AVVERTENZA

Il presente materiale didattico & messo a disposizione degli studenti
per facilitare la comprensione degli argomenti trattati nel corso delle
lezioni e lo studio individuale
Non sostituisce il libro di testo che rappresenta lo strumento
fondamentale per lo studio della Biochimica generale e molecolare

Le immagini utilizzate sono tratte dal libro di testo consigliato
e da quelli da consultare indicati nelle diapositive 3-7 del file
INTRODUZIONE
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MITOCONDRIO

Creste
Spazio
intermembrana

Matrice

Membrana
esterna

Membrana interna

(a)
ATP sintasi
(F,Fy) Membrana esterna

Permeabile
a piccole molecole e ioni

Creste

Membrana interna

Impermeabile alla maggior
parte delle piccole molecole

e degli ioni, compresi i protoni
Contiene:

® i trasportatori di elettroni

della catena respiratoria
(Complessi I-IV)

¢ le ADP-ATP traslocasi
® PATP sintasi (F Fy)

® altri trasportatori
di membrana

Matrice

Contiene:

® il complesso
della piruvato
deidrogenasi

® gli enzimi
del ciclo
dell’acido citrico

® oli enzimi della
[ ossidazione
degli acidi grassi

® gli enzimi
dell'ossidazione
degli amminoacidi

® DNA, ribosomi
® molti altri enzimi
¢ ATP, ADP, P,, Mg“, Ca?* K*

* molti intermedi metabolici solubili

Ribosomi

Canali di porina



TRASFERIMENTO DEGLT ELETTRONI E
FOSFORILAZIONE OSSIDATIVA

« OSSIDAZIONE DEI COENZIMI RIDOTTTI

« FOSFORILAZIONE DELL'ADP

Gradiente di pH e potenziale elettrico

Catena di trasportatori degli l H+t ATP sintasi

elettroni detta catena respiratoria
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Vi sono tre tipi di trasferimento di elettroni

* Trasferimento diretto di 1 elettrone con la
riduzione di Fe3*a Fe?*

* Trasferimento diretto di 1 elettrone con la
riduzione di Cu?*a Cul*

* Trasferimento di un atomo di H (H* + e°) che
porta con sé 1 elettrone

* Trasferimento di uno ione idruro (:H”) che

porta con sé 2 elettroni

Indipendentemente dalla forma di trasferimento,
il termine "equivalente riducente” indica sempre un
singolo elettrone che viene trasferito in una
reazione redox




TRASPORTATORI DI ELETTRONI

« NON PROTEICT

* NAD*, FAD, FMN

« Coenzima Q (Ubichinone)

« PROTEICT

e Citocromi
* Centri Fe-S

* Cu-proteina




Nicotinamide adenin dinucleotide TRASPORTATORI DI

TTR I PROTEICI
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Le maggior parte delle deidrogenasi

che agiscono nei processi catabolici
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Nel NADP* questo gruppo ossidrilico &
esterificato con un gruppo fosforico

AMP




TRASFERIMENTO DEGLT EQUIVALENTI RIDUCENTTI DEL NADH
CITOSOLICO ALLA CATENA DI TRASPORTO DEGLI ELETTRONI
MITOCONDRIALE

Per il trasferimento del NADH della sesta reazione della glicolisi catalizzata

dalla gliceraldeide 3Pi deidrogenasi viene utilizzato uno dei sequenti sistema

shuttle:

 Shuttle del malato/aspartato

 Shuttle del glicerolo 3-fosfato



SHUTTLE DEL MALATO/ASPARTATO
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SHUTTLE DEL MALATO/ASPARTATO
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SHUTTLE DEL GLICEROLO 3-FOSFATO

Glicerolo 3-fosfato
deidrogenasi

citoplasmatica CH,OH
/CHzOH
0=—C HO—C—H
CH,OPO%2" CH,O0PO3*"
Diidrossiacetone Glicerolo
fosfato 3-fosfato
Glicerolo 3-fosfato
Spazio deidrogenasi
iIntermembrana mitocondriale

Matrice



SHUTTLE DEL GLICEROLO 3-FOSFATO

(Muscolo e cervello)
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TRASPORTATORI DI ELETTRONI ‘

FAD

T

Un legame corrisponde
a 2 elettroni °e

CH.
iy B N N

NON PROTEICI
r T
CH, N j)kNH
CHg\/: :NA“N/KO
CH
FMN CHOH
CHOH
CHOM
L
5
-0—P—0
\ o
O—P:’=O . NH,
O N
-
0 N
O
H H
DiEL Ol

J
Flavin adenin dinucleotide (FAD)

