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Izolacja mitochondriow z komérek eukariotycznych
Cwiczenie i instrukcje przygotowat: dr inz. Andrzej Sktadanowski

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie studentow z metoda izolacji mitochondriow z komorek
eukariotycznych i oznaczanie aktywnosci znacznikowego enzymu mitochondrialnego —
dehydrogenazy bursztynianowej.

WSTEP
Mitochondria wystepujg w prawie wszystkich komdrkach eukariotycznych i petnig w
komorce wazne role w metabolizmie i oddychaniu tlenowym. Nastepuje w nich
konwersja energii do form mozliwych do uzycia jako zrédta energii w reakcjach
chemicznych jakie zachodzg w mitochondrium oraz komérce. W mitochondrium
prowadzone sg rozne rodzaje reakcji anabolitycznych i katabolicznych m.in. cykl
kwasow trojkarboksylowych (Krebsa), reakcje tancucha oddechowego, B-oksydacja
kwaséw ttuszczowych, czes¢ etapdw syntezy mocznika i uktadu porfirynowego, synteza
dtugotancuchowych kwaséw ttuszczowych.

Rys. 1 Przekrdj przez mitochondrium pokazujacy strukture ,grzebieniowg”.

Organelle te przedstawia sie zwykle jako wydtuzony cylinder o wymiarach 0.5-1 um (jest
wymiar zblizony do rozmiaru bakterii). Trzeba jednak pamieta¢, ze mitochondria sg
bardzo plastyczne strukturalnie i mogg zmieniaé ksztatt, podlegaé fuzji pomiedzy sobg i
ponownemu roztgczeniu. W cytoplazmie sg zwykle zwigzane z cytoszkieletem a
doktadnie z mikrotubulami, stad stopien i kierunek polimeryzacji mikrotubul wptywa na
orientacje i rozmieszczenie mitochondriow w komérce. W zaleznosci od rodzaju
komoérek moga tworzy¢ przesuwajace sie tancuchy mitochondrialne lub mitochondria
mogqg zajmowac ustalong pozycje w komorce i dostarczac ATP w miejscu gdzie jest
ono zuzywane. Dotyczy to szczegdlnie takich komorek jak komoérki miesnia sercowego
lub wici plemnika.



Mitochondrium zbudowane jest z uktadu podwdjnych bton (zewnetrznej i wewnetrznej),
ktére dzielg te organelle na dwa obszary funkcjonalne: przestrzen miedzybtonowsq i
macierz mitochondrialng.

W macierzy mitochondrium znajdujg sie enzymy (kilkaset) o réznych funkcjach np.
przeprowadzajacych reakcje utleniania pirogronianu, kwasow ttuszczowych, enzymy
szlaku kwasu cytrynowego. W macierzy znajduje sie rowniez kilka kopii
mitochondrialnego DNA (mtDNA), rybosomy mitochondrialne, tRNA i enzymy potrzebne
do ekspresji gendw na matrycy mtDNA.

W blonie wewnetrznej znajduja sie trzy typy biatek 1) biatka tancucha oddechowego;
2) kompleks enzymatyczny syntazy ATP; 3) biatka przenoszace (transportowe), ktére
regulujg przenoszenie metabolitbw pomiedzy macierzg a przestrzenig miedzybtonowa.
Ze wzgledu na to, ze syntaza ATP napedzana jest tzw. gradientem elektrochemicznym,
btona ta jest nieprzepuszczalna nawet dla matych jondéw. Ta wiasno$¢ biony
wewnetrznej mitochondrium zwigzana jest m.in. z zawartoscig specyficznego dla niej
fosfolipidu — kardiolipiny. Kardiolipina zawiera az 4 kwasy ttuszczowe na czasteczke co
prowadzi do tego, ze btona, w ktérej sktad wchodzi ten fosfolipid ma bardziej zwartg
strukture i w konsekwencji zmniejszong przepuszczalnosc.

