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A MITOKONDRIALIS ENERGIATERMELO FOLYAMATOK VIZSGALATA: AZ ELEKTRON TRANSZPORT, A
H*-ELEKTROKEMIAI POTENCIAL ES AZ ATP-SZINTEZIS KAPCSOLATANAK TANULMANYOZASA

A légzési szubsztratok oxidacidja, az ADP foszforilacidja és a mitokondrium iontranszportja az un.
kemiozmotikus hipotézis szerint az elektrontranszporthoz H*-ion gradiens kialakuldsa révén kapcsolt. A légzési
lanc redox-1épéseinek szabadenergiavaltozasa terhére a légzési lanc komponensei H*-ionokat juttatnak ki a belsé
membran matrix-oldalarol a belsé és kiils6 membran hatarolta "intermembran” térrészbe, ezaltal a matrix (mx) és

az intermembran (im) térrész kozétt koncentracio-gradiens (H*-ionra) és elektromos potencialkiilénbség alakul ki
(AEm)- E két tag algebrai 6sszegét a proton elektrokémiai potencialjanak nevezzik:

2,3RT
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A proton elekirokémiai potencialjanak terhére szamos aktiv iontranszport-folyamat (Ca -, foszfat-,

AP=AE_ +

szukcinat-felvétel, a mitokondrium sajat fehérjéinek transzportja) és nem utolsé sorban ATP-szintézis folyhat. E
folyamatok lejatszédasa H+-ionoknak az elektrokémiai gradiens iranyaba (a matrix-tér felé) térténd transzportjahoz
kotott. igy, pl. 1 mol ATP szintézise 2 mol H+—ion matrixba torténd transzportjaval jar. Azok az anyagok, amelyek a

H*-ion koncentracié-gradienst megsziintetik, egyszersmind a fenti energiaigényes folyamatok hajtéerejét is

megszulntetik: jelenlétiikben az energiatermelés és felhasznalas kapcsolata séril ("szétkapcsol6 szerek", altalaban

lipofil molekulak, melyek a mitokondrium bels6 membranjan keresztul H+-ionok atjutasat teszik lehetéve, pl. 2,4-
dinitro-fenol).

A kisérleti koriimények gondos megvalasztasaval elérhetd, hogy a mitokondrium-preparatum légzése soran
létrehozott proton-gradiens (AP) els@sorban iontranszportra, vagy éppen foszforilaciora (ATP-szintézis)
hasznalddjon fel. Az elébbi lehetdséget egy kalium-ionofér vegyllet, a valinomicin segitségével, a mitokondrium

protongradiens-figgé kalium felvétele kimutatdsaval tanulmanyozhatjuk.

Az oxidativ foszforilacid6 és az elektrontranszportlanc egyes sajatsagait a mitokondrium-szuszpenzié

oxigénfogyasztasanak mérésével vizsgaljuk.
SZUBSZTRAT OXIDACIO ES KAPCSOLATA AZ ATP-SZINTEZISSEL

1. Respiraciés kontroll és a P/O hanyados

Ep mitokondriumok megfeleld kisérleti koriilmények kdzott a légzési szubsztratokat egyidejii ATP-szintézis mellett
oxidaljak, és az oxigénfelvétel sebessége alkalmas miszerrel ("oxigraf') mérhetd. A szubsztratok oxidacidjanak
sebessége optimalis korilmények koézott (telitési szubsztratkoncentracid, anorganikus foszfat és oxigén
jelenlétében) csak a mitokondrium koncentracidjatol és az ADP (a foszforilalhatd akceptor) jelenlététél fligg. ADP
jelenlétében ugyanis az ADP->ATP atalakulas a protongradiens megsziintetése miatt stimulalja az
oxigénfogyasztast. Ezt nevezzik az oxigénfogyasztas "akceptor-kontrolljanak". ADP hianyaban az

oxigénfogyasztas lassu ("nyugalmi" légzés), de ADP hozzaadasakor tébbszdrésére né ("aktiv" 1égzés). Az ADP
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elfogydsa utdn az oxigénfogyasztds sebessége visszatér az ADP-hozzaadas elétti lassu értékre. Az ADP

jelenlétében és elfogyasa utdn mért sebességek aranya a szubsztrat oxidacié és foszforilacié kapcsoltsagara

jellemzd, és respiraciés kontroll-hdnyadosnak nevezzuk:

\Y
RC = (+ADP) y1
V(aDpP)
32
P-vel jelzett anorganikus foszfat jelenlétében végezve a fenti kisérletet az ADP hozzaadas utén az
32
oxigénfelvétellel sztéchiometrikus ardnyban képzédik [y- P]-ATP; a sztdchiometriai egyutthaté az an. P/O hanya-

dos:

r1]32
P/ - mél[2P|- ATP 0
O mol oxigénatom
A P/O értéke intakt mitokondrium esetében attol fligg, hogy az oxidalédoé szubsztrat a légzési lancba melyik ponton
Iép be (ha a szubsztrat-szintl foszforilaciot leszamitjuk).