AMP

Cr, N

FADH'(EMNH") R

(semichinone)
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| FLAVOPROTEINE |

IL potenziale di riduzione standard di un coenzima flavinico
(FAD o FMN) dipende dalla proteina a cui e associato perché
le interazioni locali con i gruppi funzionali della proteina
alterano gli orbitali elettronici dell'anello flavinico,
modificando la stabilita della forma ossidata e di quella
ridotta

Poiché le flavoproteine traferiscono un elettrone alla volta
servono come intermedi tra le reazioni redox a due elettroni
deidrogenasi NAD-dipendenti) e quelle in cui viene accettato
un solo elettrone per volta ( es. centri Fe/S)



0/ i TRASPORTATORI DI
CH;0 (CH, —CH=C—CH ,);;—H | ELETTRONI NON PROTEICT

Ubichinone (Q)

(completamente ossidato)
CH50

|  COENZIMAQ |

Come le flavoproteine,
I'ubichinone puo collegare
Radicale semichinonico  processi di trasferimento a
CQH) due elettroni con quelli ad
un elettrone

CH30

CH30

CH30
Ubichinolo (QH,)

(completamente ridotto)
CH50

OH



TRASPORTATORI DI ELETTRONI

« NON PROTEICT

* NAD*, FAD, FMN

« Coenzima Q (Ubichinone)

« PROTEICT

e Citocromi 7

Contenenti ferro

3

e Centri Fe-S_

* Cu-proteina




TRASPORTATORTI DI
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CITOCROMI

IL potenziale di riduzione standard dello ione ferrico (Fe*3)
all'interno del gruppo eme, come per i coenzimi flavinici (FAD e
FMN), dipende dalle sue interazioni locali con i gruppi
funzionali della proteina a cui & associato e quindi risulta
diverso in ogni tipo di citocromo

I citocromi di tipo a, b ed alcuni di tipo ¢ sono proteine
integrali della membrana mitocondriale interna

Il citocromo c € una eccezione perché € una proteina solubile

che si lega alla superficie esterna della membran mitocondriale
intferna



LB CENTRI Fe-S |
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| CENTRI Fe-S |

IL potenziale di riduzione standard dello ione ferrico (Fe*3) nei
centri Fe-S dipende dal tipo di centro e, come per i coenzimi
flavinici (FAD e FMN) ed i gruppi eme, dalle sue interazioni
specifiche con i gruppi funzionali della proteina a cui e associato



Il potenziale di riduzione € una misura quantitativa della tendenza di una
specie chimica ad accettare elettroni in una reazione redox

Potenziali di riduzione standard dei
trasportatori di elettroni della
catena respiratoria

Reazione redox (semi-reazione) E® (V)

NAD® + H" + 2e- —— NADH

-0.320
NADP™ + H" + 2¢e- —— NADPH —-0.324
NADH deidrogenasi (FMN) + 2H™ + 2e- —— NADH deidrogenasi (FMNH,) —0.30
Ubichinone+ 2H™ + 2e- —— Ubichinolo 0.045
Citocromo b (Fe®") + e~ —— Citocromo b (Fe?") 0.077
Citocromo ¢, (Fe’") + e ——Citocromo ¢, (Fe”") 0.22
Citocromo ¢ (Fe®") + e —— Citocromo ¢ (Fe?") 0.254
Citocromo a (Fe®") + e —— Citocromo a (Fe?") 0.29
Citocromo ay, (Fe’") + e —— Citocromo a, (Fe*") 0.55
10, + 2H* + 26" — H,0 0.816

NADH > Q > Gyth = Cytie, = Cyte = Oyt (@ f a;) —— O,



’ rotenone ‘

NADH > Q—>Cit b —>Cit ¢¢ ——> Cit ¢ —> Cit (@ + asy) > Oy

’ antimicina A

NADH > Q > Cit b > Cit ¢, —> Cit ¢ ——> Cit (a + as) > Oy
CN o CO
NADH > Q > Cit b —> Cit ¢, —> Cit ¢ ——> Cit (@ +tas) —> O,

I trasportatori che si trovano prima dell” inibizione saranno completamente
ridotti, quelli che si trovano a valle saranno completamente ossidati



Point of inhibition

8

Percent of reduction of electron carrier
o

Antimycin A block

After A. L. Lehninger, Biochemistry, 2d ed., 1975, Worth Publishers, New York.
Copynght 1939 John Wiley and Sons, Inc. Al rights reserved.



