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Oxidativni fosforylace. Stru¢nd charakteristika.

Denni energetickd potreba 70 kg muze je asi 8 400 kJ. Tomuto
mnoZstvi odpovida 83 kg ATP. B€znd zdsoba ATP je 250 g.

Pro dosaZeni potrebného mnozstvi energie je nutné recyklovat
ADP na ATP. Kazda molekula ATP je recyklovdna 300x za den.

PotFebnd energie se ziskdvd oxidaci redukovanych koenzymd
NADH a FADH,. Elektrony z redukovanych koenzymu se prendsi
pres Ctyri velké komplexy proteinl na kyslik. Prenos je
lokalizovan ve vnitrni mitochondridlni membrané a nazyva se
dychaci retézec nebo elektronovy transportni retézec.

NADH + 3 O, + H* — H,0 + NAD*; AG° = - 220 kJ/mol

Tri komplexy elektronového transportniho retézce vyuzivaji
energii prenosu elektront k transportu protont z matrix do
mezimembrdnového prostoru. Generuje se tak pH gradient a
transmembranovy elektricky potencial, ktery vytvari proton-
motivni silu.



Oxidativni fosforylace. Stru¢na charakteristika

ATP je syntetizovan, kdyz protony putuji zpét do matrix pres
proteinovy komplex ATPasy.

ADP + P, + H* - H,O + ATP ; A6 ° =+ 30,5 kJ/mol

Oxidace energeticky bohatych slou¢enin a fosforylace ADP jsou
spojeny s protonovym gradientem pres vnitrni mitochondridlni
membranu.

Proces se nazyvad respirace nebo bunécénad respirace.

Respirace je proces tvorby ATP pri kterém anorganicka latka
(jako je molekuldrni kyslik) slouzi jako termindlni akceptor
elektrond. Donorem elektront mize byt organickd nebo
anorganicka latka.

Proces se uskutecnuje v mitochondrii.



Obrdzek mitochondrie.
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Komplexy prenosu elektrond.

Elektrony jsou prendseny z NADH na O, pres retézec tri velkych
proteinovych komplex:

a) NADH-Q oxidoreduktasa (komplex I)
b) Q-cytochrom ¢ oxidoreduktasa (komplex ITT)
c) cytochrom coxidasa (komplex IV)

Ctvrty velky proteinovy komplex sukcindt-Q reduktasa obsahuje
sukcinddehydrogenasu generujici FADH, v citratovém cyklu.

Elektrony z FADH, vstupuji do dychaciho retézce v Q-
cytochromoxidoreduktase.

Sukcindt-Qreduktasa nepumpuje protony !

Komplexy I, IIT a IV jsou svym zplsobem na sebe navazujici a
spojené (supramolekuldrni komplex) nazyvany respirasom.

Elektrony mezi komplexy prendsi specidlni prenasec. Koenzym Q
také nazyvany ubichinon, v redukované formé ubihydrochinon.



Komplexy prenosu elektrond.

Ubichinon je hydrofobni chinon (md retézec slozeny z
isoprenovych jednotek), ktery rychle difunduje pres vnitrni
mitochondridlni membrdnu. Nejzndméjsi koenzym Q (savcéi) ma 10
isoprenovych jednotek (Qo).

Ubichinon prendsi elektrony z NADH-Q oxidoreduktasy na Q-
cytochrom c oxidoreduktasu ve formé ubihydrochinonu.

Elektrony z FADH, generované citrdtovym cyklem jsou
preneseny na ubichinon a poté na Q-cytochrom ¢
oxidoreduktasovy komplex.

Chinony obecné mohou existovat ve trech oxidacnich stavech:
plné oxidovand forma Q; s jednim elektronem semichinon QH-, po
ztrdté protonu vznikne semichinonovy radikdl Q-; pIné
redukovand ubichinn je ubichinol QH.,.

Druhym prenasecem elektront je maly rozpustny protein
cytochrom c. Prendsi elektrony z komplexu ITI na komplex IV.
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Slozky dychaciho retézce.
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Komplexy elektronového retézce.

NADH-Qoxiodoreduktasa (komplex I).

Obrovsky enzym (> 900 kD), asi 46 polypeptidovych rFetézcd.
Protonovd pumpa. Integrdlni protein ve vnitrni mitochondridlni
membrané. Prosthetickou skupinou je FMN - redukovany FMNH,.

Elektrony jsou poté preneseny na Fe-S klastry. Atom Fe je bud’
v oxidovaném stavu Fe3* nebo v redukovaném Fe?*. Klastry
nepumpuji protony. Konecnym akceptorem elektront v komplexi I
je ubichinon (Q) prechdzejici na ubichinol (QH,).

