Oksidativna fosforilacija

Elektronska transportna veriga

Fosforilacija ADP

Delovanje odklopnikov in ionoforov
Oksidativna razgradnja glukoze- uravnavanje
Pasteurjev efekt

Fosforilacija ADP do ATP

1. oksidativna fosforilacija
(fosforilacija ADP povezana s prenosom
elektronov v dihalni verigi)

2. fosforilacija na ravni substrata
fosfoenolpiruvat + ADP — piruvat + ATP

1,3-bisfosfoglicerat + ADP — 3-fosfoglicerat + ATP
sukcinil-CoA + GDP + Pi —— sukcinat + GTP + CoA

T
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Povezava med uporabo ATP in oksidacijo metaboli¢nih gorim
compui

metaboli¢na goriva  oksidirani H,0

koencimi
mitohondrijska
dihalna veriga

reducirani

%20,
€0, koencimi 2Y2

ATP

adenozin- trifosfat,
ADP (adenozin-difosfat) ( )

Oksidativna fosforilacija
* Nastanek ATP povezan z
« oksidacijo NADH in FADH,
¢ redukcijo kisika do vode

Proces poteka v nepoSkodovanih mitohondrijih.
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@
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Mitohondrijske membrane
medmembranski prostor comp

citosol
Kaksne so lastnosti mitohondrijskih
membran?

kriste

Kako je s prehodnostjo mitohondrijskih
)/ membran?

zunanja membrana

notranja membrana

matriks
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mitohondriji + dodani substrat ‘ Shematic¢ni prikaz dihalne verige m
col oksidirani
dodan ADP P substrat NADHUTHY . comp
" l D ‘D flavoprotein
CO, K}ADP +Pi
oksidirani
E substrat flavinH, ATP
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cas H,0 (citokroma a in  ag) ATP
Poraba kisika v mi ijih ob malata in ¢nih koli¢in ADP
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Proteinske komponente elektronske transportne verige Koencima NAD and NADP
A\~ N Ny compu
M Stevilo prosteticne <o y, SN
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Hy~O—P—0—P—0—CH,
| NADH- 850 42 (14) FMN, Fe-S OUE
dehidrogenaza nikotinamid - adenin - dinukleotid (NAD) o OH
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e “os FAD, FeS
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oksidaza NAD® aliNADP* NADH aliNADPH
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Oksidacija in redukcija FAD in FMN Oksidacija in redukcija ubikinona (koencima Q)
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Komponente dihalne verige, ki vsebujejo zelezo Kompleksi elekironske transportne verige = 5
m = o o
o g Kompleks 1
Kako poteka prenos elektronov }\/R
v posameznih kompleksih? wovemion L
ubikonon e mien .
L /xi % arocamen

>< >< kompleks 3
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CH,CH,COOH non-haem iron protein (iron sulphur protein)
M
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comp conipu:
kompleks 1 ADP + Pi ATP kompleks 3 | ADP + Pi ATP
oksidacija NADH + H* = = =redukcija ubikinona oksidacija ubikinola = = =redukcija citokroma c
NADH, H* NAD* o o
ubikinon semikinon ubikinol
nehemsko Moy .
flavin  semi kinon  flavin H, selezo Fe™ Fe™ Fe* Fe™ citokrom b
nehemsko >_< ?_< .
Zelezo Fe** Fe*™™ Fe* Fe** citokrom ¢, Fe Fe* Fe Fe* citokrom ¢,
ubikinon  semikonon ubikinol citokrom c¢ Fe™ Fe Fe™ Fe citokrom ¢
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Ccomp

kompleks 4 l ADP + Pi ATP

oksidacija citokroma ¢ = = =redukcija O, = H,0
citokrom ¢ >_< >_< citokrom ¢
citokrom a Fe™ citokrom a

o+  Citokrom aj

citokrom a3 Fe“

\/’\/

sukcinil-CoA

FAD

sukcinat-
Kompleks IT dehidrogenaza
(ciklus TKK)

sukcinat

fumarat
FADH,

malat 2e-

Kompleks IIT

Na koencim Q se prenesejo Se elektroni iz razgradnje MK
preko acil-CoA-dehidrogenaze in elektroni s citosolnega
NADH (glicerolfosfatni prenasalni sitem!)

