Oksidativna fosforilacija




Oksidativna fosforilacija
\

U eukariota u mitohondrijama.
+ Odigrava se redukcija O2 do H20.
* Donori elektrona su NADH i FADH2.




* Najveci deo energije za svoj rast, odrzavanje i rad

celija dobija oksidacijom ugljenih hidrata i lipida; ova
jedinjenja su u znacajnoj meri redukovana te mogu da
daju veliku kolicinu redukcionih ekvivalenata koji se
prenose do kiseonika; krajnji prozvodi oksidacije su
voda i ugljen dioksid.

* Pri oksidaciji se oslobada energija koja se zahvata i
pretvara u hemijsku energiju koja se cuva u obliku
visokoenergetskih veza.



Oksidacija je u celiji posteper :
ekvivalenti odvajaju od supstrata delovanjem dehidrogenaza.

U sledecoj fazi elektroni i protoni se predaju lancu prenosilica
elektrona — respiratornom lancu koji je smesten na unutrasnjoj
membrani mitohondrije.

* U trecoj fazi elektroni se prenose od jednog do drugog clana
respiratornog lanca do kiseonika, krajnjeqg primaoca elektrona.

Zahvatanje energije je ostvareno Sprezanjem oslobadanja
energije, koje se desava pri prenosu elektrona sa viseg na nizi
potencijal, sa reakcijama u kojima se formira visokoenergetska
veza u ATP-u.

= Celokupan proces je nazvan oksidativna fosforilacija.
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Oksidativna fosforilacija
Peter Mitchell (1961)

- hemiosmotska teorija —

Transmembranska razlika u koncentraciji protona
rezervoar za dobijanje energije iz bioloskih
oksidacija.



primaoca elektrona (02), kaoi

e unutrasnju membranu mitohondrija koja je nepropusna za

protone,
e sve komponente lanca prenosilaca elektrona i

e ATP sintazu.
Oksidativna fosforilacija je regulisana stepenom iskoriscavanja

ATP-a.




OKSIDATIVNA FOSFORILACIJA

Reakcije transfera elektrona u mitohondrijama

o Ugljeni
Proteini

Katabolicki
putevi

Dehidrogenaze sakupljaju
elektrone iz katabolickih
puteva i prenose do
univerzalnih akceptora
elektrona NAD+, NADP+, FMIN
ili FAD.



Oksidativna fosforilacija se odvija u

mitohondrijama

Intermembrane Cristae
space

Outer Cristae junctions
membrane

Inner 3 d G 'r"-v\ '-‘ & ° e . oo
membrne | NN Respiratorni lanac mitohondrija se

AN sastoji od serije nosaca elektrona
koji djeluju sekvencijalno.

Najveéi broj ovih nosaca su
integralni proteini membrane cije
prosteticne grupe mogu primati ili
davati jedan ili dva elektrona.



e

* Respiratorni lanac je skup katalitickih proteina lokalizovanih u
unutrasnoj membrani mitohondrija, a Cije funkcionalne grupe mogu da
primaju i predaju elektrone. Ti proteini su NADH dehidrogenaza,
citohrom b, citohrom c1, citohrom c, citohrom a i citohrom a3.

Uz ove, respiratorni lanac Cine i proteini koji sprezu oslobadanje energije
koje se desava pri promeni elektrohemijskog potencijala sa sintezom
visokoenergetske veze u ATP-u.

Koenzim Q, koji prenosi elektrone od flavoproteina do citohroma b
takode pripada ovom sistemu. U samom lancu elektronski nosaci su
poredani po rastucem elektropozitivnom potencijalu; ukupna
potencijalna razlika izmedu prvog i poslednjeg ¢lana lanca je 1,12 V. Ova
razlika u elektropozitivnosti omogucava protok elektrona uz oslobadanje
energije.



Respiratorni lanac je organizovan u

komplekse

Lanac prenosilaca elektrona je organizovan siste

« Clanovi lanca prenosilaca elektrona su poredani u definisanom redosledu,
prevashodno odredenim njihovim redoks potencijalom — od najnegativnijeg ,
NADH dehidrogenaze, do najpozitivnijeg, citohroma aa3.