Katalyzovana reakce:
NADH + Q +9 H+ma‘rr'ix — NAD+ + QHZ +4 H+cy‘roplasma
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Komplexy elektronového retézce.

Sukcinat-Qreduktasa (komplex IT) je soucdst vnitrni
mitochondridlni membrany. Elektrony z FADH, jsou prendseny
pres klastry Fe-S na ubichinon. Komplex IT nepumpuje protony.

Dalsi dva enzymy - glycerol-3-fosfdtdehydrogenasa a acyl
CoAdehydrogenasa (mastné kyseliny) prendsi elektrony z FADH,
na Q za tvorby QH,. Oba enzymy také nepumpuji protony.
Priklad 2Fe-25S klastru. VSechny Fe-S klastry podléhaji

oxida¢ néredukéni reakci na atomu Fe.

S S—Cys
Cys—S
4 \. / N\
/

-
—_—

e Fe

\
Cys—S \S/ S—Cys



Komplexy elektronového retézce.

Q-cytochrom c oxidoreduktasa (komplex IIT nebo
cytochromreduktasa).

Funkci komplexu III je prenos elektront z QH, na oxidovany
cytochrom c (Cyt ¢).

Komplex ITI je ve vodé rozpustny a pumpuje protony ven z
matrix. Pumpuje 2 H*. Je to polovina protont nez pumpuje
komplex I (mensi termodynamicka sila).

Rovnice:
QHZ +2 CYT Cox ¥ 2 H+ma‘rr'ix - Q +2 CYT Cred ¥ 4 H+cy‘rop|asma
Komplex IIT obsahuje dva typy cytochromt - ba ¢;.

Cytochromy jsou proteiny obsahujici hem jako prosthetickou
skupinu. Prendseji elektrony.

Stejny hem jako obsahuji myoglobin a hemoglobin.

Enzym také obsahuje protein Zelezo - sira s 2Fe-2S centrem -
Rieskeho centrum.



Mechanismus komplexu ITI - Q cyklus.
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Q cyklus.

QH, transportuje dva elektrony na komplex IITI - cytochrom c,
ktery akceptuje pouze jeden elektron.

Mechanismus spojeni prenosu jednoho elektronu s transportem
protonl z matrix do mezimembrdnového prostoru se nazyva Q
cyklus.

Dvé molekuly QH, se vdzi postupné na komplex IIT na ktery
preddvaji dva elektrony a dva H*. Tyto protony se uvolriuji do
cytoplasmy.

Prvni molekula QH, se vdZze na prvni vazebné misto Q, a dva
elektrony putuji v komplexu na dvé riznd mista. Jeden elektron
putuje nejdrive na Rieskeho 2Fe-2S klastr a poté na cytochrom
¢, a konecné na oxidovany cytochrom ¢, ktery redukuje.
Redukovand molekula cytochromu ¢ difunduje ddle na cytochrom
¢ oxidasu.

Druhy elektron putuje pres dva hemy cytochromu 6 na druhé
vazebné misto Q..



Q cyklus.

V tomto misté je Q redukuvdn na semichinon radikdl aniont (Q-)
elektronem z prvni molekuly QH,. Nové pIné oxidovany Q opousti
prvni Q misto a obnovuje pool Q.

Druha molekula QH, se vdze na Q, vazebné misto a reaguje
analogicky jako prvni molekula. Jeden elektron je prenesen na
cytochrom c. Druhy elektron putuje pres dvé hemové skupiny na
cytochrom b k ¢asteéné redukovanému ubichinonu vazanému na
Q, misteé.

Po vstupu elektronu z druhé QH, molekuly prevezme tento
chinonovy radikdl dva protony z matrix za tvorby QH..

Sumdrné:
2 QHZ + Q +2 CYT c+2 H+ma’rrix — 2 Q + QHZ +2 CYT Creduk
+4 H+cy‘roplasma

V jednom Q cyklu jsou oxidovany dvé molekuly QH, na Q a jedna
je redukovadna na QH,



Cytochrom ¢ oxidasa.

Cytochrom c oxidasa (komplex IV) katalyzuje transfer elektrond
z redukovaného cytochromu ¢ na na molekuldrni kyslik (termindlni
akceptor elektront).

A\I: CYT Creduk * 8 H+mcn‘r'ix + OZ —4 CYT Cox ¥ 2 HZO +4 H+cy‘roplasma
Ctyri elektrony jsou preneseny na kyslik a sou¢asné jsou
pumpovdny protony z matrix do cytoplasmy.

Reakce je termodynamicky vyhodnd.

