ZAGADNIENIA DO CWICZEN LABORATORYJNYCH Z BIOCHEMII
DLA STUDENTOW II ROKU ANALITYKI MEDYCZNE]

Cwiczenie 1. METABOLIZM GLIKOGENU W WATROBIE. METODY ILOSCIOWEGO
OZNACZANIA GLUKOZY

Zagadnienia do przygotowania:

1. Znaczenie metaboliczne glikogenu watrobowego i mie$niowego.

2. Glikogenogeneza - lokalizacja narzagdowa i wewngtrzkomoérkowa, przebieg procesu, enzymy
uczestniczace, enzym kluczowy, regulacja allosteryczna i hormonalna.

3. Glikogenoliza - lokalizacja narzadowa i wewnagtrzkomoérkowa, przebieg procesu, enzymy
uczestniczace, enzym kluczowy, regulacja allosteryczna i hormonalna.

4. Zasada metody oznaczania fosforanu metoda Fiske-Subbarowa

Zasada metody oznaczania glukozy metodg o-toluidynowa.

6. Metody ilosciowego oznaczania glukozy.

v

Glikogen jest zapasowym materiatem energetycznym magazynowanym w watrobie i w miesniach. Jest to
rozgateziony homoglikan sktadajgcy sie z reszt a-D-glukozy, potgczonych wigzaniami a-(1—4)-glikozydowymi
oraz a-(1—6)-glikozydowymi. Gdy stezenie glukozy we krwi jest wysokie indukowany jest proces
glikogenogenezy, podczas ktérego czasteczki glukozy s3 wbudowywane do juz istniejacej czasteczki
glikogenu. Natomiast obnizenie stezenia glukozy we krwi indukuje rozpad glikogenu, a proces ten nazywany
jest glikogenolizg. Celem ¢wiczenia jest ocena metabolizmu glikogenu w homogenacie z watroby oraz
okreslenie wptywu stezenia substratu i efektoréw allosterycznych na synteze i degradacje glikogenu.

Synteza glikogenu (glikogenogeneza) (Ryc. 1) to wieloetapowy proces do ktérego zainicjowania niezbedna
jest juz istniejgca czasteczka glikogenu. W przypadku jej braku glikogen musi by¢ syntetyzowany de novo, z
wykorzystaniem glikogeniny - specyficznego biatka stuzgcego jako akceptor reszt glukozy. Bezposrednim
substratem do syntezy glikogenu jest UDP-glukoza, powstajgca z glukozo-1-fosforanu w reakcji katalizowanej
przez pirofosforylaze-UDP-glukozy. Kluczowym enzymem glikogenogenezy jest syntaza glikogenowa
katalizujgca wydtuzanie fancucha glikogenu, poprzez przytaczanie reszt glukozy z UDP-glukozy do
nieredukujgcego konca tancucha glikogenu. Produktem elongacji jest liniowy, nierozgateziony tfaricuch
zfozony z reszt glukozy potgczonych wigzaniami a-(1 —4)-glikozydowymi. Rozgatezienia tancucha
glikogenowego powstajg pod dziataniem amylo-a-(1,4—1,6)transglukozydazy (enzym rozgateziajacy),
ktorego aktywnosé prowadzi do powstania wigzan a-(1 —6)-glikozydowych.

Szybkos¢ biosyntezy glikogenu jest wprost proporcjonalna do ilosci uwolnionych podczas reakcji
katalizowanej przez pirofosforylaze UDP-glukozy reszt fosforanowych, ktérych stezenie mozna oznaczyc
metodg Friske-Subbarowa.

Rozktad glikogenu (glikogenoliza) (Ryc. 1) przebiega na drodze fosforolitycznej degradacji wigzan a(1-
4)glikozydowych przy udziale enzymu kluczowego jakim jest fosforylaza glikogenowa. Produktem tej reakcji
jest glukozo-1-fosforan, ktory nastepnie ulega izomeryzacji do glukozo-6-fosforanu. Wigzania a-(1 —6)-



glikozydowe obecne w glikogenie sg natomiast hydrolizowane przez enzym odgateziajgcy. W komarkach
miesniowych glukozo-6-fosforan jest wigczany do szlaku glikolizy. Natomiast komérki watroby posiadajg
enzym glukozo-6-fosfataze, ktéry katalizuje reakcje hydrolitycznego odtgczenia grupy fosforanowej z
glukozo-6-fosforanu. Powstata w tej reakcji wolna glukoza przenika przez btone komérkowa do krwi i moze
by¢ dostarczana do innych narzgdéw.

