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4 BIOLOGISCHE OXIDATION

Oxidations-Reduktions-Reaktionen sind im lebenden Organismus die Hauptquelle fur
chemisch verwertbare Energie. Unter aeroben Bedingungen (in Anwesenheit von O2) werden
die Kohlenstoffatome der Substrate letztlich zu CO,, die Wasserstoffatome zu H.O oxidiert.

Eine Oxidations-Reduktions-Reaktion schreibt man:
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Die Schreibweise bedeutet: Vom reduzierten Substrat Sred werden Elektronen auf Aox
Ubertragen. Dabei wird Sred zu Sox oxidiert und Aox zu Ared reduziert. Da Reduktions- und
Oxidationsvorgang stets gekoppelt sind, spricht man von Redox-Reaktionen; die beteiligten
Enzyme heillen Oxidoreduktasen. Bei gleicher Konzentration bestimmen die Redoxpotentiale
der Partner, welche Richtung der Elektronenfluss nimmt, d.h. in welcher Richtung die Reaktion
spontan ablauft.

Mehrere Redox-Reaktionen kdnnen zu einer Elektronentransport-Kette verbunden sein, z.B.:
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Die Redoxpotentiale werden von links nach rechts positiver; die Elektronen werden auf den
Sauerstoff Ubertragen. In Zellen aerob lebender Organismen werden die Elektronen des
Substrat-Wasserstoffs in der Atmungskette ebenfalls auf Sauerstoff Gbertragen. Der Vorgang
findet in den Mitochondrien an Enzymsystemen statt, die in der inneren Membran lokalisiert
sind

Die Redoxpotentiale werden von links nach rechts positiver; die Elektronen werden auf den
Sauerstoff Ubertragen. In Zellen aerob lebender Organismen werden die Elektronen des
Substrat-Wasserstoffs in der Atmungskette ebenfalls auf Sauerstoff Ubertragen. Der Vorgang
findet in den Mitochondrien an Enzymsystemen statt, die in der inneren Membran lokalisiert
sind.

Die Substrate mit stark negativen Redoxpotentialen, die die Elektronen an die Atmungskette
liefern, stammen aus dem Intermediarstoffwechsel (Citratzyklus, Aminosaureabbau,
Glykolyse, Fettsaureabbau).
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Die Elektronentransportkette in der Mitochondrienmembran ist an die Synthese energiereicher
Phosphate gekoppelt (oxidative Phosphorylierung).

4.1 Gewinnung von Mitochondrien aus Herzmuskel und Messung der
Succinat-Dehydrogenase-Reaktion

Versuchsprinzip:

Zur praparativen Gewinnung von Mitochondrien muss man Zellen oder Gewebe zerstoren. In
unserem Versuch geschieht das mit Hilfe eines Homogenisators, einem Teflon- oder
Glasstempel, der eng in einem Glaszylinder geflihrt wird. Zellen, die durch Bewegen des
Stempels zwischen Stempel und Glaswand geraten, werden durch die auftretenden
Scherkrafte zerrissen. Das Homogenat wird durch niedertouriges Zentrifugieren von groben
Zelltrimmern und den Zellkernen befreit Die im Uberstand befindlichen Mitochondrien
sedimentieren bei héherer g-Zahl. Sie stellen eine Roh-Mitochondrien-Fraktion dar, die noch
durch Membranbestandteile der Zellen verunreinigt ist. Wir verwenden diese Rohfraktion zur
Bestimmung der Succinat-Dehydrogenase-Aktivitat.

Succinat wird durch Succinat-Dehydrogenase (SDH), ein FAD-abhangiges Enzym, zu
Fumarat dehydriert. Das FAD Ubernimmt die Wasserstoffe und tbertragt sie in vivo auf
Ubichinon.

Succinat FAD «— —» Ubi-Hydrochinon

Fumarat FADH, Ubichinon

In unserem Versuch bieten wir dem Enzym einen kunstlichen Elektronen- und
Wasserstoffakzeptor an, das Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC). TTC geht bei Reduktion in
eine Substanz Uber, die man Formazan nennt und die intensiv rot gefarbt ist.

Succinat FAD «— —» Formazan (rot)

Fumarat FADH, TTC
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Bestimmung der Substratabhangigkeit der Enzymreaktion:

Die Messung der Extinktion des roten Farbstoffs erlaubt die Bestimmung der Reaktions-
geschwindigkeit in Abhangigkeit von der Substratkonzentration.

Bei welcher Substratkonzentration bestimmt man die Enzymaktivitat?
Versuchsdurchfiihrung:

Gewinnung von Mitochondrien: Hihnerherz (ca. 0,3 g vom Schlachthof) wird mit der Schere in
moglichst kleine Stickchen geschnitten und mit 10 mL einer gepufferten isotonen
Saccharoseldsung in den Homogenisator tberfihrt. Unter Eiskiihlung wird von Hand so lange
homogenisiert, bis praktisch keine Gewebeteile mehr zu erkennen sind. Eine solche
Behandlung zerstort den grof3ten Teil der Zellen. Das Homogenat wird 10 Minuten bei 1000 g
(3000 Upm) zentrifugiert. Der triibe Uberstand wird abgenommen und nochmals bei 8000 g
zentrifugiert; jetzt sedimentieren die Mitochondrien als braune Schicht. Der Uberstand wird
verworfen und das Sediment in Phosphatpuffer (0,1 mol/L) pH 7,0 suspendiert. Diese
Mitochondrien-Fraktion wird als Enzymquelle verwendet.