Nejvice je prostudovdna hovézi cytochrom c oxidasa, kterd se
skldda z 13 podjednotek z nichz 3 jsou kodovany mitochondridlni
DNA.

Enzym obsahuje 2 skupiny hemu A a tri méd’'naté ionty
seskupené do dvou center.

Jedno centrum oznacené Cu,/Cu, obshuje dva Cu ionty vdzané
cysteinovymi vedlejsimi skupinami. Centrum prijima prvni
elektrony z Cyt ¢



Cytochrom ¢ oxidasa.

Zbyvajici Cu (C1p) je koordinacné vazdn na tri His z nichz jeden
je kovalentné vdzan na Tyr.

Méd'nata centra osciluji mezi oxidaénimi stavy Cu?*a Cu-.

Dalsi soucdsti enzymu jsou dvé molekuly hemu A oznacované jako
hem aa hem a;.

Hemy se |isi redukénim potencidlem, protoze jsou lokalizovdny v
riznych mistech molekuly enzymu s riznym okolim.

Elektron putuje z Cyt ¢ na Cu,/Cu,, na hem a, na hem a5, na Cu,
a na kyslik Il Hem a; a Cug jsou primo propojeny s aktivnim
mistem kde dochazi k redukci kysliku.



Cytochrom ¢ oxidasa.

Elektrony ze dvou molekul redukovaného Cyt ¢ putuji cytochrom
c oxidasou - jeden se zachyti ha Cug a druhy na a;. Obé
redukovand mista preddvaji elektrony na kyslik.

Kdyz se molekularni kyslik navdze, prebira elektrony z obou mist
za tvorby peroxidu (0,%), ktery tvori mlistek mezi obéma misty.

Vazi se dalsi dvé molekuly Cyt c a elektrony putuji do aktivniho
mista. Pridanim elektronu a H* na kazdy atom kysliku dochazi k
redukci dvou iont - kyslikovych skupin na Cup - OH a Fe3* - OH.

Reakci se dvéma dalsimi H* se uvolni dvé molekuly H,O a enzym
se vraci do ptvodniho stavu.

4 CYT Creduk * 4 H+mcx‘rr'ix + OZ — 4 CYT Cox ¥ 2 HZO

Viechny ¢tyri protony v této reakci maji ptvod v matrix lll
Celkova rovnice reakce katalyzované cytochrom ¢ oxidasou:

4 CYT Creduk * 8 H+mcx‘rr'ix + OZ —4 CYT Cox ¥ 2 HZO +4 CYT Ccy’roplasma



Toxické derivaty molekularniho kysliku - superoxidovy
radikdl, peroxidy.

Molekuldrni kyslik je idedlnim akceptorem elektrond. Pokud
probihd ¢ tyrelektronova redukce vznika bezpecna voda.

Céstednd redukce vede ke tvorbé nebezpeénych produktl.
Transfer jednoho elektronu na O, vznikd superoxidovy aniont !
Transfer dvou elektront vede ke tvorbé peroxidu.

O,+e — 0, ; 0, +e — 0,%
Obé slouceniny jsou nebezpecné !

Strategii bezpecné katalyzy cytochrom c oxidasy je neuvolriovat
meziprodukty.

VZdy se v3ak néjaké mnozstvi superoxidovych aniontt a peroxidu
uvolni. Z peroxidu a superoxidi se mizou formovat OH:, coz jsou
reaktivni derivdty kysliku (ROS = reactive oxygen species).
Jejich oxidacni destruktivni 4¢inky se projevuji pri starnuti a
vyvolani rady onemocneéni.



Toxické derivaty molekularniho kysliku - superoxidovy
radikdl, peroxidy.

Bunéénou obranou pred plsobenim superoxidovych radikdld je
enzym superoxiddismutasa:

0, + 2 H* — 0, + H,0,
Dismutace je reakce pri které je jeden reaktant preveden na
dva rizné produkty.

Peroxid vodiku vytvoreny v superoxiddismutasové reakci je
rozkladam vsudypritomnym hemovym proteinem katalasou (také
se jednad o dismutaci):

2 H,0,=— 0,+2H,0
Oba enzymy maji vysokou A, bliZici se difuzi. Pri likvidaci
peroxidu vodiku hraje také vyznamnou roli glutathionperoxidasa.

Vyznamné se uplatfiuji antioxidanty jako napr. vitaminy E a C.



Mechanismus cytochrom c¢ oxidasy. Oznageny jsou chemické
protony (tvorba vody), dalsi 4 H* jsou pumpovdny z matrix do cytoplasmy.




Elektronovy transportni retézec.




Protonovy gradient pohani syntézu ATP.

