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Versuch 7





 Die mitochondriale Atmungskette





�
1. Selektive Extraktion von Membranproteinen





Das unbehandelte Rinderherz-Mitochondrien-Solubilisat ist eine hellbraune, trübe Suspension. 


Nach der Ultrazentrifugation (60 min, 100000 g) waren drei Schichten sichtbar: eine milchige Fettschicht auf der Oberfläche, ein dunkelbraunes Präzipitat am Boden, und dazwischen der klare, hellbraune Überstand.








2. Redoxspektrum der Cytochrome der mitochondrialen Atmungskette





In diesem Versuch werden die Absorptionsspektren der Cytochrome im RHM-Solubilisat, im Überstand und im Präzipitat aufgenommen. Anhand dieser Spektren kann dann jeweils die Konzentration des Cytochroms ermittelt werden.


Im Zweistrahlphotometer wird dabei eine oxidierte Probe (durch Zuganbe von 20 µl Ferricyanid) als „Leeransatz“ verwendet, die eigentliche Probe ist mit Natrium-Dithionit reduziert worden.





( [nm]�
RHM�
Überstand�
Präzipitat�
�
( [nm]�
RHM�
Überstand.�
Präzipitat�
�
530�
0,03�
0,03�
0,03�
�
580�
0,031�
0,029�
0,03�
�
532�
0,032�
0,031�
0,031�
�
582�
0,032�
0,028�
0,031�
�
534�
0,031�
0,0305�
0,029�
�
584�
0,032�
0,0275�
0,033�
�
536�
0,03�
0,0295�
0,026�
�
586�
0,032�
0,0265�
0,035�
�
538�
0,03�
0,0305�
0,024�
�
588�
0,033�
0,0255�
0,039�
�
540�
0,031�
0,032�
0,022�
�
590�
0,035�
0,025�
0,042�
�
542�
0,0315�
0,0365�
0,022�
�
592�
0,037�
0,024�
0,046�
�
544�
0,035�
0,045�
0,022�
�
594�
0,039�
0,0235�
0,051�
�
546�
0,043�
0,057�
0,024�
�
596�
0,042�
0,0225�
0,058�
�
548�
0,052�
0,0705�
0,029�
�
598�
0,046�
0,022�
0,067�
�
550�
0,061�
0,084�
0,036�
�
600�
0,052�
0,0205�
0,073�
�
552�
0,067�
0,0875�
0,045�
�
602�
0,053�
0,021�
0,08�
�
554�
0,066�
0,0875�
0,048�
�
604�
0,056�
0,021�
0,084�
�
556�
0,065�
0,082�
0,052�
�
606�
0,056�
0,0195�
0,083�
�
558�
0,068�
0,0835�
0,058�
�
608�
0,053�
0,019�
0,078�
�
560�
0,072�
0,0865�
0,062�
�
610�
0,048�
0,0185�
0,069�
�
562�
0,074�
0,087�
0,065�
�
612�
0,042�
0,0175�
0,058�
�
564�
0,072�
0,083�
0,064�
�
614�
0,036�
0,017�
0,049�
�
566�
0,064�
0,071�
0,057�
�
616�
0,031�
0,017�
0,04�
�
568�
0,053�
0,057�
0,047�
�
618�
0,031�
0,016�
0,034�
�
570�
0,044�
0,045�
0,037�
�
620�
0,027�
0,016�
0,03�
�
572�
0,038�
0,0375�
0,032�
�
622�
0,024�
0,015�
0,027�
�
574�
0,034�
0,034�
0,029�
�
624�
0,02�
0,0145�
0,025�
�
576�
0,033�
0,0315�
0,029�
�
626�
0,02�
0,014�
0,023�
�
578�
0,032�
0,03�
0,029�
�
628�
0,019�
0,0135�
0,022�
�
�
�
�
�
�
630�
0,019�
0,014�
0,021�
�



Der Gesamtproteingehalt im RHM-Solubilisat beträgt 10 mg/ml


	


(605-630 (Häm a / Häm a3) 	= 12,0 mmol-1 . l . cm-1


(562-575 (Häm b562 / Häm b566) 	= 28,5 mmol-1 . l . cm-1


(550-540 (Häm c / Häm c1) 	= 19,0 mmol-1 . l . cm-1





Lambert-Beersches Gesetz: 	E = ( . c . d	c = E / (( . d)





Küvettendicke d = 1 cm


RHM-Solubilisat





1 ml Sulubilisat in 4 ml Puffer ergibt einen Verdünnungsfaktor von 5.





c (Häm a / a3)		=    (E605 - E630) . 5 / ( d . ( )





			=    (0,056 - 0,019) . 5 / ( 1cm . 12,0 mmol-1 . l . cm-1 )





			=    0,0154 mmol/l   	=    15,4 µmol/l             


		      


                               	( 10 mg Protein in 1 ml => 10 g in 1 l )





			=    15,4 µmol / 10 g 	=   1,54 µmol / g








c (Häm b562 / b566)	=    (E562 - E575) . 2 / ( d . ( )





			=    (0,074 - 0,0335) . 5 / ( 1cm . 28,5 mmol-1 . l . cm-1 )