* Prostorno, clanovi respiratornog lanca su organizovani u funkcionalne koplekse,
smestene u unutrasnjoj membrani mitohondrija:

Kompleks | — NADH dehidrogenaza i Fe-S centri enzima

Kompleks Il — sukcinat dehidrogenaza sa svojim Fe-S centrima i citohrom b
Kompleks Ill — citohromi b i c1 i specificni Fe-S centar

Kompleks IV — citohromi a i a3 (citohrom oksidaza)

Kompleks V — FOF1 ATP sintaza

Ubihinon spaja kompleksa I, 1l i lll, dok je citohrom c veza izmedu kompleksa Il i
kompleksa IV.



Sastavni delo
kompleksa

| NADH dehodrogenaza | Prima sa NADH; Ispumpava u
renosi na CoQ medumembranski
P prostor praveci pH gradijent
Il Sukcinat Prima sa sukcinata;
dehidrogenaza prenosi na CoQ
Ubihinon (CoQ) Primasalill,
prenosi na lll
111} Citohrom bc1 kompleks | Prima sa CoQ i preda Ispumpava u
ie na citohrom c medumembranski
J prostor praveci pH gradijent
Citohrom c Prima sa lll, prenosi
na lV
1V Citohrom oksidaza Prima sa citohroma Ispumpava u
c. prenosi na 02 medumembranski
» P prostor praveci pH gradijent
V FOF1 ATP sintaza Omogucava ulazak u matriks

mitohondrije i koristi ulazak
kao pokretacku snagu za
fosforilaciju




Prenosioci
kompleksa

e Kompleksi I i Il katalizuju prenos elektrona do koenzima Q
e Kompleks Ill sa redukovanog koenzima Q do citohroma ¢
e Kompleks 1V sa citohroma ¢ do 02

elektrona funkcionisu u zimskih




Reakcije transfera elektrona u mitohondrijama

Kompleks I: 2in
e NADH do ubihinona ** najmanje 6 FeS centara

e NADH dehidrogenza
e NADH:ubihinon oksidoreduktaza

Elektroni se sa NADH+H+ prenose na koenzim Q




Reakcije transfera elektrona u mitohondrijama

Gvozde-sumpor proteini \A

Gvozde je u asocijaciji sa neorganskim sumporom ili sa atomima sumpora
cisteinskih rezidua.

* Svi gvoide sumpor proteini ucestvuju u jedno-elektronskom
transferu u kome se jedan atom gvozda oksiduje ili redukuje.
 Najmanje osam FeS proteina funkcionise u mitohondrijalnom

FeS 2Fe-25S 4Fe-4S



Reakcije transfera elektrona u mitohondrijama

\

Kompleks | 2
Katalizuje dva simultana i i
povezana procesa. Complix Intermembrane

space (Pside)

v’ Egzergoni prenos hibridnog jona
(:H-) sa NADH i protona iz matriksa.

v’ Endergoni prenos 4 protona iz matriksa u
medumembnski prostor.

To je dakle protonska pumpa ) Menbrane
koja energiju dobija od prenosa

NADH NAD* + Ht
elektrona.



Citohromi, gvozde-sumpor proteini i
koenzim Q imaju funkcionalne grupe koje

mogu da primaju i otpustaju elektrone

Dva su osnovna tipa proteina koji se
nalaze lancu za prenos elektrona:
citohromi i proteini koji sadrze
gvoZde i sumpor (Fe-S proteini).

_ JCH3-SMethionine—80
N N

Citohromi su integralni membranski
proteini, sadrZe gvozde i na

osnovu apsorpcionih spektara se
dele u tri grupe: a, b c. kL 7y Histidine-18
(lzuzetak je citohrom c, koji je,
uz CoQ, pokretan c¢lan lanca).

Postoje tri tipa citohroma b, zatim
citohromi c i c1 i citohromi a i a3.
Svaki hem je udruZen sa jonom Cu
koji je smesten blizu Fe.