Transfer elektront z NADH na O, je silné exergonni proces:
NADH +1/20, + H* — H,0 + NAD*; AG° = - 220, 1 kJ.mol-!
Proces je spojen s endergonickou syntézou ATP:

ADP + P, + H* == ATP + H,0 ; AG° = + 30, 5 kJ/mol-!

Ve vnitfni mitochondridlni membrané je lokalizovdn integrdlni
protein plvodné nazyvany mitochondridlni A TPasa nebo

F,F, ATPasa (F, Cti ef 6, na oligomycin citliva podjednotka).
Pivodné enzym katalyzoval hydrolyzu ATP.
Soucasny ndzev A TPsynthasa. Dalsi ndzev je komplex V.

Dlouho badatelé hledali spojeni mezi transportem elektront a
syntézou ATP, analogii substrdtové fosforylace.

V roce 1961 prisel P. Mitchell s chemiosmotickou hypotézou
tvorby ATP.



Chemiosmotickd hypotéza tvorby ATP.

Podstata hypotézy: Transport protond a syntéza ATP jsou
spojeny protonovym gradientem vytvorenym pres mitochondridlni
membranu.

Koncentrace H* je nizkd v matrix, elektrické pole v matrix nese
negativni ndboj. Protony putuji zpét do matrix, aby doslo k
vyrovndni ndboje. Vnitrni mitochondridlni membradna protony
nepropousti. Protony vstupuji do integrdlniho proteinu
ATPsynthasa. Energeticky nerovnovdzné rozdéleni protont se
nazyva protonmotivni sila.

Protonmotivni sila ma dvé slozky: chemicky gradient a gradient
ndboje.
Chemicky gradient reprezentuje gradient pH. Gradient ndboje

tvofen nerovnovdznou distribuci protont tvorici chemicky
gradient.

Obé komponenty pohdni syntézu ATP.



Chemiosmotickd hypotéza tvorby ATP.

V mezimembrdnovém prostoru je pH o 1,4 jednotky nizsi nez v
matrix. Membrdnovy potencidl je O, 14 V, vné je kladny.

Membranovy potencidl odpovida volné energii 21, 8 kJ.mol-! na
mol protond.

K dikazu chemiosmotické hypotézy byl pouzit uméle vytvoreny
systém.

Jako respiracni retézec byl pouzit bakteriorhodopsin, cozZ je
membrdnovy protein z halobakterie, ktery po osvétleni pumpuje
protony. Halobakterie, spravné Haloarchaea, je trida archei z
kmene Euryarchaeota - nejednd se tedy o bakterie (existuji v
solnych roztocich - Mrtvé more).

Byly vytvoreny syntetické vacky obsahujici bakteriorhdopsin a
mitochondridlni ATPasu ziskanou z hovéziho srdce.

Po osvétleni vacky syntetizovaly ATP. ATPasa je v liposomu
zarazena opaché nez v mitochondrii.



Dilikaz platnosti chemiosmotické hypotézy.
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ATPsynthasa <ADP +Pi
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ATPsynthasa.

Tvarem ATPsynthasa pripomind kuli¢ku a ty&inku. Cdst
pripominajici ty¢inku se nazyvd F, podjednotka a je integrdlni
soucdsti vnitrni mitochondridlni membrany. Kulicka o rozmérech
85 A nazvand F,; podjednotka je umisténa v matrix mitochondrie.

Podjednotka F; ma katalytickou aktivitu synthasy, izolovana
vykazuje ATPasovou akftivitu.

Podjednotka F; je sloZzena z péti typu polypeptidovych retézct
(o3, B3, 7, 8, €) s vyznacenou stechiometrii.

Podjednotky a a B, které tvori kuli¢ku F; jsou uspordadany
stridavé do hexamerniho kruhu. Obé vdzi nukleotidy, ale jen B
podjednotka plsobi primo katalyticky. Pod kulickou jsou proteiny
stredové tycinky sloZzené z y a € podjednotek. Podjednotka y
tvori helikdlni vldkno zasahujici do stfedu a,B, hexameru a

narusuje symetrii a;B; hexameru: kazda z podjednotek B se
nachdzi v interakci s jinou stranou (¢dsti) y.



Model ATPsynthasy.
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H. Wang and G. Oster (1998). Nature 396:279-282.



ATPsynthasa.

Podjednotka F, je hydrofobni segment lokalizovany ve vnitrni
mitochondridlni membradné. F, obsahuje protonovy kandl, ktery je
sestaveny z 10 az 14 podjednotek c, které jsou umistény v
membrané. Jedna podjednotka a je na povrchu kandlku.