Gli elettroni fluiscono secondo un gradiente energetico favorevole dal NADH o dal
FADH, all'O, attraverso i componenti dei complessi della catena di trasporto degli

elettroni
NADH + H*
0
FADH2
Succinato deidrogenasi
( Fe
= -50+— Com Iesso
5 de"aP Ublchlnone Q)
E NADH-Q L I Complesso della
= riduttasi Fo citocromo c riduttasi
S — - |
© \/\/ Citocromo ¢
S “Fe
g oo &
e
©
b}
—
“© Complesso
00 della citocromo
g ¢ ossidasi
[N} —150 -
200} @ @
0, H,0




| COMPLESST PER IL TRASFERIMENTO DEGLI ELETTRONI

Spazio intermembrana
(lato p)

Succinato Fumarato

NADH + HT  NADT

Matrice (lato N)

« L'energia libera libera resa disponibile dal flusso esoergonico di
elettroni & accoppiata al trasporto endoergonico di protoni
attraverso la membrana



Componenti proteici della catena di
trasporto degli elettroni

Complesso enzimatico/proteina Numero Gruppo prostetico
di subunita
| NADH deidrogenasi 45 FMN, Fe-S(8)
Il Succinato deidrogenasi 5 FAD, Fe-S (3)
1" Ubichinone-citocromo ¢ Il Eme Fe-S(1)
ossidoreduttasi
Citocromo ¢ 1 Eme
IV 13 Eme Cupa, Cug

Citocromo ossidasi



Complesso I: NADH deidrogenasi o
NADH:ubichinone ossidoreduttasi

Spazio intermembrana AH*
(lato p)

Complesso 1

Braccio
della
matrice

Braccio

della membrana L(] NADH ubichinone
ossidoriduttasi
Matrice : ! contiene sia centri

3 2Fe-2S che 4Fe-45
che passano
ciclicamente dallo

PPN " stato Fe3*allo stato
NADH * H+ , f‘ j 75 :': >; ‘. « “'i i.“""j:iir‘\)"k : F62+




Complesso I: NADH deidrogenasi o N
NADH:ubichinone ossidoreduttasi 4 H

AN Spazio
Pool Q intermembrana

00000000
-GN ﬁ ﬁ ﬁ ﬁ ﬁ
@vlﬂ l s H H HH H
1 E ~

A BB BAH Y QM

NADH R’ .

PN N\ .  Matrice
[Fe-S] Il trasferimento di protoni € un

NAD* \l processo endoergonico

2 HF
lle-S] Il trasferimento di elettroni dal
\\;e'sl NADH all'ubichinone & un
e processo esoergonico

NADH + H* + Q + 4H"q4pice —NAD" + QH, + 4H" (450



Complesso I: NADH deidrogenasi o
NADH:ubichinone ossidoreduttasi

Spazio
intermembrana Complessed
(latopr) H* H* H* H*
QOO
, QH,
OO av: = )00000000

i F Braccio

della

Braccio della membrana matrice

2H*
Matrice .
(lato N) Serie
di centri
Fe-S

NADH+H" NAD"



Complesso I: NADH deidrogenasi o
NADH:ubichinone ossidoreduttasi =

Centri FMN
ferro-zolfo \/@ o0 )

/

/
/’/ &\l ¢ &
Matrice /

Spazio
intermembrana

In che modo la riduzione dell'ubichinone & accoppiato al pompaggio dei protoni?

E' logico pensare che la riduzione dell'ubichinone induca un cambiamento
conformazionale delle proteine immerse nella membrana che rappresentano i
canali degli H*.

Le cariche negative di Q%" interagiscono elettrostaticamente con i residui degli
amminoacidi carichi negativamente del braccio intramembrana causando

cambiamenti conformazionali della lunga elica orizzontale (HL) e degli elementi
pH



O_

O CH-
H-C - =
HC
\O X .
O_

Ubichinone ridotto
(Q*)



Componenti proteici della catena di
trasporto degli elettroni

Complesso enzimatico/proteina Numero Gruppo prostetico
di subunita
| NADH deidrogenasi 45 FMN, Fe-S(8)
Il Succinato deidrogenasi 5 FAD, Fe-S (3)
1" Ubichinone-citocromo ¢ Il Eme Fe-S(1)
ossidoreduttasi
Citocromo ¢ 1 Eme
IV 13 Eme Cupa, Cug

Citocromo ossidasi



| COMPLESST PER IL TRASFERIMENTO DEGLI ELETTRONI

Spazio intermembrana
(lato p)