			=    0,00711 mmol/l   	=    7,11 µmol/l             


		      


			=    7,11 µmol / 10 g 	=    0,711 µmol / g








c (Häm c / c1)		=    (E550 - E540) . 5 / ( d . ( )





			=    (0,061 - 0,031) . 5 / ( 1cm . 19,0 mmol-1 . l . cm-1 )





			=    0,00789 mmol/l   	=    7,89 µmol/l             


		      


			=    7,89 µmol / 10 g 	=    0,789 µmol / g








Überstand





3 ml Überstand in 3 ml Puffer ergibt einen Verdünnungsfaktor von 2.





c (Häm a / a3)		=    (E605 - E630) . 2 / ( d . ( )





			=    (0,02 - 0,014) . 2 / ( 1cm . 12,0 mmol-1 . l . cm-1 )





			=    0,001 mmol/l   	=    1,0 µmol/l             


	      


			=    1,0 µmol / 10 g 	=    0,1 µmol / g








c (Häm b562 / b566)	=    (E562 - E575) . 2 / ( d . ( )





			=    (0,087 - 0,033) . 2 / ( 1cm . 28,5 mmol-1 . l . cm-1 )





			=    0,00379 mmol/l   	=    3,79 µmol/l             


		      


			=    3,79 µmol / 10 g 	=    0,379 µmol / g








c (Häm c / c1)		=    (E550 - E540) . 2 / ( d . ( )





			=    (0,084 - 0,032) . 2 / ( 1cm . 19,0 mmol-1 . l . cm-1 )





			=    0,00547 mmol/l   	=    5,47 µmol/l             


		      


			=    5,47 µmol / 10 g 	=    0,547 µmol / g








Präzipitat





3 ml Präzipitat in 3 ml Puffer ergibt einen Verdünnungsfaktor von 2.





c (Häm a / a3)		=    (E605 - E630) . 2 / ( d . ( )





			=    (0,0835 - 0,021) . 2 / ( 1cm . 12,0 mmol-1 . l . cm-1 )





			=    0,0104 mmol/l   	=    10,42 µmol/l             


	      


			=    10,42 µmol / 10 g 	=    1,042 µmol / g








c (Häm b562 / b566)	=    (E562 - E575) . 2 / ( d . ( )





			=    (0,065 - 0,029) . 2 / ( 1cm . 28,5 mmol-1 . l . cm-1 )





			=    0,00253 mmol/l   	=    2,53 µmol/l             


		      


			=    2,53 µmol / 10 g 	=    0,253 µmol / g








c (Häm c / c1)		=    (E550 - E540) . 2 / ( d . ( )





			=    (0,036 - 0,022) . 2 / ( 1cm . 19,0 mmol-1 . l . cm-1 )





			=    0,00147 mmol/l   	=    1,47 µmol/l             


		      


			=    1,47 µmol / 10 g 	=    0,147 µmol / g








�
RHM-Solubilisat�
Überstand�
Präzipitat�
�
c (Häm a / a3)�
   1,54   µmol/g�
   0,1     µmol/g�
   1,042 µmol/g�
�
c (Häm b562 / b566)�
   0,711 µmol/g�
   0,379 µmol/g�
   0,253 µmol/g�
�
c (Häm c / c1)	�
   0,789 µmol/g�
   0,547 µmol/g�
   0,147 µmol/g�
�






Ein Komplex II besteht aus 2 Häm b, ein Komplex IV aus 2 Häm a.





�
RHM-Solubilisat�
Überstand�
Präzipitat�
�
Komplex III�
   0,356 µmol/g�
   0,190 µmol/g�
   0,127 µmol/g�
�
Komplex IV�
   0,770 µmol/g�
   0,050 µmol/g�
   0,521 µmol/g�
�






Im Rinderherzmitochondrium, d.h. im Solubilisat, beträgt das stöchiometrische Verhältnis von Komplex III zu Komplex IV 0,46 - im Überstand 3,8 und im Präzipitat 0,244. 


3. Aktivitätstest: Elektronentransporte zwischen Succinat und Cytochrom c





In diesem Versuch wird untersucht, mit welcher Rate Cytochrom c in den einzelnen Ansätzen reduziert wird. Entscheidend für diesen Vorgang ist die Konzentration der Komplexe II und III in den einzelnen Ansätzen. Komplex II katalysiert die Wasserstoffübertragung von Succinat auf Ubihydrochinon. Komplex III (Cytochrom c Reduktase) überträgt Elektronen von Ubihydrochinon auf Cytochrom c. 





Da Komplex IV (Cytochrom c Oxidase) das entstandene reduzierte Cytochrom c wieder oxidieren würde, ist im Puffer B KCN enthalten, das diesen Komplex hemmt. Cytochrom c und Succinat werden in allen drei Ansätzen in gleichen Konzentrationen zugegeben.





Bei 550 nm zeigt reduziertes Cytochrom c eine deutlich höhere Extinktion als die oxidierte Form. Entstandenes reduziertes Cytochrom c läßt sich durch einen Anstieg der Extinktion bei dieser Wellenlänge nachweisen. Aus diesem Grund genügt zur Messung auch ein Einstrahlphotometer, da der Ausgangswert vor dem Start der Reaktion als Referenz angesehen werden kann.