sukcinat E, =0.03V

AE, =007V
NADH""koenmm Q> "’ c1tokrom c > ‘ 1/2 A
E,=-0.32v E, =010V
AE, = 0.42V AE, =0.19V AE‘, =053V

= tok elektronov

Oksidoredukcijski potenciali kompleksov v
elektronski transportni verigi

Y2 0y
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Zakaj se elektroni prenasajo v
smeri proti kisiku?.
417 naDH 240
oL g 4200 .
a0k COQ__*CW:’ — 160 g
v I cytc,_.mc‘cﬂa | EGE
04 f - 8o }
06 WK - 40 i
s08 0,40
Kako bi napisali enacbo dihalne verige???
NADH + H* +1/2 0, NAD* + H,O

in/ali

FADH, +1/2 0, FAD + H,0

Klini¢ne korelacije

@ identificirali so okvare v kompleksih
dihalne verige

& povezane so med drugim z laktatno

acidozo ZAKAJ ? ? ? ?




Inhibitorji dihalne verige

NADH — Q —— Cytb — Cytc¢; —> Cytec —> Cyt (@ + ag) —> O,

antimicin A

NADH ——Q ——> Cytb —> Cyte; —> Cytec —> Cyt(a +a3) —> O

CN™ or CO

NADH ——Q —— Cytb ——> Cyte; —> Cytc — Cyt (@ +ag) —> O,

V kaksni obliki se ohrani energija, ki se
sprosti pri prenosu elektronov v dihalni
verigi?

Peter Mitchell
Nobel Prize in Chemistry, 1978

"for his contribution to the
understanding of biological
energy transfer through the
formulation of the chemiosmotic
theory"

It ain’t a theory, it's
a fact.

kompleks 1 ADP + Pi 2ATP

oksidacija of NADH + H* & = =>redukcija ubikinona

branski r ja membrana | mitohondrijski matriks
prostor — NADH, H*

HY, e

prenasalec H atomoy
H* b

prenasalec elektonov,
H*, e

prenasalec H atomov|
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sukcinat FAD

NADH + H* NAD* EADH

Matrix

visoka[H*]+ + ++ + +

Ay ey, 49
notranj; % =xasss ZUNANjA
o membrana
membrana ! |4
ks ’ ** medmembranski
matriks

prostor

citoplazma - + + ++ + +
H+

elektrokemijski gradient protonov

kemijski elektri¢ni

potencial potencial
s N
sinteza

ATP




Vracanje protonov v matriks omogoca fosforilacijo ADP
comipu:

kriste mitohondrijski matriks

prostor
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ATP-sintaza 16

ATP
F,
ADP + P;

matriks

“ {
w o -

I

O

Kristalna struktura
katalitske domene
ATP-sintaze je bila
reSena leta 1994

Nobel Prize in Chemistry, 1997

"for their elucidation of the enzymatic mechanism
underlying the synthesis of adenosine triphosphate
(ATP)"

Paul D. Boyer

Sklopitev prenosa e+ o OH
protonov s kroznim malo + H =
gibanjem | Asp ali Glu?
podenota a | podenote ¢

H H
| AK ostanki

I i
|
medmembranski
A prostor

prebitek H+ (nizek pH)

=0 membrana
-—g ../H K
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ADP + P,

COi

o]

Presentation copyright © 2002 David A Bender and some images copyright © 2002 Tayior & Francis Ltd

ATP

co

[o]

Presentation copyright © 2002 David A Bender and some images copyright © 2002 Taylor & Francis Ltd

ADP + P,
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COi

ATP
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comp
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Kako bi napisali enacbo oksidativne
fosforilacije???

NADH + H* +1/2 0, + 3ADP + 3Pi —

NAD* + 3 ATP +4H,0

ATP conip!