Blona zewnetrzna zawiera poryny (biatka tworzace pory) jest wiec przepuszczalna
nawet dla stosunkowo duzych czgsteczek (ciezar graniczny <5000 Da). W btonie
wystepuja enzymy odpowiedzialne za synteze lipidowych sktadnikow bton
mitochondrialnych i enzymy przeksztatcajace sktadniki lipidowe do postaci
metabolizowanych w macierzy mitochondrium.

Przestrzen miedzybtonowa =zawiera kilka enzyméw, ktore zuzywajg ATP do
modyfikacji postranslacyjnych innych biatek (np. fosforylacji) i inne niz ATP nukleotydy.

Rozktad biatek pomiedzy r6zne obszary mitochondrium nie jest rownomierny:
67% wszystkich biatek mitochondrium zawartych jest w macierzy
21% biatek znajduje sie w btonie wewnetrznej
6% w btonie zewnetrznej
i 6% w przestrzeni miedzybtonowej

F1
ATPase

membrane
 I— |
transmembrane
H* carrier

Rys. 2 Wielosktadnikowy kompleks mitochondrialnej syntazy ATP.



Oddychanie tlenowe i produkcja ATP zachodzi w wyniku funkcjonowania procesu
nazywanego chemioosmozg. Proces ten polega na tym, ze energia pochodzaca z
utleniania zwigzkéw chemicznych uzywana jest do przenoszenia protonow z jedne;j
strony wewnetrznej btony mitochondrialnej na drugg strone za pomocag tzw. pomp
protonowych. W ten sposéb tworzony jest gradient elektrochemiczny protondw, ktéry z
kolei uzywany jest do napedzania innych reakcji, najwazniejszg z nich jest praca
syntazy ATP — enzymu produkujacego ATP. Enzym ten zuzywa energii przeptywu
protondéw przez btony mitochondriow do syntezy ATP z ADP i fosforanéw. U bakterii
energia transferu protonow przez btony uzywana jest réwniez do poruszania wici, a
wiec stuzy do dostarczania energii potrzebnej do lokomocji.
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Rys. 3. Syntaza ATP moze dziata¢ w obie strony, produkujgc ATP lub je zuzywajac.

Syntaza ATP moze dziataC w obie strony: albo zuzywa energie z hydrolizy ATP do
pompowania protonéw przez wewnetrzng btone mitochondrium albo wykorzystuje
przeptyw protondw do syntezy ATP. Kierunek dziatania enzymu zalezy od «ksztattu»
gradientu protonéw w poblizu tego kompleksu enzymatycznego syntazy ATP oraz od
wielkosci energii swobodnej AG reakcji hydrolizy ATP. W pewnych wyspecjalizowanych
komérkach organizméw statocieplnych np. komoérkach tkanki ttuszczowej, oddychanie
tlenowe zachodzgce w mitochondriach nie jest zwigzane z produkcjg ATP. Wiekszosc¢
energii pochodzacej z utleniania substratow rozpraszana jest w postaci ciepta w ten
sposob komoérki zuzywajg zapasy ttuszczu do lokalnej regulacji temperatury (ochrona
wrazliwych obszardéw organizmu przed przechtodzeniem, hibernacja zimowa).

Mitochondrium posiada wtasny genom, ktéry sktada sie z kilku (zwykle od 5 do 50)
czgsteczek kolistego DNA. W niektorych komérkach wydaje sie, ze mogq to by¢ liniowe
czasteczki DNA. Struktura genomu przypomina ze wzgledu na upakowanie chromosom
bakteryjny, nie zawiera biatek histonowych. Mitochondrialne DNA cziowieka koduje
tylko 13 biatek, 22 r6znych tRNA i 2 rodzaje rRNA. Mimo, Ze tylko niewielka ilo$¢ biatek
i RNA jest kodowana przez genom mitochondrialny to w organellach tych odbywa sie
niezalezna replikacja i transkrypcja DNA oraz synteza biatek (translacja).