* Uobicajeno je svih 6 koo Fe
popunjeno, te se 02 ne moze direktno vezati za njih.
Izuzetak je citohrom aa3, citohrom oksidaza, jedini
clan respiratornog lanca koji moze da reaguje sa
kiseonikom, za koji ima veoma veliki afinitet; reakcija
prenosa redukcionih ekvivalenata na kiseonik je
jedina nepovratna reakcija u lancu. Ove dve osobine
omogucavaju  neprekidni  jednosmjerni  prenos
elektrona, cak i kada je parcijalni pritisak kiseonika
mali.



proteini sadrze gvozde
molekulima, atomi gvozda su udruzeni sa atomima sumpora i u
molekulima cCine grupe, gvozde-sumpor centre.
Atomi gvoZzda u ovim grupama prolaze kroz Fe(ll) — Fe(lll), cikluse
prenoseci redukcione ekvivalente. Niz flavin-zavisnih enzima,
ukljucujuci NADH dehidrogenazu i sukcinat dehidrogenazu, sadrze
FeS centre.

FeS protein




Koenzim Q (ubihinon; CoQ)

Hinon rastvorljiv u mastima sa veoma dugim izoprenoidnim bocnim lancem (10
izoprenoidnih jedinica - CoQ10). KoliCinski, postoji znatan stehiometrijski visak
ubihinona u odnosu na ostale clanove respiratornog lanca — CoQ je pokretan i
sakuplja redukcione ekvivalente sa manje pokretnih flavoproteinskih kompleksa.

Uloga ubihinona je da prikuplja redukcione ekvivalente ne samo sa NADH
dehidrogenaze vec¢ i sa drugih flavinzavisnih dehidrogenaza (npr. Sukcinat
dehidrogenaze i acil-CoA dehidrogenaze masnih kiselina) i da ih predaje
citohromima.

Kako ubihinon prima i predaje po jedan elektron u jednom trenutku, zahvaljujuci
postojanju semihinonskog oblika, CoQ je tacka gdje dvoelektronski prenos postaje
jednoelektronski. Pri odredenim uslovima u Cceliji moguce je nagomilavanje
semihinonskog oblika CoQ sa posledicnom pojavom slobodnih radikala i mogucim
ostecenjima koja iz ovoga proizilaze.




redukcionih ekvivalenata ,
glicerofosfat dehidrogenaze (enzim koji vrsi povratni transport
redukcionih ekvivalenata iz citosola u mitohondrije) i acil CoA
dehidrogenaze iz B-oksidacije masnih kiselina.

* Ubihinon predaje elektrone citohromu b kompleksa I, a
citohrom c preuzima elektrone sa ovog kompleksa i prenosi ih
do kompleksa 1V, citohrom oksidaze, koja katalise prenos
elektrona sa redukovane forme citohroma c¢ na kiseonik, pri
cemu nastaje voda:

4citc®+4H +0,>4citc(®Y+2H,0

Potpunom redukcijom kiseonika nastaje bezopasno jedinjenje, voda.
Medutim, ukoliko je kiseonik samo delimicno redukovan nastaju
jedinjenja koja su veoma reaktivna i opasna za celiju.



Reakcije transfera elektrona u mitohondrijama

v’ Sukcinat do ubihinona\._

v’ Sukcinat dehidrogenaza

— enzim ciklusa trikarbonskih kiselina (CTK)

— jedini enzim CTK vezan za membranu
Prenosi elektrone sa sukcinata do koenzima Q
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Reakcije transfera elektrona u mitohondrijama

\A

Ubihinon do citohroma c
Citohrom bc1 kompleks
Ubihinon: citohrom c oksidoreduktaza

Povezuje prenos elektrona sa ubihinola (QH2) na citohrom c uz
vektorijalni transfer protona iz matriksa u medumembranski
prostor.
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Reakcije transfera elektrona u mitohondrijama

Dimer - sastavljen od dva identicna monomera. :

Svaki monomer sadrzi 11 razlicitih subjedinica.

Struktura monomera

Funkcionalno jezgro Cine tri subjedinice.

Citohrom b (zeleno) sa svoja dva hema (bh i b1).

Rieske gvoZzde-sumpor protein (ljubicast) sa 2Fe-2S centrom (Zuto).
Citohrom c1 (plavo) sa svojim hemom (c1, crveno).
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onrom oksidaza
Prenosi elektrone sa citohroma ¢ do mo iseonika
dajuci vodu.




Kompleks IV

Za svaka 4 elektrona koja produ

kroz ovaj kompleks enzim

preuzima 4 "supstrata” H+ iz

matriksa (N strana) za
prevodenje O2 u 2H20.