H,0
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mitohondriji + dodan substrat

[1000 nmol ADP  dodan odklopnik | comp

Y I

N\
\\\
\ " {kontrola]

% nasiéenje s kisikom

—— + odKlopnik |

cas

Poraba kisika v mitohondrijih, inkubiranih z malatom in ADP
brez ali v prisotnosti odklopnika

Odklop dihalne verige od oksidativne fosforilacije
comipu:

kriste

prostor

halna veriga
Hie Ssnassasnacnninnns

4 .
N NO,

,4-dinitrofenol
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Valinomicin

P

H H |
N—CH=C—0— G C—N—(—C—0—CH—C
H cH M CH

/N /
HsC CHsz H3C CHg 3
L-valin  D-hidroksi- D-valin L-mle¢na
izovalerijanska k. kislina

Valinomicin je prenasalec K+ ionov. Je krozna
molekula




Valinomicin

hidrofobna zunanjos

ValK' ¢ ValK'|

K
K ¢ ~ K

Val¢&——> Vhl

membrana

Predlagani mehanizem
prepuscanja ionov

<:U:>
==

odprt zaprt kana]l

Delovanje UCP1 (termogenina)

¢ Vpliv na prenos elektronov in sintezo ATP???

protonski
/ gradient

~———notranja

b membrana
e mitohondrijev

S

UCP-ji

e UCP1 - Termogenin
— prvi odkrit
- najslgmo ga v rjavem
mascevju
 UCP2
— po AK sestavi podoben UCP1
— najden v Stevilnih tkivih

e UCP3
— po AK sestavi podoben UCP1
— najdemo ga v misSicah

S




Mesta delovanja nekaterih strupov

ELEKTRONSKA TRANSPORTNA VERIGA ATP- SINTAZA

Kaj pomeni razmerje P/O?

Kako vplivajo na nastanek
protonskega gradienta, porabo
kisika in sintezo ATP

inhibitorji dihalne verige
odklopniki
oligomicin

Uravnavanje procesa oksidativne
fosforilacije

Omejujoci dejavniki za dihalno verigo so:

koncentracija NADH, P;
ADP

0,

kapaciteta dihalne verige

Izmenjava ATP in ADP

PIrosto § g e K

ATP*
ADP?”

)

HoPOg —
H o | H
—® l:l

§ §

Mitohondrijska DNA nosi informacijo za 13 proteinov,
podenot kompleksov dihalne verige.

odira
mitohondrijska DNA Stevilo
proteinski kompleks (Stevilo podenot) vseh podenot
NADH-dehidrogenaza 7 43
sukcinat-dehidrogenaza 0 4
citokrom - reduktaza 1 11
citokrom-c-oksidaza 3 13
ATP-sintaza 2 8

Kaksne bodo posledice mutacij mitohondrijske DNA?
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razgradnji glc do CO, in
H,0?

aj je Pasteurjev efekt ?
Ali dr7i trditev: “Kisik inhibira glikolizo.’

— ok
glikoliza glukoza 9999

Py

te
(& AMP, ADP, NAD*
< § @ arpe, NabH
*~Acetyl-CoA

@ avp
B Y & arv, navu

7
*- Citrate

kompleks PDH

v
@& apP

U Qarre

Ketoglutarate

ciklus TKK Citric

acid

ATP, NADH
eyele @,

*~Suceinyl-CoA

Oxidative NADH -~

.
oksidativna  phosphory- |Respiratory chaia|

o . ation NAD+ & PR 1,0
fosforilacija ‘

-visoka koncentracija AMP
ADP in NAD*

-visoka koncentracija ATP
NADH, citrata in alanin

Koncentracija kisika se moéno zmanjsa.
Kako bo celica pridobila dovolj ATP?

g moramo razgra(iltl, :

o ATE

Ali veste, ....

- kaksna je vloga kisika v nasem organizmu
(neto enacba)
- od kod izvirajo elektroni, ki jih v dihalno
verigo prinasata NADH (FADH,)
- kaksne so posledice inhibicije dihalne verige
- katere procese vkljuc¢uje proces
oksidativne fosforilacije (neto enacba)
- kako je oksidativna fosforilacija uravnavana
- zakaj 2,4-dinitrofenola ne uporabljajo ve¢
kot pomo¢ pri hujSanju
- kaj je Pasteurjev efekt in v katerih tkivih ima
prakti¢en pomen mresssesssssasns

e Se spomnite ....

- koliko elektronov prenasata

NADH in FADH,

-katere prosteti¢ne skupine v kompleksih
dihalne verige omogocajo prenos
elektronov

- v kaksni obliki se lahko prenasajo
elektroni

- zakaj se elektroni po dihalni verigi
spontano prenasajo proti kisiku
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