Ha a protongradienst megsziinteté szétkapcsolé anyagok vannak jelen, vagy a mitokondrium membranja

karosodott, mind az RC, mind pedig a P/O hényados lecsdkken, tehat ADP nem, vagy alig gyorsitia az

32
oxigénfelvételt, és P-vel nem jelzédik jelentés mennyiségl ATP (nincs nettd ATP-szintézis). Ugyanakkor viszont
a légzés kb. olyan sebességli, mintha ADP folyamatosan lenne a reakciéelegyben. A protongradiens folyamatos
"kisllése" a fenti esetekben akkor is stimulalja az oxigénfogyasztast, ha ATP keletkezésére nincs lehetdség.

Az ADP-bél torténd ATP-szintézist gatlé oligomicin a Iégzést is gatolja, mivel a kialakult protongradiens nem

hasznalodik fel jelenlétében. Hasonléan az oligomicin hatasahoz, olyan vegyiletek is gatolhatjak az oxigénfelvételt,
amelyek megakadalyozzak az ADP eljutasat a mitokondrium bels6é membran matrix fel6li oldalara (ahol az ATP-

szintézishez az ADP kotdhely van). Az atraktilozid és karboxiatraktilozid az ATP:ADP-transzlokazt gatoljak

specifikusan. Mivel a légzési lanc elektrontranszportja érintetlen, a protongradiens kiépult (csak éppen nem

hasznalddik fel), a lassu légzést csak szétkapcsoldszerekkel (pl. dinitrofenol) lehet meggyorsitani.

2. A légzési lanc gatlasa

A légzési lancot alkoté enzimkomplexek mindegyikének ismerjik szelektiv gatloszerét. Legismertebbek a
CN-, CO, (gatoljak a citokrom-a3 autooxidaciojat), antimycin-A (cit. b és c, kozotti elektronatmenetet), rotenon
(NADH-dehidrogenazt), malonat (szukcinat-dehidrogenazt). Jelenlétiikben a lanc gatolt tagjatol az oxigén felé esé
komponensek oxidalt allapotba kerlilnek, az elektrontranszport és a tovabbi oxigénfelvétel leall. Mivel
energiatermelés nincs, protongradiens sem épul ki; a légzés sem ADP-vel, sem szétkapcsoléanyagokkal nem

indithaté meg.
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3. A protongradiens és az iontranszport kapcsolata

A protongradiens energiaja terhére nem csak ATP szintetizalédhat, hanem ADP hianyaban kationok
felvétele is, ha a bels6 membranon a kérdéses ion at tud jutni. A Ca2+ bejutasa példaul a citoplazmabdl a matrixba
élettanilag is fontos, és szabalyozé szerepet tolt be. In vitro adott ionofor, pl. valinomicin (K+), vagy gramicidin (K+
és Na+) segitségével mas kationok is bejuttathaték. A membranpotencial a hajtéereje egyes, nem-kicserélédési
mechanizmussal a mitokondriumba jutd szubsztratok, valamint a citoplazmaban Ujonnan szintetizal6dott
mitokondrium-fehérjék felvételének is. A problémakor modellszerli tanulmanyozasahoz a légzési szubsztrattal
ellatott mitokondrium lassu oxigénfogyasztasat ADP hianyaban, ill. foszforilaciot gatlé szerek jelenlétében mérijuk,
majd a vizsgalt kationt (esetleg specifikus ionoforjaval) hozzaadjuk, és a légzésgyorsulast regisztraljuk. llyenkor a
matrix lugosodik, mivel a felvett kationnal ekvivalens H+-ion kertl ki az intermembran térbe. (Ezt bizonyitja, hogy az

akkumulalt kation kiaramlik a matrixbdl, ha protonofort [DNP] adunk.)