Takode se energija ove redoks

reakcije upotrebljava za
pumpanje jednog protona u
intermembranski prostor (P

strana) za svaki elektron koji

prolazi.

\

Intermembrane 4H+
space Swa,
(P side)

4H* 41+ 2H,0 Matrix
(substrate) (pumped) (N side)



Intermembrane 4H*

Redukcija kiseonika sa 4 elektrona 75
ukljuéuje redoks centre koji :
nose po jedan elektron, i mora
se odvijati bez oslobadanja

yte \'-‘
|

nekompletno redukovanih o, B8 ol
intermedijera (slobodni radikali ) | 1
. . . . . | | '“-... ) Subunit I ' {I ".l | |
(vodonik peroksid i hidroksil o3 ‘e
radikal).
Oni ostaju tesno vezani za Wm0 s
(substrate) (pumped) R
kompleks do kompletne g (N side)

redukcije do vode.



Redukcioni ekvivalenti ulaze u

respiratorni lanac na dva mesta

ugljemh hldrata i lipida, (manjlm delon | kiselir entralno
mesto prenosa redukcionih ekvivalenata na dehldrogenaze — njihove
koenzime - je Krebsov ciklus trikarboksilnih kiselina.

* Acetil-CoA, proizvod metabolizma glukoze, masnih kiselina i nekih AK,
jedinstveni je proizvod razgradnje ﬁfanUivih materija i iz njega se u osnovi

izdvajaju redukcioni ekvivalenti cijim se kasn/j/m prenosom na kiseonik
oslobada energija koju celija moze da zahvati i iskoristi.

* Najveci deo elektrona i protona sa supstrata preuzimaju NAD-zavisne
dehidrogenaze. Ovi redukcioni ekvivalenti ulaze u mitohondrijalni lanac za
prenos elektrona preko flavin—zavisne NADH dehidrogenaze, — kompleks |I.
FMN, prosteticka grupa enzima (E-FMN), prima oba redukciona ekvivalenta
od NADH:

NADH + H* + E-FMN < NAD+ + E-FMNH2

Nekoliko gvoZde—sumpor proteina je udruzeno sa NADH dehidrogenazom i
upravo atomi gvoZzda prenose redukcione ekvivalente na sledeci ¢lan lanca,
ubihinon.



U toku prenosa elektrona kroz respiratorni
lanac oslobada se energija koja se moze

iskoristiti za sintezu ATP-a

“» Na tri mesta u lancu za prenos elektrona promena potencijala je tolika da je
energija koja se pri tome oslobada jednaka ili veca od kolicine energije koja je
neophodna za odigravanje enderogonicne reakcije sinteze ATP-a.

“» Lanac prenosilaca elektrona je tako skup spregnutih egzerogonicnih reakcija u
kojima se ukupna energija koja se moze dobiti oksidacijom NADH sa 02
oslobada u nizu malih promena, od kojih su neke dovoljno velike da daju vise od
31 kJ mol-1 sto je neophodno za sintezu ATP-a.

**» Sinteza ATP-a vrsi razdvojeno od samog prenosa elektrona.

Smatra se da se energija oslobodena pri transportu elektrona koristi za
translokaciju protona — stvaranje elektrohemijskog gradijenta, da bi se potom
energija ovog gradijenta zatim iskoristila za stvaranje visokoenergetskih veza.



Oksidativna fosforilacija —

Sinteza ATP-a

* Translokaciju protona vrse komplek
sintezu ATP-a ATP sintaza.

* FoF1 ATP sintaza je enzim koji sintetise ATP.

* FoF1 kompleks, ATP sintaza, sacinjena je od pet vrsta proteina
(a,b,g, d i e), koji Cine Cvor i peteljku; cvor i peteljka zajedno Cine

F1, ciji je sastav a3b3gde. Uz to se nalazi osnova, Fo, ugradena u
unutrasnju membranu mitohondrija.

* U osnovi ATP sintaze nalazi se kanal kroz koji prolaze protoni.
Prolazak protona daje energiju za obrtanje osnove koje se
prenosi na peteljku i menja konformaciju proteina u cvoru.