Leider ist uns der Schreiberstreifen dieses Versuchsteils verlorengegangen. Beigeheftet und ausgewertet ist daher eine Durchschrift der Gruppe Speda/Weber.








Solubilisat





In 2,1 min ändert sich die Extinktion um 0,12 - daraus ergibt sich eine Änderung von 0,057 / min.





Lambert-Beersches Gesetz: 	E = ( . c . d	c = E / (( . d)


(550  =19,0 mmol-1 . l . cm-1





(c = 0,057 / (1 cm  .  19,0 mmol-1 . l . cm-1)  =  0,003 mmol . l-1 . min-1   =3 µmol . l-1 . min-1





Komplex III hat im Solubilisat eine Konzentration von 0,356 µmol/g = 3,56 µmol/l.


20 µl Solubilisat ( = 7,12 . 10-5 µmol Komplex III) wurden zu 2,5 ml Lösung gegeben. Daraus ergibt sich eine Konzentration für Komplex III in der Probe von 0,02848 µmol/l.





Elektronentransportrate = 3 µmol . l-1 . min-1   /  0,02848 µmol/l. = 105,34 min-1   








Überstand





In 1,8 min ändert sich die Extinktion um 0,06 - daraus ergibt sich eine Änderung von 0,0333 / min.





(c = 0,033 / (1 cm  .  19,0 mmol-1 . l . cm-1)  =  0,00175 mmol . l-1 . min-1   =  1,75 µmol . l-1 . min-1





Konzentration von Komplex III im Überstand: 0,190 µmol/g = 1,9 µmol/l.


20 µl Überstand ( = 3,8 . 10-5 µmol Komplex III) in 2,5 ml Lösung ergibt eine Konzentration für Komplex III in der Probe von 0,0152 µmol/l.





Elektronentransportrate = 1,75 µmol . l-1 . min-1   /  0,0152 µmol/l. = 115,13 min-1   








Präzipitat





Die Extinktion bleibt konstant, es kommt zu keiner Konzentrationsänderung. Die Elektronentransportrate ist demnach 0 min-1.











Die Elektronentransportrate gibt die Umsätze eines Komplexes pro Minute an. Im Solubilisat werden 105 Elektronen / Minute umgesetzt, im Überstand 115 Elektronen / Minute und im Präzipitat keine. 


Da Komplex III auch im Präzipitat vorhanden ist (siehe Versuchsteil 1), fehlt vermutlich Komplex II. Dadurch ist die Oxidation von Succinat nicht mehr möglich, und Cytochrom c kann nicht reduziert werden - die Elektronentransportrate ist dementsprechend 0.


Die höhere Elektronentransportrate im Überstand im Vergleich zum Solubilisat kann auf Meßungenauigkeiten zurückzuführen sein. 








4. Reduktionsmuster der Cytochrome in verschiedenen Funktionszuständen








Cytochrom b ist Redoxzentrum im Komplex III der Atmungskette (Ubihydrochinon-Cytochrom-c-Reductase), hier werden Elektronen von Ubihydrochinon auf Cytochrom c übertragen.


Cytochrom a / a3 sind Redoxzentren in Komplex IV (Cytochrom-c-Oxidase) und katalysieren die Elektronenübertragung von Cytochrom c auf Sauerstoff.





In diesem Versuch wird spektralphotometrisch der Anteil an reduzierten Cytochromen der jeweiligen Komplexe der Atmungskette untersucht. Ist dieser sehr hoch, weist dies auf eine Hemmung bzw. Blockade des in der Atmungskette nächsten Komplexes hin - es kommt vor dem Block zu einer Stauung der reduzierten Cytochrome, während die Elektronen hinter der Blockade weiterhin übertragen werden.





Durch Zugabe von Natrium-Dithionit nach Abschluß der Messungen werden die Cytochrome zu 100% reduziert - mit der nun gemessenen Extinktion kann man auf den Reduktionsgrad bei anderen Extinktionswerten schließen.


�
Versuch A








[nm]�
540�
550�
562�
575�
605�
630�
�
ohne Zusatz


�
0,03�
0,0265�
0,0245�
0,03�
0�
0�
�
+ 20 µl   


   Succinat�
0,03�
0,0415�
0,031�
0,031�
0,0065�
0�
�
+ 20 µl 


   KCN�
0,03�
0,047�
0,039�
0,0305�
0,0295�
0�
�
+ 2 Tr.


   Na-Dith.�
0,03�
0,057�
0,0655�
0,033�
0,054�
0,022�
�






�
Cyt. b


(562-575 nm)�
Cyt c + c 1 


(550-540 nm)�
Cyt a + a3 


(605-630 nm)�
�
�
Ext.�
%-Red.�
Ext.�
%-Red.�
Ext.�
%-Red.�
�
ohne Zusatz


�
0�
0�
0�
0�
0�
0�
�
+ 20 µl   


   Succinat�
0�
0�
0,0115�
42,59�
0,0065�
20,3�
�
+ 20 µl 


   KCN�
0,0085