AZ OXIGENFOGYASZTAS SEBESSEGENEK MERESE POLAROGRAFIAS MODSZERREL, OXIGEN-
ELEKTRODDAL

platinabdl és ezist-ezistklorid allandé potencialu elektrédbdl dsszeallitott kombinalt elektréd, amelynek negativ
polusa a Pt. A két elekirdd telitett KCIl-ba mertil, és az elektrodkombinaciot egy vékony, az oldatot nem, de a benne
oldott gazokat ateresztd, polietiién-membran valasztja el a reakciotértél. Az elekirédra a polarizator egység (I. 1.
abra) 0,6 V fesziliséget ad, ezen az értéken az oldott oxigén elektrolitikusan redukaloédik. Ha valtoztatnank a
polarizald fesziltséget, és mérnénk a cellan atfolyé aram erésségét, ez egy lépcsbszerii gorbét adna, egy kozel
vizszintes szakasszal 0,5 és 0,8 V kozott. Ezen a szakaszon koridlményeink kdzott csak oxigén redukalddik a
platinaelektrédon. A Iépcsdé magassaga (tehat az atfolyd aram eréssége a plato-szakaszon) az adott potencialon
(pl. 0,6 V) toltést felvevd anyagnak, a molekularis oxigénnek az elektrédfelszinen valé koncentraciojaval, ez pedig
megfeleld, allando keveredés esetén az oldott oxigénnek a reakciéelegybeni koncentracidjaval aranyos. Tehat, ha
allandé, 0,6 V polarizald fesziliség mellett regisztraljuk a reakciéedénybe nyulé oxigén elektrédon atfolyé aram
erfsségét (az un. diffuziés hatararamot), az aranyos lesz az oldott oxigén pillanatnyi koncentraciéjaval. (Ez az
érték egy potenciometrikus rekorderen fesziiltséggé alakitva jelenik meg.) Az oxigénfogyasztast idében
kovethetjik, ha a rekorder regisztralopapirjat allandoé sebességgel (pl. 1cm/perc) hajtjuk, és a fesziltségvaltozas
értékeket irészerkezettel regisztraljuk.

A reakcidedény tartalmat tehat egyenletesen kevertetniink kell (motoros keverd altal az edényben forgatott
mianyaggal bevont kis magnessel); a reakcio inditasakor el kell zarni a leveg6tdl, hogy tovabbi oxigén ne oldddjon
be; és a reakcidelegy hémérsékletét a lehet6ségekhez képest allandd értéken kell tartani. A mi korilményeink
kozott elegendd, ha a kisérletek szobah&mérsékleten folynak (de a reakcidelegy hémérsékletét a reakcidk
befejez6désekor hdmérdével mérjik meg). A mért hdmérsékletre megadott telitési oxigén koncentraciot (ennek
felel meg a rekorder kiindulasi, 100%-ra altalunk, a kisérlet kezdetén beallitott alldsa) a 2. abran bemutatott

nomogramrol olvassuk le. A nulla oxigénkoncentraciora elektrédunkat Na-ditionit hozzaadasaval kalibraljuk.
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Patkanymaj mitokondrium preparalasa differencial centrifugalas moédszerével

Egy éjszakan at éheztetett kb. 150 g-os patkanyt vagjunk le, majat vegyik ki, blitsik le néhanyszor izolalé pufferben (0,25 M
szacharéz, 5 mM TRIS, 0,5 mM EGTA, pH 7,4-re allitva sésavval), jégben apritsuk darabkakra, mossuk néhanyszor jéghideg izolald pufferrel,
hogy a vért eltavolitsuk, majd homogenizaljuk 4-szeres térfogat izolalé pufferrel Potter-Elvehjem-tipusi homogenizaloban. El6szor gémbdos,
nagyrési, majd finomabb, hengeres dugattyGt hasznaljunk. Az utdbbit csak néhanyszor (4-5-szér) mozgatunk fel és le, hogy elkeriljik a
mitokondriumok karosodasat. A homogenatumot 600 * g-vel 12 percig centrifugaljuk (a csapadékban fel-nem-tart szdvetdarabkak, sejtmag,
plazmamembran van, az Uledék eldobhatd), a fellluszét tiszta centrifugacsébe oOntjik at, és 6-8000xg-vel 20 percig centrifugaljuk (a
feliluszéban mikroszoma-frakcio, citoszol, stb.). A mitokondriumot tartalmazé csapadékot jégben tarthatjuk el néhany éran at, és felhasznalas
el6tt jéggel toltott kémesd segitségével sajat levében homogenizaljuk (6vatosan!), kb. 60-80 mg/ml fehérjekoncentraciéra (ezt pl. biuret-
reakcidval hatarozhatjuk meg). A kész preparatumot és a reagenseket is jégben tartjuk. (Az ily moédon elGallitott preparatum mar készen all a

gyakorlatokon a hallgatok rendelkezésére.)

