizowac przez 3 min, a nastepnie przesaczy¢ przez podwdjng warstwe gazy do nowej zlewki. Przesgcz

zachowac do dalszych analiz.

2. Inkubacja wstepna
Przygotowad mieszaniny inkubacyjne w 8 erlenmajerkach (falkonach) z korkami wedtug ponizszej tabeli.
Przygotowac 8 probowek i ponumerowac je kolejno od B1 do B8. Do poszczegdinych probéwek wprowadzic

odpowiednie roztwory, zgodnie z propozycjq w tabeli
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Oznaczenie probek Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8
0,1 M bufor fosforanowy

1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
pH=6,0 (ML)
0,05 M bursztynian sodu (mL) | - 0,1 0,1 2,0 0,1 2,0 0,1 2,0
0,05 M malonian sodu (ml) - - - - 0,1 0,1 - -
0,01 M HgCl (ml) - - - - - - 0,1 0,1
0,5 % Ks[Fe(CN)g] (mL) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Woda destylowana (mL) 3,0 2,9 2,9 1,0 2,8 0,9 2,8 0,9
Przygotowane préobki inkubowaé w temperaturze 37°C przez 5 min (taznia wodna).

3. Inkubacja wtasciwa
Do kazdej mieszaniny inkubacyjnej doda¢ po 0,5 mL przesaczu uzyskanego z homogenatu watroby. Do prébki B2
dodatkowo dodaé 2ml kwasu trichlorooctowego. Prébki dobrze wymieszac i inkubowaé w temperaturze 37°C. Po
30 min wyja¢ wszystkie probki i doda¢ do kazdej (poza prébka B2) 2,0 mL kwasu trichlorooctowego w celu

zatrzymania reakcji.

Oznaczenie probek Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8

Przesacz (ml) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

10% kwas trichlorooctowy
- 2,0 - - - - - -
(mL)

Przygotowane prébki inkubowa¢ w temperaturze 37°C przez 30 min (taznia wodna).

10% kwas trichlorooctowy
2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
(mL)

4. Pomiar absorbancji
Probki wirowac przez 10 min, przy 3000 rpm, a nastepnie po 2 mL otrzymanego nadsgczu przenosi¢ delikatnie
do kuwety pomiarowej i oznacza¢ absorbancje préobek przy dtugosci fali 420 nm wzgledem wody

destylowanej.
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