NAD™T Succinato  Fumarato

NADH + HT
Matrice (lato N)



@ Reazione del ciclo di Krebs

CO0™ pap  rapH; 000

CH, /‘ CH
\ —

CHZ h - H(lj

CO0" Seag=) CO0"

Succinato Fumarato



Complesso IT:

succinato
deidrogenasi

(lato p)

/
~

-

Matrice
(latoN) Emebd

b
[

Spazio intermembrana

Fosfatidiletanolammina

/{‘ 5 %
-

]

QH,

Sito di legame
~ del substrato



VIE DI TRASFERIMENTO DEGLI ELETTRONTI ALL'UBICHINONE

Glicerolo Glicerolo
3-fostato 3-fosfato
Spazio intermembrana deidrogenasi (citosolica)
(lato p) Diidroorotato i
.............................. deidrogenasi 5= " = S\ \ B
0 - ’ \ * — ) )
A Ok lm
QO T IT T k COOOO0 LOLCOOOOOCOOOOO0
i Fe-S
Matrice ETF:Q
(lato N) FMN ossidoreduttasi
NAD" .
NADH + H Fumarato  ETF
Succinato Acil-CoA
deidrogenasi FAD
Acil-CoA

Enoil-CoA




Via de novo della

biosintesi dei
nucleotidi
pirimidinici

- b o 3 3
transcarhamilasi

o Carbamil
~ fosfato
aspartato |/
N ) _
_ v HN  CH,
N-Carbamilaspartato | —
C CH=—CO0-
o® N7

|l].'| h'l WOroltasl H

\ - 0

'_)Hg() I

/C

v HN™ CH,

L-Diidroorotato | ) )
&C\ /4" H—CO0

N

H

—~—Flavoproteina
dildroorotas (FMN)
__ {Flavoproteina
MNH,)
v
Orotato

Base pirimidinica
non presente negli
acidi nucleici




| COMPLESST PER IL TRASFERIMENTO DEGLI ELETTRONI

Spazio intermembrana
(lato p)

NAD™T Succinato  Fumarato

NADH + HT
Matrice (lato N)



Componenti proteici della catena di
trasporto degli elettroni

Complesso enzimatico/proteina Numero Gruppo prostetico
di subunita
| NADH deidrogenasi 45 FMN, Fe-S(8)
Il Succinato deidrogenasi 5 FAD, Fe-S (3)
1" Ubichinone-citocromo ¢ Il Eme Fe-S(1)
ossidoreduttasi
Citocromo ¢ 1 Eme
IV 13 Eme Cupa, Cug

Citocromo ossidasi



Complesso IIT: complesso bc;

Ubichinone:citocromo C ossidoreduttasi

(a)

Spazio Proteina _
intermembrana ferro-zolfo
(lato p) di Rieske

2Fe-2S

Eme Cq

Citocromo ¢

Citocromo b

Matrice
lato N J
aton)

(b)

Spazio

intermembrana

(lato r)

Citocromo ¢,

Matrice
(lato N)

QH, — proteina Fe-S (ISP) —cit c,—cit ¢

Eme Cq

Proteine
ferro-zolfo
di Rieske

— [Jme bL

Caverna

Citocromo b




Complesso III: complesso bc,
Ubichinone:citocromo C ossidoreduttasi

Centro ferro-zolfo di Rieske

Cys His



Dal
complesso I

Dal

Ciclo 2
Spazio

inter-
membrana &

1| LatoN

Matrice

Ciclo Q

Il CicloQ regolaiil
trasferimento degli
e” daun
trasportatore a 2 e”
(QH) a
trasportatorial
soloe™ (eme b e b,
del Cit b e eme c dei
Cit ¢, e Cit ¢)

QI'E" 2H* (ma‘rrice:@:‘ W) 4H*(interm.)