Reagensek
1. Inkubalé oldat: 80 mM KCI, 20 mM TRIS-HCI, 1 mM EGTA, 10 mM KHoPOy, pH 7,2
2. mitokondrium-szuszpenzié: 60-80 mg/mi
3. 0,7 M glutamat, 0,3 M malat pH 7,2
4. 0,75 M szukcinat, pH 7,2
5. 50 mM ADP, pH 7,2; 260 nm-nél le kell mérni 2-3000x higitasban. Pontos koncentraciéjat a P/O hanyados
kiszamitasahoz tudni kell. (Ext. koeff. = 15,4 mM-1ecm.-1)
6. 10 mM DNP
7. 0,08 mg/ml oligomicin (alkoholban oldva)
8. 0,1 M malonat pH 7,2
9. 100 mM KCN
10. 5 mg/ml atraktilozid
11. Na-ditionit szubsztancia.
Eszko6zok

Inkubalod edény (klvetta), oxigénelektrod polarizator-egységgel és potenciometrikus rekorderrel, magneses
keverémotor, kever6-magnes, vizlégszivattyu

20-200 pl és 1-5 ml kdzo6tt méré automata pipettak; héméré.

A Kkisérlet kivitelezése
Fontos: A hasznalt reagensek igen mérgezéek! Minden reagenshez rendszeresitsink 1-1 pipettacsért!
Tiszta papirlapra helyezziik 6ket és irjuk melléjik a reagens révid nevét. Ne szennyezzik at a reagenseket

egymassal!
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1. Az elektrod kalibralasa

A reakciéedénybe 3,0 ml inkubald oldatot mérink, az edényt buborékmentesen lezarjuk, majd tartalmat
lassan kevertetjik. A rekordert 1 cm/perc papirsebességre allitjuk, majd a polarizatoron levé forgatogombbal
100%-ra allitjuk. Addig allitgatjuk, amig ott stabilizalodik. Ez az érték felel meg tehat a teljes oxigénkoncentracionak
a kisérlet hémérsékletén. A nulla oxigénkoncentraciot par kristalynyi szilard Na-ditionitnak a reakcidelegyhez
adasaval érjik el. (A fedélen levé adagoldlyukon at fél spatulanyi ditionitot szérunk a reakciéelegyhez.) Ekkor az
iroszerkezet gyorsan a 0% felé mozdul. Amikor értéke stabilizalodott, a rekorder "0" gombjaval - 0 %-ra - allitjuk.
Ez a helyzet felel meg a késdbbiek soran a "0" oxigénkoncentracionak.

A miivelet végén vizlégszivattyaval eltavolitjuk a reakcidelegyet a kamrabdl, és 2-3-szor desztillalt vizzel kimossuk.

Ugyeljink a membran (oldalt van!) épségére!

2. A P/O hanyados meghatarozasa

Igen pontosan kell adagolnunk az ADP-t a mikropipettaval. Vegylk fel el6szér a kivant szubsztrat
aktiv, és a nyugalmi légzési szakaszt. Adjunk ismét 20 ul ADP-t, és hatasat mérjik meg. Az ADP/O (=P/O)-
hanyados az egyes ADP-adasokhoz tartozd oxigénfogyasok alapjan hatarozhaté meg az oxigén telitési

és diagramok).

3. ADP, oligomicin, DNP és KCN hatasa az oxigénfogyasztasra

A kisérletet szukcinattal és glutamat-malat szubsztratparral is el lehet végezni.
Javasolt reagenstérfogatok:
Inkubal6é oldat: 3,0 ml, mitokondrium: 50 pl, légzési szubsztrat: 20 pl, ADP: 20 pl (kb. 30%-o0s
oxigénfogyast okoz).
Jeldljik a regisztratumon, hogy milyen reagenst, mikor és mennyit adtunk.
Javasolt sorrend:

Inkubalo elegy + szubsztrat (lezarjuk buborékmentesen a kamrat a zarofedéllel, és megvarjuk, mig beall az

egyenesbe az irétoll, kb. 1 perc);

+ mitokondrium ( a fedélen Iév6é adagoldlyukon at buborékmentesen, és megvarjuk amig a kozel linearis
oxigénfogyasztas beall);