Obé podjednotky F; a F, jsou spojeny dvéma zplsoby:
stredovou ay ty¢kou (vldknem) a vnéjsi spojkou tvorenou jednou
a podjednotkou, dvéma B podjednotkami a & podjednotkou.



Tok protoni pres ATPsynthasu vede ke tvorbé a uvolnéni
ATP.

ATPsynthasa katalyzuje tvorbu ATP z ADP a orthofosfdtu:
ADP3- + HPO,% + H* =— ATP% + H,0

Oba substraty maji na fosfdaty navazdn Mg?*. Atom kysliku ADP
atakuje atom P orthofosfatu za tvorby pentakovalentniho
meziproduktu, ktery uvolfiuje vodu a prechdzi na ATP.

5 > 3 He---H’

- - O - -0 0 - "o
AP P v R O\\P'O O\\P’O Lo —» g O\\p'o O\\P/O O‘P7O+ H,0
R P P + O—P—OH+ H —>» P o 2
o7 Yo7 Yo | ~o7 N0 Yo7 L ~o7 Yo7 Yo7 o
ADP © P; Pentakov alentni ATP

meziprodukt



Tok protoni pres ATPsynthasu vede ke tvorbé a uvolnéni
ATP.

Ukazalo se ATPsynthasa katalyzuje spojeni ADP a orthofosfatu i
bez toku protond.

ATP vsak se z katalytického mista neuvoliiuje !
Pro uvolnéni ATP je nutny tok protont pres podjednotku F,.

Roli protonového gradientu neni tvorba ATP, ale jeho uvolnéni z
katalytického mista.

Protonmotivni sila vytvari tri aktivni mista, kterd se sekvencné
proménuji a meéni svoji funkci.

ATPsynthasa je sloZzena z pohyblivé ¢asti a staciondrni ¢dasti.
Pohybliva ¢dst reprezentuje rotor sloZzeny z ¢ prstence a ye

stonku. Staciondrni ¢dst neboli stator je sloZzen ze zbytku
molekuly.

Tvorbu a uvolnéni ATP charakterizuje potvrzena hypotéza:
binding-change mechanism - mechanismus vazebné zmény
(konformace).



Tok protoni pres ATPsynthasu vede ke tvorbé a uvolnéni
ATP.

Pritokem protonl se otdci rotor ménici konformaci statorové
Casti ve trech stupnich: 1) ATP a P, se vazi, 2) Syntéza ATP,
3) Uvolnéni ATP.

Pohybem y rotoru nejsou tri p podjednotky ekvivalentni.

V kazdém momentu je jedna B podjednotka ve stavu L (loose =
otevrend). Tato konformace vdze ADP a P;. Druhd podjednotka
je ve stavu T (tight = pevné sevreny). Dochadzi k tvorbé ATP. Obé
tyto konformace neuvolfiuji ATP ani ADP nebo P;. Posledni
podjednotka je ve stavu O (open = otevreny), uvoliuje ATP.

Rotor y rotuje ve sméru hodinovych rucicek po 1200,



Model F; ATPsynthasy. Trojdhelnik naznacuje y
podjednotku (rotor), p podjednotky jsou naznaceny ve
stavech L (zelend), T (lila) a O (Zluta).

ADP

ATP



Pohled shora na F; ATPsynthasu. Nahore vypoéet atomové
hustoty. Dole modré krouZzky naznacuji ADP (vétsi) a orthofosfat (mensi).




F; ATPsynthasa - struktura z polypeptidovych retézcu.
Vpravo dole model s oznacenim podjednotek.
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Z historie baddni o ATPsynthase.

1937 - Herman KALCKAR objevil souvislost mezi syntézou ATP
a respiraci.
1961 - Ephraim RACKER izoloval ¢dsti ATP synthasy.

1961 - Peter MITCHELL publikoval ..chemiosmotickou hypotézu
tvorby ATP".

1964 - Paul D. BOYER postuloval hypotézu .syntézy ATP na
zakladé konformacnich zmén enzymu".

1973 - Paul D. BOYER ., Binding Change Mechanisms". Klicovym
krokem je mechanické uvolnéni syntetizovaného ATP.

1981 - John E. WALKER sekvenoval gen pro syntézu
ATPsynthasy.

1994 - John E. WALKER a spol. publikoval strukturu
ATPsynthasy.

1996 - 97 - publikovdny tFi rizné postupy modelovani rotace
spojené se syntézou ATP. Mikroskopicky - Masasuke YOSHIDA.



Nobelova cena za chemii 1978 Peter MITCHELL.

The Nobel Prize in Chemistry 1978 was awarded to Peter
Mitchell “for his contribution to the understanding of biological
energy transfer through the formulation of the chemiosmotic

theory". '




Nobelova cena za objev v chemii 1997.