Wiekszosc¢ biatek wchodzacych w skfad mitochondriéw kodowanych jest przez jadrowe
DNA i transportowane po syntezie w rybosomach cytozolowych, niewielka ilo$¢ biatek i
RNA syntetyzowana jest wewnagtrz tych organelli na podstawie wtasnego DNA. Taki
sposdb syntezy sktadnikow mitochondriow wymaga pewnej synchronizacji z innymi
procesami przebiegajagcymi w komédrce szczegodlnie ze wzgledu na to, ze organelle te



dzielg sie w komdrce w zaleznosci od zapotrzebowania na energie i przynajmniej
czesciowo niezaleznie od wzrostu komorki i od jej cyklu komorkowego.

Mitochondria nie sg tworzone w komorce de novo a powstajg w wyniku podziatu juz
istniejgcych organelli. Przed podziatem organella przyrasta w swojej masie, dalej tworzy
sie obszar podziatu. Proces ten jest scisle kontrolowany przez specjalne mechanizmy
komoérkowe a nie jest wynikiem przypadkowego podziatu duzego mitochondrium na
dwie czesci. Organella ta dzieli sie w czasie interfazy i w sposéb niesynchroniczny,
podobnie replikacja mtDNA nie jest ograniczona do fazy syntezy S jagdrowego DNA ale
przebiega w ciggu catego cyklu komorkowego. Mozliwe jest takze zmniejszenie sie
ilosci mitochondribw w komoérce w wyniku degradacji catej organelli lub fuzji
mitochondriow.

Mitochondria odgrywajg réwniez wazng role w indukcji procesu Smierci komorkowej. W
wielu wypadkach proces ten rozpoczyna sie spadkiem potencjatu btonowego na
wewnetrznej btonie  mitochondrialnej oraz  uwolnieniem biatka przestrzeni
miedzybtonowej — cytochromu C. Biatko to wchodzi w sktad tzw. apoptosomu, ktéry
uruchamia ciag reakcji enzymatycznych rozpoczynajgcych faze egzekucyjng procesu
Smierci komérkowej.
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Czes¢ praktyczna

Materiaty
Komorki fibroblastow mysich 3T3

Roztwor soli fizjologicznej buforowanej fosforanami PBS

Bufor A
0.32 M sacharoza, 25 mM KCI, 4 mM CaCl,, 50 mM Tris-HCI, pH 7.6)

Bufor B

(25 mM bufor fosforanowy pH 7.4, 0.4 mM AICl3, 0.4 mM CacCl,, 0.3 mg/ml MTT, 5 mM
bursztynian sodu)

— przygotowac bezposrednio przed uzyciem

10% roztwor digitoniny

roztwor erytrozyny B (0.4% wi/v erytrozyna B, 0.81 % NacCl, 0.06 % KH2;PO,)

Aparatura i sprzet
Wiréwka chtodzona pozwalajgca wirowac przy 200g, 650g i 12000g

strzykawka o poj. 2 ml z igtg 20G
m

probéwki Eppendorfa a 1.5 ml
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Rys. 4. Schemat postepowania podczas izolacji mitochondridéw.

Wykonanie ¢wiczenia

Funkcjonalne mitochondria mozna wyizolowaé¢ z komérek poprzez oddzielenie ich od
innych organelli po zniszczeniu ciggtosci bton komorkowych np. przez homogenizacje i
wirowanie réznicowe.

Aktywnos¢ dehydrogenazy bursztynianiowej mozna oznaczy¢ w mitochondriach w
reakcji redukcji chlorku trojfenylotetrazolowego (zétty) do nierozpuszczalnego
formazanu (kolor purpurowy). Schemat reakcji przedstawiono na Rys. 5.

Komérki (5x10°) odklei¢ od podtoza za pomoca roztworu trypsyny-EDTA, zatrzymaé
dziatanie trypsyny dodajac pozywke i komérki przenies¢ do probdwki wirébwkowej 50 ml.
Odwirowac przy 200g/4°C przez 5 minut, nadsacz odrzuci¢. Przeptuka¢ osad komorek
dwukrotnie 5 ml soli fizjologicznej (o temp. +4°C).
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Rys. 5. Redukcja chlorku tréjfenylotetrazolowego (zo6tty) do tréjfenyloformazanu
(purpurowy) podczas reakcji katalizowanej przez dehydrogenaze bursztynianowa.