O_

O CH-
H-C - =
HC
\O X .
O_

Ubichinone ridotto
(Q*)



Ciclo Q

Spazio L P

. /, N ,’ N
intermembrana /" Cytc \ " Cyte \
(lato P)

!
| I
|

Eme ¢,

Citocromo b 2H*



Componenti proteici della catena di
trasporto degli elettroni

Complesso enzimatico/proteina Numero Gruppo prostetico
di subunita
| NADH deidrogenasi 45 FMN, Fe-S(8)
|| Succinato deidrogenasi 4 FAD, Fe-S (3)
||| Ubichinone-citocromo c 11 Eme Fe-S(1)
ossidoreduttasi
Citocromo ¢ ] Eme
|V Citocromo ossidasi 13 Eme Cu,, Cug



Complesso IV:
citocromo ossidasi

2 Cit c (Fe?*) + 4H +

(a)

Spazio

intermembrana

(lato P) 7
&

Matrice
(lato N)

10, —=Cit c(Fe¥)+2Hp + H,0



Complesso IV:
citocromo ossidasi 4 Citc

+

Spazio
intermembrana
ato P)

Emer; | |Centro

Fe-Cu

Subunita
11

Subunita
I

Matrice
(lato N)
4H* \
(substrato) \
Y
4H* 2H50
(trasferiti)

Cit ¢ —Cu,— eme a —a3-Cuy—0,



Figura 18.15 Ponte perossido
L'ossigeno legato all’eme aj

viene ridotto a perossido 2 —
per la presenza di Cug. Oz

Perossido



H+

Spazio

lntermembran R ,.,.,../. ~ o.o 000000
~ . X

G
O
0.’.’0.’0

Membrana IT
mitocondriale <3 . ‘
interna | | s

OO0

Matrice
FADH,

NADH

Ciclo
dell’'acido
citrico

Acetil-CoA

H+




I complessi mitocondriali si associano in
respirosomi

(A) Vista laterale (B) Vista dall'alto




GENERAZIONE DI ROS NEI MITOCONDRI DURANTE
LA FOSFORILAZIONE OSSIDATIVA

L'ubichinone parzialmente ridotto (Q-) puo donare l'elettrone all’ OZ

generando I'anione superossido ( OZ-) quando la velocita d' ingresso degli

elettroni nella catena respiratoria e la velocita di trasferimento non sono
uguali, ovvero la velocita del flusso e diminuita

LA GENERAZIONE DEI ROS E' FAVORITA SE NEI MITOCONDRT ESISTE UNA
CONDIZIONE DI STRESS OSSIDATIVO, CIOE: CI SONO MOLTI PIV
ELETTRONI IN ATTESA DI ENTRARE NELLA CATENA DI TRASPORTO
RISPETTO A QUELLI CHE POSSONO RAGGIUNGERE L'OSSIGENO. CIO’

ACCADE SE:
*  Manca ADP o O, e quindi vi e alta forza motrice protonica ed un alto

rapporto QH,/Q
* Nella matrice e molto alto il rapporto NADH/NAD+

Nei mitocondri che respirano attivamente, dallo 0,2 % al 2 % dell'ossigeno consumato
forma O~



02 - OZ._ - O%_
Anione  Perossido
superossido

Superossido
dismutasi

20,7 +2H"+ >0, + H,0,




GENERAZIONE DIROS  Cie Toemice mitocondriae Cit ¢
EEEQ%TOCONDRI transidrogenasi interna
NEUTRALIZZAZIONE \
I ( Q I11 IV
Og
‘O3
K - superossidc
. superossido
m OH dismutasi
NADH NAD*
NAD*
NADP* < GSSG Ho0,
glutatione glutatione
v reduttasi perossidasi
NADPH > 2 GSH
mattivo |
—5 2 GsH
Enz |
stress ~S riduzione
ossidativo _SH dei tioli proteici
) GSSG
attivo SH superossido dismutasi

205"‘ 2H — OZ + H202




IL GLUTATIONE RIDOTTO
PROTEGGE LE CELLULE DAI ROS o, |
Respirazione mitocondriale,

radiazioni ionizzanti, sulfamidici, erbicidi
farmaci antimalarici, divicina

radicale superossido ‘0,

20" (|, -0,
superossido dismutasi
Oz glutatione perossidasi
perossido d'idrogeno H,0, »2H,0
Fe?* + H,0,— Fe3" + *OH + OH™ 2GSH GSSG
Reazione di Fenton v ’
. . . * I .
radicale ossidrile OH o m
Y reduttasi
® -+~ NADP* NADPH + H*
Glucosio \\/ »6-fosfo
6-fosfato ~ 9glucosio 6-fosfato glucono d-lattone
deidrogenasi
v

danni ossidativi a
lipidi, proteine e DNA



| COMPLESST PER IL TRASFERIMENTO DEGLI ELETTRONI

Spazio intermembrana
(lato p)

NAD™T Succinato  Fumarato

NADH + HT
Matrice (lato N)