The Nobel Prize in Chemistry 1997 was divided, one half jointly
to Paul D. Boyer and John E. Walker “for their elucidation of the
enzymatic mechanism underlying the synthesis of adenosine
triphosphate (ATP)" and the other half to Jens C. Skou "for the
first discovery of an ion-transporting enzyme, Na+, K+ -ATPase"




3 D zobrazeni prstence c podjednotek jako hlavni
soucdsti F,ATPsynthasy




http://www.mrc-mbu.cam.ac.uk/research/atp-synthase

Mitochondrial ATP synthase
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Schematicky ndkres F F; ATPsynthasy.
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Pohyblivy model podjednotky F, - tFi segmenty. Tvorba
ATP z ADP a P..

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/6/62/ATPsyn.gif



Tok protont pres ¢ kandlky roztaci rotor (y).

Mechanismus toku protonl je spojen se strukturou podjednotek
a ac F, podjednotky ATPsynthasy.

Staciondrni podjednotka a prochdzi membrdnou a je sloZzena z 10
az 14 podjednotek c.

Struktura a obsahuje dva hydrofilni polokandlky, které
neprochdzi celou membrdnou.

Protony vstupujici do kandlku neprojdou pres membranu.
Podjednotka a je konstruovdna tak, ze kazdy polokandlek primo
souvisi s jednou podjednotkou c.

Kandlek je tvoren helikdlni polypeptidovou strukturou obsahujici
uprostred retézce Asp (61).

Proton putujici kandlkem z cytoplasmatické strany se navaze na
Asp.

Podjednotka ¢ s navdzanym protonem se pootoci na misto s
hizkou koncentraci protond a tam se proton uvolni.



Tok protont pres ¢ kandlky roztdci rotor (y).

Pohyb protont pllkandlkem z mist s vysokou koncentraci proton
(cytoplasma) do mist s nizkou koncentraci protont (matrix)
pohdni rotaci podjednotky c.

Podjednotka c s protonizovanym Asp se uvolni z kontaktu s
cytoplasmatickym pulkandlkem a dalsi ¢ podjednotka ji hahradi.
Kdyz se ¢ podjednotka pohybuje, podjednotka a je nepohyblivd
(stacionarni).

KaZzdy proton, ktery vstoupi do pilkandlku a podjednotky na
strané cytoplasmy se pomoci ¢ podjednotky dostane do matrix.



Tok protont pres ¢ kandlky roztdci rotor (y).

PoCet ¢ podjednotek v ¢ kruhu se pohybuje mezi 10 aZz 14. Kazdd
otacka y (rotoru) o 360° vede k syntéze tri molekul ATP.

Uvazujme 10 ¢ podjednotek, potom kazdd vytvorend molekula
ATP spotrebuje 10 / 3 = 3,33 protonl. Pro zjednoduseni
uvazujme 3 protony z matrix pro kazdy ATP Il

Uvazujme, Ze odpocivajici ¢lovék spotrebuje denné 85 kg ATP,
potom musi projit ATPsynthasou 3,3 x 1025 protond.
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Model F;F, ATPsynthasy.

Junge, . Lill & S. Engelbrecht

TIBS 22, 420 - 423 (1997)
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http://im/index-j.htmlwww.cc.kyoto-su.ac.jp/~fmotoj

Actin filament

W. Junge, H. Lill & S. Engelbrecht
TIBS 22, 420 - 423 (1997)



Slozky protonvodivé jednotky ATP synthasy.

Cytoplasmovy
pulkanalek

00,

Matrixovy
pulkanalek

Podjednotka c Podjednotka a



Vstup elektront z cytoplasmy do dychaciho retézce.

Jednou z funkci dychaciho retézce je regenerace NAD* pro
vyuziti v glykolyze.

NADH neprochdzi vnitfni mitochondridlni membranou, protoze
neni propustnd pro NAD* a NADH.

Jednou z cest elektront z cytoplasmy do dychaciho Fetézce je
glycerol-3-fosfatovy ¢lunek.

Elektrony jsou preneseny na QH, (ubichinol). Ubichinol predavd
elektrony na komplex IIT transportniho retézce a proto se
vytvori jen 2 ATP |

Glycerol-3-fosfatovy ¢lunek je typické pro svalové buriky.
Srdecni sval a jatra prenadsi elektrony (NADPH) z cytoplasmy do
mitochondrie maldt-aspartdatovym ¢lunkem.



Glycerol-3-fosfatovy ¢lunek (kosterni svaly).