6 Zentrifugenglaser werden mit 1-6 beschriftet und es wird nach folgendem Schema pipettiert:

Glas Nr. 1 2 3 4 5 6
Puffer-Losung 1mL
0,06 mmol/L Succinat . 1 mL —
0,15 mmol/L Succinat . 1 mL
0,30 mmol/L Succinat 1 mL

0,60 mmol/L Succinat _ 1 mL

1,20 mmol/L Succinat - 1 mL

Nun wird in alle Glaser pipettiert:
je 0,3 mL TTC-Ldsung

je 0,1 mL Mitochondriensuspension
Gut mischen und die Glaser in ein 37 °C-Wasserbad stellen.

Nach 20 Minuten Inkubation die Proben ins Eisbad stellen und in alle Glaser ca. 1 mL
eiskalte 10%ige Trichloressigsaure (TCA) pipettieren. Man arbeitet mit einer 10 mL
Messpipette, da es auf Schnelligkeit ankommt! Gut mischen und die Glaser weitere 10
Minuten im Eisbad belassen. Nun pipettiert man in jedes Glas genau 2,0 mL Ethylacetat,
verschliel3t die Glaser mit Silikonstopfen und schittelt kraftig. Dabei geht der
wasserunldsliche Farbstoff in die organische Phase Uber. Die unmischbaren Phasen werden
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durch Zentrifugation (5 min, 3000 Upm) getrennt und die oberen Phasen werden vorsichtig mit
einer Pasteurpipette in trockene Zentrifugenglaser Uberfihrt. Es wird im Fotometer bei 492 nm
gegen Probe 1 gemessen.

Zeichnen Sie ein Diagramm:

- Abszisse : Substratkonzentration (mmol/l)

- Ordinate: Ea9

Was bedeutet die Kurve?
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4.2 Aufnahme der Absorptionsspektren von oxidiertem und

reduziertem Cytochrom C

Versuchsprinzip:

Das Hamoprotein Cytochrom C ist ein Elektronenlbertrager. Es wird in der Atmungskette von
Cytochrom C-Oxidase oxidiert. Cytochrom C besitzt in seiner reduzierten Form ein anderes
Absorptionsspektrum als in der oxidierten Form.

Versuchsdurchfiihrung:

Die Losungen sind bei gleicher Temperatur aufzubewahren. Das Fotometer ist bei einer
Wellenlange von 500 nm gegen eine mit H2Oqest geflllte Klvette abzugleichen. Fur die
Messung werden 2 mL Cytochrom C-L6ésung (40 umol/L) in die MesskUvette pipettiert. Man
liest die Extinktion der Lésung bei 500 nm ab und stellt nachfolgend die Extinktionen in
Schritten von 10 nm bis zu einer Wellenlange von 600 nm fest.

(Achtung ! Bei jeder neu eingestellten Wellenlange muss ein neuer Abgleich gegen eine mit
H2Oqest gefllite Kivette erfolgen!)

Zur Aufnahme des Absorptionsspektrums von reduziertem Cytochrom C werden zum
Klvetteninhalt (Cytochrom C-Stammldsung) 20 pl Ascorbinsaure (20 mmol/l) pipettiert. Nach
grindlichem Mischen wird die Reduktion abgewartet, die nach ca. 20 Minuten beendet ist.
Dann verfahrt man wie oben beschrieben.

Auswertung:

Die Absorptionsspektren von Cytochrom C (oxidierte Form und reduzierte Form) sind
aufzunehmen und auf Millimeterpapier zu zeichnen.

Die Absorptionsmaxima sind anzugeben.
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4.3 Untersuchung der Cytochrom C-Oxidase

Versuchsprinzip:

Cytochrom C-Oxidase ist das Enzym, das die letzte Stufe der Atmungskette katalysiert. Das
Enzym Ubertragt Elektronen, die es vom Cytochrom C Ubernimmt, auf molekularen Sauerstoff.
Cytochrom C-Oxidase kann durch CN-lonen gehemmt werden (Giftwirkung von Blausaure!)

Versuchsdurchfiihrung:

Die Messung wird im Eppendorf-Fotometer mit 1 cm-Kuvetten durchgefiihrt (Vergleiche
vorherige Aufgabe). Es wird gegen eine mit H2Odest gefiilite Kiivette gemessen.

In die Kivette pipettiert man 2 mL Cytochrom C-L6ésung und die Startextinktion wird
abgelesen. Nach Zugabe von 0,2 mL Ascorbinsdure wird die Extinktion im Minuten-Abstand
abgelesen, bis nach ca. 6 Minuten ein konstanter Wert erreicht ist.

Nach Zugabe von 0,1 mL Herzmuskelextrakt (Enzymquelle) werden die Extinktionswerte in
Minutenabstanden abgelesen, bis nach ca. 8 Minuten wieder ein Endwert erreicht ist. Erst jetzt
ist das Gleichgewicht zwischen von Cytochrom C-Oxidase katalysierter Oxidation und
Reduktion durch Ascorbinsaure erreicht.

Die weitere Zugabe von 0,05 mL Ascorbinsaure verschiebt dieses Gleichgewicht nur
geringfugig: 6 x in Minutenabstanden ablesen. Nach Zugabe von 0,02 mL KCN (0,1 mol/l) wird
6 x im Minutenabstand die Extinktion festgestellt. Am Ende der Messung liegt Cytochrom C
durch den Ascorbatiberschuss wieder vollstandig reduziert vor.

Cytochrom C-Oxidase-Extinktionen (550 nm)

2 mL Cytochrom C o)

0,2 mL Ascorbinsaure 1 2’ 3 4 5 6’

0,1 mL Herzmuskelextrakt 7 8’ 9 10° 11’ 12’ 13’ 14

0,05 mL Ascorbinsaure 15’ 16’ 17 18’ 19’ 20°

0,02 mL KCN 27 22’ 23 24’ 25 26’
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