Spazio intermembrana

2H*+30, H,0

Succinato

Fumarato

NADH + H* NAD*

NADH + H* + 1 0, —»NAD* + H,0

NAD*/NADH E,/°=-0.320 V
> 0,/H,0 E,°= 0816 V
Succinato/fumarato E, °= -0,031
AE, °= EZ,O- EI,O: 114 V

AG’ °=-nFAE’° = -

2(96 5 kJ/V mole) (1.14 V) =220 kJ/@
Per l'ossidazione del succinato

succinato + 1 O, —sfumarato + H,O AG’ °=-nFAE’°

= €163 kJ/mole
L ole ™




L energia liberata dal trasferimento elettronico
attraverso i complessi mitocondriali viene conservata,
attraverso il frasferimento di protoni nello spazio
infermembrana, come energia elettrochimica associata al
gradiente di concentrazione protonica (ApH) e alla
separazione di cariche ai due lati della membrana (AW) .

Questa energia elettrochimica é detta:

Forza motrice protonica



La FORZA MOTRICE PROTONICA e formata da due componenti:
1) Energia potenziale chimica legata alla differenza di concentrazione di

H" nelle due regioni separate dalla membrana (ApH)
2) Energia del potenziale elettrico (AW)

| protoni vengono pompati attraverso

questa membrana mentre gli elettroni Membrana
fluiscono lungo la catena respiratoria mitocondriale
esterna

Membrana
mitocondriale
interna

Spazio
intermembrana

Matrice




Latop Forza motfrice protonica Lato N

[H+]P =G [H+]N =
_(—l— O__
ﬁ—i_ O__
_{—l— O__
HY < H*  OH~
H7 OH™
o+ Pomp_a OH—
N protonica B
i OF

Energia del potenziale
Energia potenziale chimica = 200 kJ‘ elettrico

/2,3 RT ApH + FAY




Durante l'intensa respirazione cellulare il-'All!, differenza di

potenziale elettrico transmembrana, & 0,15-0,20 V ed il ApH,
differenza di concentrazione di protoni ftra la spazio

transmembrana e la matrice & di circa 0,75.

Z ¢ il valore assoluto della carica elettrica per il protone cioé 1



Questa energia elettrochimica, Forza motrice protonica, e resa
disponibile per produrre un lavoro, sintesi di ATP, quando i
protoni fluiscono spontaneamente attraverso la membrana

secondo il loro gradiente di concentrazione



Modello chemiosmotico

Mitchell defini “chemiosmotiche” quelle tfrasformazioni in cui simultaneamente avviene una
reazione chimica (sintesi di ATP) e un trasferimento (flusso di elettroni)
Nessuno dei due processi puo avvenire senza l'altro (accoppiamento)

L'ossidazione e la fosforilazione sono necessariamente accoppiate

(lato P)

-
4H
+ 4+ + + + + + o+

N OOOOO00OCOOCO0

Succinato Fumarato

2H"
NADH + H*
Forza motrice protonica
Potenziale Potenziale Sintesi dell’ATP favorita
chimico ApH + elettrico Ay —> | dalla forza motrice
(basico all'interno) (negativo all'interno) protonica




Accoppiamento del trasferimento di elettroni e della
sintesi di ATP

ATP sintetizzato

Aggiunta Aggiunta Aggiunta
diCN™ di venturicidina di DNP Di .
o di oligomicina 1saccoppiante
E £ S
g Aggiunta E g _
Z di succinato = b Aggiunta
g g g di ADP + P,
2, | Aggiunta o ° ,
© | diADP + P, > S d_Agglu_nr.a
i succinato
(a) Tempo (b) Tempo

« Succinato & ossidato a fumarato

«  Si consuma ossigeno
« E'sintetizzato ATP

Il consumo di ossigeno e la sintesi d ATP dipendono dalla presenza
di un substrato ossidabile



Disaccoppianti chimici

OH O

NO o
NO ) NO 2
2,4-Dinitrofenolo
(DNP)
N N
SN = X
c___C7 ~Cc._ ¢
C
I I
| ]
NH N
| i
F— Cll—F F—(|3—F‘
F F
Carbonilcianuro-

p-trifluorometossifenilidrazone
(FCCP)

NO

+ H"

+H™



O_
) @
NO,

2,4-Dinitrofenolo (DNP)

OH
@/ NO
NO,

) ’Membrana

Citosol mltocondnale Matrice
con pH p, mterna‘ con pH
basso oy ™ elevato
€Y VRN
OH
'hl '»
~ Diffusione’™; NO;
NO,