Cytoplasmova
glycerol - 3 - fosfat
dehydrogenasa

CH,OH CH,OH
O:< 5. HO—'—H 2-
CH,OPO4 CH,0OPO4

Glyceronfosfat Glycerol - 3 - fosfat

CYTOPLASMA




Malat-aspartatovy ¢lunek.

Malat-aspartdtovy ¢lunek je zprostredkovdn dvéma
membranovymi transportéry a ¢tyrmi enzymy.

Elektrony z NADH jsou preneseny v cytoplasmé na oxaloacetdt
za tvorby L-maldtu, ktery je prenesen pres vnitrni
mitochondridalni membrdnu jako vyména za 2-oxoglutarat. Malat
je reoxidovan NAD* v matrix za tvorby NADH. Reakci katalyzuje
enzym citrdtového cyklu maldtdehydrogenasa. Vznikly
oxaloacetat neprochdzi membranou, je podroben transaminaci za
tvorby aspartatu, ktery je transportovan do cytoplasmy jako
vymeéna s glutamdtem. Glutamat preddva aminoskupinu na
oxaloacetdt za tvorby aspartdtu a 2-oxoglutardtu. Aspartadt je v
cytoplasmé deaminovdn za tvorby oxaloacetatu a cyklus je
restartovan.



Maldt - aspartatovy ¢lunek (srdce, jatra)

—+

NAD

NADH \k— oxaloacetanglutamét
a

Malat 2 - oxoglutarat spartat

CYTOPLASMA

MATRIX

- oxoglutarat aspartét
&b oxaloacetat glutamat




Vstup ADP do mitochodrie - ATP-ADP translokasa.

ATP ani ADP neprochdzi volné vnitfni mitochondridlni
membrdnou.

Funkci plni specificky transportni protein ATP-ADP translokasa.
(antiporter, 30kD).

ADP3_cyToplasma + ATP4_maTrix — ADP3_maTr'ix + ATP4_cy‘roplasma
ATP-ADP translokasa tvori zhruba 15% membrdnovych proteind.
Dospély ¢lovék transportuje denné ekvivalent své vdhy ATP I
Translokasa transportuje ADP do matrix a ATP z matrix do
cytoplasmy.

ATP i ADP se vazi na translokasu bez Mg?*. Transport je
energeticky naroény. Spotrebuje se pri ném az ¢tvrtina energie
vytvorené respiraci (regenerace membradny). Inhibice fohoto
procesu zastavuje bunécnou respiraci !l.






Dalsi mitochondridlni transportéry.

Fosfdtovy transportér, ktery spoluptisobi s ATP-ADP
translokasou zprostredkovadva elektroneutralni vyménu H,PO, za
OH-. Kombinace plisobeni téchto dvou transportért vede k
vymeéné cytoplasmového ADP a P; za matrixovy ATP pohdnén
vstupem H* do matrix a vystupem OH- do cytoplsmy:

Oba tyto transportéry, které doprovazi ATP synthasu vytvdri
velky komplex nazvany ATP synthasom.

Dalsi homologni transportéry : dikarboxylatovy transportér
prendsi malat, sukcindt a fumarat z matrix jako vyménu za P..

Pyruvat z cytoplasmy vstupuje pyruvdtovym transportérem do
mitochondridlni membrany vyménou za OH-.



Regulace bunééné respirace.

Kompletni oxidace glukosy poskytuje 30 ATP.

Dle publikace: Hinkle, P.C., Kumar, M.A., Resetar, A. a Harris,
D.L., Biochemistry 30: 3576, 1991.

Syntéza molekuly ATP je pohdnéna tokem tFi protont pres ATP
synthasu. Dalsi jeden proton je spotrrebovdn na transport ATP z
matrix do cytoplasmy !l Proto NADH=2,5 ATPa FADH, =1,5

ATP.

P/0O, for ATP delivered to the outside of mitochondria, would be 10/(3 +1) =25
(NADH) and 6/(3 + 1) = 1.5 (succinate), each considerably lower than then
textbook values of 3 and 2. Subsequently, careful reevaluation of the P/O ratios
for NADH and succinate (FADH,) indicated that the experimental values are
close t0 2.5and 1.5



Vytézek ATP z celkové oxidace glukosy.

Glykolyza: 2 ATP

Pyruvatdehydrogenasa - 2 NADH =5 ATP.

Citratovy cyklus (primo): 2 ATP

Oxidativni fosforylace:

2 molekuly NADH (reoxidace z glykolyzy) = 3 ATP

V pripadé transportu glycerol-3-fosfatovym ¢lunkem !
2 molekuly FADH, = 3 ATP

6 molekul NADH = 15 ATP

Soucet: 30 ATP. Tradi¢né v ucebnicich 36 ATP.