ATP sintaza

B

transmembrane
deplrrignohicsh INTERMEMBRANE

SPACE

inner
mitochondrial
membrane

(A) 10 nm




Translokacija protona se deSava na tri mesta u

respiratornom lancu, u kompleksima I, Il i IV

INTEEMEMERAMNE
SPACE
irnner
rvibochomicdrial
rmembrares I:
MATRIX
ubiguinome
l | FADH cytochrome cytochrorme
10 rrm dehydrogenase b-gy complex oxidase
cormplax G ao

Smatra se da prolazak jednog para elektrona kroz cjelokupni respiratorni lanac
isoumpava ukupno 10 protona. To je dovoljno za sintezu 2,5 ATP-a (deo
energije se trosi za izmjenu ADP:ATP izmedu citosola i mitohondrije).



Kako se energija protonskog gradijenta

pretvara u hemijsku vezu u ATP-u ?

moZe da bude u tri konformaciona oblika, otvorenom, opustenom i stegnutom,
sto je odredeno asimetricnim interakcijama sa centralno postavljenom g
subjedinicom. ADP i Pi su vezani za opusteni oblik, dok se ATP nalazi vezan za
stegnuti oblik b subjedinice.

ADP+P

ADP + P;

Energy —120°
rotation of y

ATP formation Energy —120°

|nTS|e E -5 p 5 rotatnof’Y
N /\ 7

HL,O ADP + P;

Pri prolasku protona kroz kanal FO komponente, ceo a3b3 skup se okrene, te stegnuto
mesto postane otvoreno i ATP se otpusta; za mesto koje postaje opusteno vezuju se ADP i
Pi; na mestu koje prelazi u stegnuto, ADP i Pi daju ATP. Energija je potrebna za otpustanje
ATP-a, za konformacionu promenu koja pretvara stegnutu u otvorenu formu; naime,
stvaranje ATP-a od ADP-a i Pi koji su vec¢ vezani za opustenu formu zahteva malu promenu
slobodne energije, sve dok je ATP vezan za kataliticko mesto — otpustanje ATP-a zahteva
utrosak energije.

Makroskopski - energija je potrebna za pretvaranje ADP-a i Pi iz rastvora u ATP u rastvoru.



Oksidativna fosforilacija —

Sinteza ATP-a

Pri prolasku para elektrona kroz respiratorni lanac dolc yanja 10 H+
iz matriksa u medumembranski prostor.

Za sintezu jednog molekula ATP-a potrebno je da kroz protonski kanal prode 4
H+.

NADH - 10 protona 2.5 ATP

FADH2 - 6 protona 1.5 ATP

ATP « H %0

1]




Energetski bilans lanca prenosilaca

elektrona

L
« Od svakog NADH+H+ um ' udu 2

elektrona, sto je ekvivalent redukciji %502.

« Ukoliko se 4 protona ispumpaju na nivou kompleksa |, 4 na nivou
kompleksa Il i 2 protona na nivou kompleksa IV, a procenjuje se da
je za sintezu ATP-a potrebno da se 4 protona vrate kroz molekul
ATP sintaze, oksidacijom svakog NADH+H+ se dobiju 3 ATP-a, a od
FADH2 - 2 ATP. To znaci da se samo 30% energije dostupne
oksidacijom redukovanih koenzima iskoristi za sintezu ATP-a.

* Deo energije se iskoristi za transport jona, a ostatak se oslobada u
vidu toplote.



Uloga transporta elektrona u proizvodnji

toplote

Celiie mrkog masnog tkiva koriste (! | za
proizvodnju toplote; Zivotinje koje hiberniraju kao i mladuncad
(ukljucujucéi i coveka) imaju relativno vecu proporciju ovog
specijalizovanog oblika masnog tkiva.

* Veca proizvodnja toplote je vazna u odrzanju telesne temperature
u novorodencadi jer je njihova telesna povrsina neproporcionalno
velika u odnosu na telesnu masu; u odraslih je kolicina mrkog
masnog tkiva veoma mala.

* Mrko masno tkivo (boja potice od velikog broja mitohondrija i
posledicno velike kolicine citohroma) je efikasan proizvodac
toplote — 400 W kg-1 u odnosu na 1 W kg-1 u tipicnom tkivu.