AN

NI






INADH +HT

Matrice

Spazio
intermembrana

™N

SADP 5P,

ATP sintasi

Forza motrice
protonica

Catena di trasporto degli elettroni

NADT






Complesso V

ATP sintasi
Q
Q
Q
Q
Q
° Q
. Q
Citoplasma
. Q
Matrice
Q
Q Q
Membrana— ~———Membrana
esterna Q interna

Q




Complesso V F, e formata da 9 subunita di
ATP sintasi 5 tipi diversi

F 1 0,303;Y0¢€

ATP
ADP + P;

Lato N

i FO ab,Cg 15




Complesso V
ATP sintasi

(b) Vista di F; dall’alto

B-vuota

(c) Vista laterale di F_F,

Siti di legame

Fi#%  dei protoni

~ - . .
9 sui residui




G (kJ/mole)

8

N
O

0

@)

E+S

La principale barriera energetica ¢ il rilascio
dellATP dall’enzima e I'energia libera & fornita
dalla forza motrice protonica

ATP
(in soluzione)

P ADP+P,
ES [E - ATP]

E + ADP+P.

Coordinata di reazione
Enzima tipico ATP sintasi



Complesso V
ATP sintasi

membrana
mtocondriale
interna

matrice

g Q'.'O'.

spazio
intermembrana




— Acido aspartico

Subunita ¢

Semicanale
citoplasmatico

Semicanale
della matrice

Subunita a

La subunita a ha due
semicanali idrofilici per i
protoni



@ [H: rilasciato
esce sul latoN. H*
© DLanello ¢y ruota,

I'Arg?™ ritorna
sul lato p del
semicanale.
© DArg?°ruota,
rilasciando I'H*
dal residuo T l @ Il processo si ripete.
di Asp.
Semicanale
(lato N) +g -
Semicanale (lato p)
I1 protone sposta it @ 1l protone entra
I'Arg?™ sulla nel semicanale

subunita c adiacente. dal lato P.



Catalisi rotazionale

Il complesso F; ha 3 siti (coppia af) non
equivalenti per il legame agli nucleotidi adenilici.
In ogni momento uno di questi siti si frova nella
conformazione B-ATP che lega saldamente I'ATP,
il secondo si trova nella conformazione

B-ADP che lega debolmente 'ATP ed il terzo &
nella conformazione p-vuota che lega molto
debolmente ATP.

Il contatto della subunita 'Y (freccia verde che

ruota grazie alla forza motrice protonica) con la
subunita p che lega saldamente I' ATP (B-ATP) fa
cambiare la sua conformazione che diventa

quella che lega molto debolmente I'ATP (B-vuota)

e si ha il rilascio di ATP. Cooperativamente

anche le altre subunita cambiano conformazione



Spazio ‘ Matrice

intermembrana

Traslocasi (== )

dei ATPY < ATP*~
nucleotidi L

adeninii  ADP°™ -
(antiporto) ADP

ATP sintasi

Fosfato
traslocasi
(simporto)

H >H"

H,PO,
H+



Modello chemiosmotico

Mitchell defini “chemiosmotiche” quelle tfrasformazioni in cui simultaneamente avviene una
reazione chimica (sintesi di ATP) e un trasferimento (flusso di elettroni)
Nessuno dei due processi puo avvenire senza l'altro (accoppiamento)

Spazio intermembrana

(lato P) 2H"
4H*

+ + + + + + 4+ +++ |+

LOCOO000O0000CC] N COO0CO000OCOO0

COOOOOOO0OOOO =

F

o

COOOCOOOO00CO DOOCOOCCOOCCON DOCOOOCOOO00OCC

Matrice

(lato N) 2H*+ 30, H,0 ADP

+ P.
ATP

Succinato Fumarato
2H*

NADH + H*
Forza motrice protonica

Potenziale Potenziale Sintesi dell’ATP favorita
chimico ApH ¥ elettrico Ay —> | dalla forza motrice
(basico all'interno) (negativo all'interno) protonica




Molecole che interferiscono con il
trasferimento degli elettroni e la
fosforilazione ossidativa

Tipo di interferenza

Composto

Meccanismo d’ azione

Inibizione del
trasferimento degli
elettroni

Inibizione dell’ ATP sintasi

Disaccoppiamento della
fosforilazione dal trasporto
degli elettroni

Inibizione dello scambio
ATP-ADP

Cianuro
Monossido di carbonio

Rotenone
Amital

Antimicina A

Oligomicina

FCCP
DNP

Valinomicina

Termogenina

Atrattiloside

|

Inibiscono la citocromo ossidasi

Bloccano il trasferimento degli elettroni
dal centro Fe-S dell’ NADH
deidrogenasi all’ ubichinone