Regulace bunééné respirace.

Rychlost oxidativni fosforylace je ddna potrrebou ATP.

Elektronovy transport je pevné vazdn na fosforylaci. Kdyz neni k
dispozici ADP, elektronovy transport se zastavi.

S rostouci koncentraci ADP, roste rychlost fosforylce.

Regulace rychlosti oxidativni fosforylace ADP se nazyva
respirachi kontrola nebo akceptorova kontrola.

Hladina ADP ovliviuje citrdtovy cyklus. Pri nizké hladiné ADP
(odpocivajici sval) se nespotrebovavaji NADH a FADH,. CC se
zpomaluje - je mdalo NAD* a FAD. V opacném pripadé se CC
aktivuje.

Elektrony netecou z bohatych molekul (glukosa) na kyslik pokud
neni potreba syntetizovat ATP.



Regulované odpojeni.

Neékteré organismy maji schopnost odpojovat oxidativni
fosforylaci od syntézy ATP jako zplsob tvorby tepla. Hibernujici
zivoCichové maji hnédou adiposni tkan bohatou na mitochondrie.
Barva je tvorena kombinaci zelenych cytochromt a mnoha
mitochondrii.

VhitPni mitochondridlni membrdna téchto Zivolichl obsahuje
velké mnoZstvi odpojovaciho proteinu (UCP-1, uncoupling protein)
jinak thermogeninu (dimer 33 kD podobd se ATP-ADP
translokase).

UCP-1 generuje teplo zkratem protonového gradientu - pres
UCP-1 tecou protony zpét do matrix mimo ATP synthasu.

UCP-1 je aktivovdn chladem vyvolanou hydrolyzou triacylglycerolt
- vzniklé mastné kyseliny aktivuji thermogenin.

Zeny maji hnédou adiposni tkdfi na prsou (hrudnik) a krku
aktivovanou chladem.



Inhibice oxidativni fosforylace.

Inhibice elektronového transportniho retézce.

Rotenon vyuZivany jako insekticid, amytal barbituratové
sedativum - inhibuji elektronovy transport v NADH-Q
oxidoreduktase tim, Ze zabranuji vstupu substrdtu NADH.

PFi této inhibici neni zasaZen tokelektront z FADH,
(sukcindatdehydrogenasa)

Antimycin A antibiotikum, interferuje s tokem elektront z
cytochromu b, Q-cytochrom c oxidoreduktasy.

Kyanid, azid (N5-) a oxid uhelnaty blokuji elektronovy tok v
cytochrom c oxidase.

Kyanid a azid reaguji z Fe3* hemu a; .
Inhibice elektronového toku inhibuje také ATP syntézu.
Inhibice ATP synthasy.

Oligomycin, antibiotikum a dicyklohexylkarbodiamid (DCC)
zabrafiuji toku protont pres ATP synthasu.



Inhibice oxidativni fosforylace.
Odpojeni (rozpojeni) elektronového transportu od syntézy
ATP.

Na priklad 2,4-dinitrofenol (DNP) a rada dalSich aromatickych
kyselych sloucenin.

Tyto latky prendsi protony zpét z cytoplasmy do matrix mimo
ATP synthasu.
Nedochazi k tvorbé ATP. Zvysuje se spotreba kysliku a oxidace

NADH. NO2
Casto se energie uvolriuje jako teplo.

DNP je soucdsti herbicidl a fungicidd. NO,
Inhibice exportu ATP. 2.4 _dininotenol (ONP)

ATP-ADP translokasa je inhibovdna jiz malymi koncentracemi
atraktylosidu (rostlinny glykosid) nebo bongkrekovou kyselinou
(antibiotikum).

Atraktylosid se vdze na translokasu na strané cytoplasmy,
bongkrekova kyselina v matrix mitochondrie.



Inhibice a inhibitory oxidativni fosforylace.

NADH - Qoxidoreduktasa
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UstFedni motiv bioenergetiky.

Oxidativni fosforylace je realizovana na bdzi protonového
gradientu.

Protonové gradienty pohdni Fadu energii vyzadujicich procest
jako je aktivni transport Ca?* iontl v mitochondrii, vstup
nékterych aminokyselin a sacharidi do bakterii, pohyb
bakteridlnich bi¢ikl a prenos elektront z NADP* ha NADPH.

Protonovy gradient se také uplatniuje pri uvolnéni tepla
(hibernace).

Obecné: Protonové gradienty jsou Ustrednim prevoditelnym
platidlem biologickych systémd.



Protonovy gradient je prevoditelnd forma volné energie.
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