Celije mrkog masnog tkiva dobijenih iz misi¢nih celija




U unutrasnjoj membrani Hypathalamus

mitohondrija u mrkom masnom
tkivu se nalazi protein sympatati: nerve

termogenin koji ima funkciju \\< Heal
kanala za anjone: omogucava
OH- ili Cl- jonima da brzo
prolaze kroz membranu.

[:nlr;z:)

Norapinephring —

Prenos OH- jona iz citosola u mitohondrijalni matriks
ima isti efekat kao prenos H+ u suprotnom pravcu —
ponistavanje protonskog gradijenta — sto znaci da
termogenin deluje kao supstanca koja razdvaja prenos
elektrona od sinteze ATP-a, sa posledicnim

oslobadanjem velike kolicine toplote. Brown fat cell



Redukcioni ekvivalenti iz citosola ulaze u
mitohondrije sistemom povratnog

transporta

* NADH ne moze da  prode roz unutrasnju
mitohondrijalnu  membranu. Redukcioni ekvivalenti
stvoreni u citosolu sluze za redukciju nekog supstrata
koji, redukovan, prolazi kroz mitohondrijalnu membranu.

* U unutrasnjosti mitohondrija supstrat se oksidise,
redukcioni ekvivalenti ulaze u respiratorni lanac, a
oksidovani supstrat izlazi iz mitohondrija u citosol.

« Postoje dva ovakva sistema povratnog transporta,
glicerofosfatni i malatni.




“* Brus Spigelman, Celijski biolog sa Univerziteta Harvard, nacinio

jako vazan korak ka razumevanju razvi¢a masnog tkiva.

“* 2009. godine Spigelman i saradnici su pokazali da se partner
protein nazvan C/EBP-beta vezuje za PRDM16 protein, i da se
upravo povezivanjem ova dva faktora misi¢ne (celije i Celije
vezivhog tkiva pretvaraju u mrko masno tkivo.



Glicerofosfatni sistem povratnog transporta

dihidroksiacetonfosfat (DHAP | davalac
vodonika je NADH+H+. Nastali glicero 3-fosfat ulazi u
mitohondriju i na spolinoj strani unutrasnje
membrane ga oksidise glicerol  3—fosfat
dehidrogenaza, FAD—zavisan enzim. Elektronski par se
sa FADHZ2 prebacuje na CoQ, a nastali DHAP se vraca

u citosol.




Transport kroz unutrasnju i spoljasnju

membranu mitohondrija

* Unutrasnja membrana mitohona :
za sve polarne molekule, ukljucujuci ATP, ADP, Pi , anjone kao
sto je piruvat ili katjone kao sto su Ca2+, H+ i K+.

* Medutim, proces oksidativne fosforilacije zavisi od transporta
mnogih od ovih supstanci kroz unutrasnju membranu
mitohondrija.

* Joni i ostali polarni molekuli se kroz unutrasnju membranu
mitohondrija prenose posredstvom specificnih translocirajucih
proteina. Najveci deo ovog transporta je oblik aktivnog
transporta, a energija se dobija od elektrohemijskog gradijenta.



U mitohondrijalnoj membrani postoji vise

sistema za prenosenje molekula

* Piruvat ulazi u mitohondrije simportnim nosac oji
koristi gradijent H+ i unosi istovremeno i piruvat i H+ u
mitohondrije.

= Za dikarboksilne i trikarboksilne jone, postoje specijalni
nosaci koji olaksavaju njihov prolazak kroz membranu.
Od posebnog je interesa transport citrata kroz
membranu



*

Najveci deo energije dobijen u p
materija u ciklusu trikarboksilnih kiselina i drugim katabolickim
putevima se cuva u obliku redukovanih koenzima, NADH i
FAD(2H).

U lancu prenosilaca elektrona NADH i FAD(2H) se oksiduju, pri
cemu predaju elektrone 02, koji se redukuje u H20.

Energija dobijena u redukciji O2 se koristi za fosforilaciju
adenozin difosfata (ADP) u ATP dejstvom ATP sintaze (Fo
F1ATPaza).

Neto prinos oksidativne fosforilacije je priblizno 2.5 mola ATP-a
po molu oksidaovanog NADH, ili 1.5 mol ATP-a po molu
oksidaovanog FAD(2H).