Szybkos¢ glikogenolizy jest wprost proporcjonalna do stezenia powstajgcej w tym procesie glukozy, ktorej
stezenie mozna oznaczyé metodg o-totoluidynowsa.
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Ryc. 1 Schematyczne przedstawienie metabolizmu glikogenu w hepatocytach.

Wykonanie ¢wiczenia

Przebieg procesu glikogenogenezy i glikogenolizy bedzie oceniany w przygotowanym podczas
¢wiczenia homogenacie watroby (czes$¢ 1). Procedury oznaczenia syntezy i degradacji glikogenu
przedstawiono odpowiednio w czesci 2 i 3. Etapy ¢wiczenia zaprezentowano na schemacie.



1. Przygotowanie homogenatu watroby

Porcje 1,5 g Swiezej, wychtodzonej watroby rozdrobnic skalpelem na szalce i przenie$ do probéwki o
objetosci 15 ml. Nastepnie doda¢ 7 ml oziebionego 0,9% roztworu NaCl i homogenizowac przez 2 min
przy niskich obrotach. Homogenat wykorzysta¢ do oceny metabolizmu glikogenu.

2. Ocena syntezy glikogenu

Zasada metody

Celem ¢wiczenia jest oznaczenie podstawowej syntezy glikogenu (uktad reakcyjny A) oraz wptywu
stezenia substratu na ten proces (ukiad reakcyjny B). Podczas glikogenogenezy uwalniane sg reszty
fosforanowe, a ich stezenie jest wprost proporcjonalne do szybkos$ci biosyntezy glikogenu. Stezenie
fosforandw oznacza sie metoda Friske-Subbarowa. Zasada metody jest oparta na reakcji jonow
ortofosforanowych z molibdenianem amonu (VI) w $rodowisku kwasnym. W wyniku reakcji powstaje
s6l amonowa o z6ttym zabarwieniu, ktéra nastepnie reaguje z odczynnikiem redukujgcym (eikonogen).
W wyniku tej reakcji zwigzany w soli kompleksowej molibden ulega redukcji do mieszaniny tlenkéw
molibdenu na nizszym stopniu utlenienia (tzw. "btekit molibdenowy"), ktérego natezenie barwy mierzy
sie spektrofotometrycznie przy dtugosci fali 690 nm.

Wykonanie

Oznaczenie obejmuje nastepujace etapy:
2.1 Przygotowanie uktadéw reakcyjnych A i B o r6znym stezeniu substratu.
2.2 Reakcja enzymatyczna (20 minut).

2.3 Oznaczenie stezenia fosforanéw metodg Fiske-Subbarowa w momencie rozpoczecia reakgc;ji (t0)
i po 20 minutach (t20).

2.4 Analiza wynikéw i wyciaggniecie wnioskow.

Przed rozpoczeciem praktycznego wykonania ¢wiczenia nalezy zapoznac sie z przedstawionym ponizej
schematem oznaczenia syntezy glikogenu
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1. Przygotowac¢ 4 probowki o pojemnosci 1,5 ml i oznaczy¢ je jako AO, A20, BO, B20

(Litery oznaczajg uktady reakcyjne A i B, a cyfry czas inkubacji w minutach).

2. Do wszystkich probowek dodac¢ po 0,5 ml roztworu hamujacego reakcje enzymatyczng czyli 7%

roztworu kwasu chlorowego (VII).

2.2 Reakcja enzymatyczna

1. Przygotowac 2 probdwki o objetosci 2 ml, oznaczy¢ je jako A i B, a nastepnie doda¢ odczynniki

wedtug tabeli:
Odczynniki Uklad reakcyjny A Uklad reakcyjny B
0,3 M glukozo-1-fosforan 50 ul 200 pl
dH20 150 pl -

2. Roztwory wymieszac i preinkubowac¢ w termobloku (37°C, 5 min.).

3. Po 5 min do probéwek A i B doda¢ po 1,3 ml homogenatu, wymiesza¢ i natychmiast pobra¢
po 0,5 ml roztworu i przenie$¢ do probowek odpowiednio A0 i BO w ktérych znajduje sie 0,5 ml
7% HCIO4 w celu zahamowania reakcji enzymatycznej. Zawarto$¢ probéwek doktadanie

wymieszac.