Blocca il trasferimento degli elettroni dal
al cit c,

Inibisce la subunita F
Trasportatori idrofobici di protoni

lonoforo per il K*

Traslocatore di protoni della membrana
mitocondriale interna del grasso bruno

Inibisce la traslocasi di nucleotidi
adenilici



Nel tessuto adiposo Spazio N Matrice
bruno o grasso bruno /

Proteina
disaccoppiante
(termogenina) =

UCP-1 == Calore




e 1 H

UCP-1 A\ Trasporto degli
elettroni

Gli acidi grassi
attivano il
canale UCP-1




Regolazione della fosforilazione ossidativa

La velocita di consumo di O, (respirazione) dipende dalla
concentrazione dell” accettore del gruppo fosforico, I' ADP
(controllo da accettore)

[ATP]
[ ADP] [ Pi]

L'ATP nelle cellule viene formata alla velocita con cui
viene consumata nelle attivita che richiedono energia




Le vie di produzione
dell ATP sono
regolate in modo
cooridinato

Glicolisi <

Ciclo
dell’acido <
citrico

Fosforilazione
ossidativa <

esochinasi 7®
- -
7

>

(
\[ Glucosio 6-fosfato I

fosfofruttochinasi-1

Fruttosio 1

,6-bisfosfato

molte tappe

A

Fosfoenolpiruvato I

piruvato chinasi

| o@

Piruvato

complesso

della piruvato ®
deidrogenasi
/

@ AMP, ADP, NAD*
®ADH
Y

(‘{ Acetil-CoA

citrato sintasi ®
£l

<
isocitrato

a-chetoglutarato
deidrogenasi

A1
e

,_
Q
(=3 PP
«—| g
2
)

I‘®

0%

deidrogenasi
y
a-Chetoglutarato

X

@ ADH

“ Succinil-CoA

molte tappe
\\ y

Ossalacetato

ADP, P,

NADH

1
20,
Catena respiratoria

NAD+ /—\ 5

ADP + P,

ATP



Fosfofruttochinasi-1 (PFK-1)

AMP, ADP

X X
R ®
Fruttosio 6- ® Fruttosio 1,6-

fosfato + ATP > bisfosfato + ADP

EFe

citrato  fruttosio
2,6-bisfosfato




In tutti gli altri tessuti glicolitici

o POP R ¢
\ ’ /i >® .__--———COA,

Plruvato AT ®(_ ________ § acidi grassi a catena lunga
chinasi ) \
L/M Piruvato

,‘ [transamminazione

Alaning -————————- /



Regolazione della piruvato
deidrogenasi

REGOLAZIONE COVALENTE

Pi

Ca®* Mg®*

@ Proteina

Fosfatasi

H,0

Forma attiva ADH,

acetilCoA

Proteina @

Chinasi ®
H,O-Pi ADP,

piruvato,
NAD*
ADP CoASH

E,

Forma inattiva

La forma attiva della piruvato deidrogenasi (E;) & quella defosforilata

La fosforilazione della PDH é catalizzata da una Proteina chinasi specifica

L'attivita della proteina chinasi ¢ aumentata in presenza di elevata carica energetica ATP,
NADH, acetilCoA) ed ¢ inibita da elevate concentrazioni di piruvato, ADP, NAD* e CoASH

La proteina fosfatasi e attivata da ioni Ca®* e Mg?*



° LN ° 8 Piruvato
La velocita del ciclo e

con‘lplcsm oD H, acidi grassi
della piruvato

r‘egO I 01'0 dGl |0 . deidrogenasi @ AMP, CoA, NAD T, Ca?™

Y
Acetil-CoA

®NADH, succinil-CoA, citrato
@) App

citrato
sintasi Citrato

« Disponibilita di
substrato (acetilCoA e
ossalacetato)

« Inibizione da accumulo

d i pr‘od o‘l“"i Ossalacetato Cicl(f Isocitrato
dell’acido

OO \/

 TInibizione allosterica - deidrogena ADP
retroattiva (feedback)
degli enzimi che falato
catalizzano le prime FADH,

tappe del ciclo

malato
deidrogenasi

NADH

a-Chetoglutarato
® succinil-CoA, NADF

® o Q)

complesso della
a-chetoglutarato
deidrogenasi

succinato o
deidrogenasi Succinil-CoA

* Attivita della
fosforilazione ossidativa

GTP
(ATP)