+ 20 ul ADP (a fedélen levd adagoldlyukon at beszivédik). Amikor az atmeneti gyors szakasz utan 2-3
percig Ujra lassu az oxigénfogyasztas, ujabb, de most 50 ul ADP-t adjunk. Az ADP beadasat kdvetéen meggyorsul
az oxigénfogyasztas, most kell gyorsan adni az oligomicint. A csaknem leallé légzés DNP-vel indithatd ujra, és
KCN-dal gatolhaté. (Igyekezzink, nehogy elfogyjon az oxigén). A kisérletet szemernyi ditionit hozzaadasaval
fejezziik be, amivel igazoljuk, hogy nem az oxigén hianya miatt allt le a 1égzés.
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4. Szukcinat oxidacio gatlasa malonattal

Szukcinat szubsztrat hasznalata esetén 20 pl malonattal kb. 50%-ig gatlédik a l1égzés.

Javasolt kivitelezés:

Inkubal6 oldat 3 ml, 50 pl mitokondrium, majd kb. 1 perc mulva 20 ul szukcinat és 20 ul DNP. 1 percig

meérjik az oxigénfogyasztast, majd 20 pul malonatot adunk. A gatlast kb. 100 pl szukcinattal lehet felfiiggeszteni.

5. Karboxiatraktilozid hatasanak tanulmanyozasa

Szubsztratként valasszuk a glutamat-malatot (lassubb légzés), és adjunk kb. 40-50 ul ADP-t, hogy a

reakcidelegy teljes oxigén tartalmahoz elég legyen (korabbi eredményeinkbél szamolhatd). A légzésgyorsulas

bekovetkezte utan 20 ul gatloszert adunk. Amikor a gatlas kialakult, ellenérizzik, hogy szétkapcsolészerrel (20 pl

DNP) a légzés megindithato-e.

Kiértékelés, felmeriil6 problémak

o o b w

Szamitsuk ki a mitokondrium nyugalmi és ADP-stimulalt oxigén-fogyasztasanak sebességét
(umol Oofperc/ul) témény mitokondrium-szuszpenzié és szukcinat, illetve glutamat-malat szubsztrat
hasznalata esetén.

Szamitsuk ki kisérleti adatainkat hasznalva a respiracios kontroll-hanyados (RC) értékét glutamat-malat és
szukcinat szubsztrat hasznalata esetén.

Szamitsuk ki a P/O hanyados értékét kisérleti adatainkbal.

Melyik mérés nem sikertilt, és mi lehetett a hiba?

Mi a szerepe a glutamatnak a malat transzportjaban?

Lehet-e valamilyen klinikai haszna egy nem mérgezd szétkapcsoldészernek? Milyen fizioldgiai folyamat

alapul a szétkapcsolas jelenségén?

O ELEKTROD
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1. dbra: Az oxigén-elektréd fesziiltségforrasa és érzékenység-szabalyzé6 egysége.
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io® [ 20° 25° 30°
Hémérséklet

2. abra: Levegovel telitett viz oxigén-koncentraciojanak valtozasa a hémérséklet fliggvényében.

Az altalunk hasznalt reakcidelegyre is ezt a gérbét alkalmazzuk.

O.Iml(5.2mg Prot.)
Patkany maj mitokondrium

3ombl o | 33mM|

lZOut?fglraS /Szukcmat
R } = 0.30mM ADP

0.15mM ADP

| Feleslegben
ADP
S ol
-0 =
= 02-0 , }

3. abra: Minta az ADP/O (P/O) hanyados mérési adatainak kiértékeléséhez.
A regisztratumon az ADP jelenlétében, illetve tavollétében mért sebességek nyomvonalait meghosszabbitjuk, és a
metszéspontok tavolsaganak megfelel6 oxigénfogyasztas adja meg a reakciéelegyhez adott ADP-re

felhasznalddott oxigén mennyiségét.
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elektrokémiai potencial és az ATP-szintézis kapcsolatanak tanulmanyozasa

Kiértékelés
A P/O hanyados meghatarozasa a mitokondrialis oxidacié soran
Reakcidelegy térfogata: ml
Reakcidelegy hémeérséklete: °C
Telitési oxigénkoncentracio (t °C-on) pmol/ml
Cellaban fogyott oxigén mennyisége umal
ADP térzsoldat koncentracioja: mM
Hasznalt ADP térfogat: pl
Felhasznalt ADP mennyiség pmol
Szamitas:
ADP-re fogyott Og................. %, mennyisége:.................. umdl
, ADP, pmoél .,
A l%)hanyados = = — = T ettt esaenae
2%0,, umol 2% ...
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