4. Nastepnie proby zawierajace uktad reakcyjny A i B (probowki o objetosci 2 ml) inkubowac
w termobloku (37°C, 20 min) czesto mieszajac.

5. Po uptywie tego czasu pobrac¢ po 0,5 ml roztworu homogenatu z probowek A i B i przenies¢
do probowek A20 i B20 zawierajacych 0,5 ml 7% HClO4 i doktadanie wymieszac.

6. Probdéwki AO, BO, A20, B20 odwirowac¢ (5 min, 6000 obr./min).

7. Otrzymany supernatant wykorzysta¢ do oznaczenia stezenia fosforanow.

2.3. Oznaczenie stezenia fosforanow metodq Fiske-Subbarowa

1. Przygotowac i opisa¢ 9 probéwek plastikowych objetosci 10 ml:
- Roztwory wzorcowe (W1-W4)
- Roztwory badane (A0, A20, BO, B20)
- Préba slepa (WO0)

2. Przygotowac roztwory wzorcowe (W1-W4) oraz probe Slepa:

Stezenie fosforanu Roztwor fosforanu Woda
Nr préby wzorcowej | w roztworach wzorcowych o stez. 0,65 mM destylowana

[mM] [ml] [ml]

Wzorzec W1 0,05 0,10 1,15
Wzorzec W2 0,1 0,19 1,06
Wzorzec W3 0,2 0,38 0,87
Wzorzec W4 0,3 0,57 0,68
Proba slepa 0 0 1,25

(Wo)

3. Przygotowac préby badane:

Préoby badane
Odczynnik
A0 A20 BO B20
Préba badana 40 pl 40 pl 40 pl 40 pl
dH:20 1,21 ml

4. Do probowek z roztworami badanymi, wzorcowymi i proby Slepej odmierzy¢ odczynniki wedtug
ponizszej tabeli

Proby badane Proby wzorcowe
Odczynnik
A0 | A20 B0 B20 | W1 | W2 | W3 | W4
10% kwas trichlorooctowy
(TCA) [ml] 0,75
Molibdenian amonu [ml] 0,25
Eikogen [ml] 0,1

5. Zawarto$¢ probowek wymieszac¢ i inkubowac¢ 40 min w temp. pok.
6. Zmierzy¢ absorbancje wszystkich roztworéw wzgledem proby $lepej przy A = 690 nm.
7. Stezenie fosforandw w prébach badanych odczyta¢ z krzywej wzorcowej A = f(c).



3. Ocena degradacji glikogenu

Zasada metody

Celem ¢wiczenia jest oznaczenie degradacji glikogenu (uktad reakcyjny C) oraz wptywu stezenia cAMP
na ten proces w komorkach watroby (uktad reakcyjny D). Podczas glikogenolizy uwalniana jest glukoza,
a jej stezenie jest wprost proporcjonalne do szybkosci degradacji glikogenu. Stezenie glukozy oznacza
sie metoda o-toluidynowa. W Srodowisku bezwodnym w temp. 100°C o-toluidyna (o-metyloanilina)
reaguje z aldoza. W tych warunkach powstaje produkt o barwie niebieskiej, ktorej intensywnos$¢
mierzona spektrofotometrycznie jest wprost proporcjonalna do stezenia glukozy.

Wykonanie

Oznaczenie obejmuje nastepujace etapy:
3.1 Przygotowanie uktadéw reakcyjnych Ci D.
3.2 Reakcja enzymatyczna (20 minut).