Osad komorek zawiesi¢ w 1 ml buforu A, przenies¢ do probdéwki Eppendorfa 1.5 ml i
odwirowac przy 700g9/4°C przez 5 minut. Dokfadnie usung¢ nadsacz i zawiesi¢ komorki
w 0.5 ml buforu A. Dodawac¢ stopniowo (np. po 0.5 ul) roztworu 10% digitoniny, po
kazdej porcji delikatnie wymiesza¢ na wytrzasarce. Pobiera¢ matg prébke zawiesiny i
sprawdzac pod mikroskopem stopien uszkodzenia btony komorkowej za pomocg testu
kolorymetrycznego z erytrozyng B (zmieszac¢ 10 ul zawiesiny komoérek z 10 ul roztworu
erytrozyny B, odczekac¢ 1 minute i obserwowac¢ pod mikroskopem w $wietle biatym). Po
osiggnieciu stanu, w ktoérym ok. 90% komérek bedzie barwiona przez erytrozyne B
(stezenie koncowe digitoniny 0.1-0.25%), doda¢ 1 ml buforu A i homogenizowac
komorki za pomocg strzykawki (20-30 energicznych przeciggnie¢ strzykawka z igtg 20
G), odwirowaé przy 700g/4°C przez 5 minut.

Nadsacz doktadnie przenies¢ do innej probéwki Eppendorfa i odwirowac przy
120009g/4°C przez 10 minut. Osad mitochondriéw przeptuka¢ dwukrotnie 0.5 ml buforu
H (bez BSA) wirujac za kazdym razem przy 12000g/4°C/10 minut. Tak wyizolowane
mitochondria zachowujg aktywnos¢ oksydoredukcyjng przez ok. 3 godziny.

Osad mitochondriow doktadnie rozpipetowa¢ w 0.1 ml buforu A. Pobraé mata prébke
zawiesiny np. 20 ul i doda¢ 0.1 ul roztworu znacznika fluorescencyjnego wigzacego sie
do btony mitochondrialnej np. MitoTracker Green. Wymiesza¢ delikatnie i obserwowac
pod mikroskopem fluorescencyjnym przy wzbudzeniu sSwiattem niebieskim. Mate
struktury barwione na zielono to mitochondria. OceniC¢ czystos¢ otrzymanej frakcji
mitochondrialne;.

Zawiesine mitochondriow (50 pl) wymieszac ostroznie w probowce Eppendorfa z 450 pl
buforu B i tak przygotowane préobki umiesci¢ w temp. 37°C na 30-60 min. Po tym czasie
osad mitochondriow opada na dno i jeSli zawiera aktywng dehydrogenaze
bursztynianowg wybarwia sie na kolor purpurowy. Probke odwirowaé przy 12000g/5 min
i odessa¢ nadsgcz. Po pobraniu prébki osadu mitochondriow sprawdzi¢ pod
mikroskopem czy mitochondria zabarwity sie na kolor purpurowy. Jesli doszio do
uszkodzenia bton mitochondriow, na purpurowo zabarwia sie cata mieszanina
inkubacyjna. Poréwnac z resztg preparatu mitochondriow.

SPRAWOZDANIE

Przedstawi¢ procedure izolacji mitochondriow w postaci schematu blokowego i podac¢
jej krotki opis. Opisa¢ wyglad mitochondriow i czysto$¢ otrzymanej frakciji
mitochondrialnej oraz wynik testu kolorymetrycznego na aktywnosé enzymu
znacznikowego.



Czy mozna oznaczy¢ ilos¢ wyizolowanych mitochondriow? Zaproponuj metode
oznaczania gestosci zawiesiny mitochondriow. Znalez¢ w literaturze i podac krétki opis
jaka role petni cytochrom C w funkcjonowaniu mitochondriow.