3.3 Oznaczenie stezenia glukozy metoda o-toluidynowa w momencie rozpoczecia reakcji (t0) i po
20 minutach (t20).

3.4 Analiza wynikéw i wyciggniecie wnioskow.

Przed rozpoczeciem praktycznego wykonania ¢wiczenia nalezy zapoznac sie z przedstawionym ponizej
schematem oznaczenia syntezy glikogenu.
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2.1. Przygotowanie uktadow reakcyjnych

Ocena degradacji

glikogenu
]
| ]
Ocena podstawowej Ocena wplywu AMP na
degradacji glikogenu degradacje glikogenu
(uktad reakcyjny C) (uktad reakcyjny D)

1. Przygotowac 4 probowki o pojemnosci 1,5 ml i oznaczy¢ je jako CO, C20, DO, D20
(Uwaga Litery oznaczajg uktady reakcyjne Ci D, a cyfry czas inkubacji w minutach).
2. Do wszystkich probéwek doda¢ po 0,5 ml 20% TCA.

IL.2 Reakcja enzymatyczna

1. Przygotowac 2 probdéwki o objetosci 2 ml, oznaczy¢ je jako C i D, a nastepnie doda¢ odczynniki

wedtug tabeli:
Odczynniki Uklad reakcyjny C Uklad reakcyjny D
10% r-r glikogenu 100 pl 100 pl
40 mM AMP - 150 pl
dH20 150 pl -

2. Zawarto$¢ probowek wymieszac i inkubowacé (37°C, 5 min).

3. Do probdéwek C i D doda¢ po 1,5 ml homogenatu, wymiesza¢ i natychmiast pobra¢ po 0,5 ml
roztwordw i przenie$¢ odpowiednia do probéwek CO i DO zawierajacych 0,5 ml 20% TCA
(w celu zahamowania reakcji enzymatycznej). Zawarto$¢ probéwek doktadanie wymieszac
i inkubowac¢ 10 min w temp. pokojowe;j.

4. Nastepnie probki oznaczone jako CiD inkubowa¢ w termobloku (37°C, 20 min) czesto mieszajac.

5. Po uptywie tego czasu pobrac po 0,5 ml roztworéw z proboéwek CiD i przenie$¢ odpowiednio do
probéwek C20 1 D20 zawierajgcych 0,5 ml 20% TCA. Zawarto$¢ probowek doktadanie wymieszac
i inkubowa¢ 10 min w temp. pokojowe;j.

6. Probowki CO, DO, C20, D20 odwirowac (5 min, 6000 obr./min).

7. Oznaczy( stezenie glukozy w supernatantach.



IL.3. Oznaczenie stezenia glukozy metodq o-toluidynowq

1. Przygotowaé roztwory glukozy o znanych stezeniach oraz prébe $lepa. W tym celu
do 5 plastikowych probowek o objetosci 10 ml odmierzy¢ 10 mM roztwoér glukozy, 20% TCA
i wode destylowang wedtug tabeli:

] Stezenie glukozy . 10 mM r-r Woda
weorcowei | wiorcowyen | | Eukom | destylowana
[mM] [ml] [ml]
Préba slepa WO 0 0,5 - 0,5
Wzorzec W1 1 0,5 0,1 0,4
Wzorzec W2 2 0,5 0,2 0,3
Wzorzec W3 4 0,5 0,4 0,1
Wzorzec W4 5 0,5 0,5 -

2. Przygotowac i opisa¢ 9 probowek szklanych:
- Roztwory wzorcowe (W1-W4)
- Roztwory badane (C0, C20, DO, D20)
- Préba slepa (WO0)
3. Proby badane, wzorcowe i $lepa przygotowac wedtug ponizszej tabeli:

Odezynnik badaneml] | | opa
Co 01 - -
€20 01
DO 01
D20 01
wo 3 - 0.1
Wzorzec W1 - 0,1 ]
Wzorzec W2 0,1
Wzorzec W3 0,1
Wzorzec W4 0,1

4. Do wszystKich probéwek doda¢ po 1,65 ml odczynnika o-toluidynowego.

Zwarto$¢ probowek wymieszac, przykry¢ folig aluminiowg i wstawi¢ na 8 min do wrzacej tazni
wodnej.

Po wyjeciu probdwek z tazni poczeka¢ az sie ochtodza.

Zaobserwowac zmiane zabarwienia roztwor6w i zr6znicowanie natezenia barwy w zaleznoSci
od sktadu mieszaniny reakcyjne;j.

Zmierzy¢ absorbancje poszczego6lnych prob przy dtugosci fali 630 nm, wobec préby Slepe;j.

9. Stezenie glukozy w prébach badanych odczytac z krzywej wzorcowej A = f(c).
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