V недеља наставе
Кребсов циклис. Оксидативна фосфорилација.

Метаболизам, анаболички и катаболички процеси. Извори и судбина ацетил-CoA и Кребсов циклус. Оксидо-редукциони процеси, једињења богата енергијом, респираторни ланац.

Општи аспекти метаболизма

Свеукупни биохемијски процеси у једном организму се једном речју називају метаболизам. Метаболизам се дели на анаболизам, односно биосинтезу (стварање) комплексних органских молекула и на катаболизам, раздвајање комплексних органских једињења у једноставнија једињења. 
Компартменизација метаболичких процеса

У зависности од врсте организама, ћелије можемо поделити на прокариотске и еукариотске ћелије. Прокариотске ћелије не садрже једро и ћелијске структуре, али такође не поседују одељке који су специјализовани и одвојени од осталих делова ћелије. За разлику од прокариотских ћелија, еукариотске ћелије имају формирано једро и ћелијске органеле као и већи број одељака. Сваки одељак обавља различиту функцију, ензими који су специфични за неки одељак налазе се у том делу ћелије. Поред специфичности ћелија које се налазе у различитим ткивима, постоје и специфичности у органелама које повезују метаболичке процесе са одређеним местима, локализацијом у ћелији. 
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Највећи део ћелије чини једро, нуклеус, у коме се налази густ, фибриларни хроматин. Функција нуклеуса је да се у њему се врши синтеза ДНК и РНК, репликација и транскрипција 
ДНК, као и први корак у синтези протеина. Завршни корак у синтези протеина одвија се у рибозомима.
Ендоплазматични ретикулум (ЕR) се протеже од једра до површине ћелије. Уколико садржи рибозоме (где се одиграва синтеза и посттранслациона модификација протеина) онда се назива храпави ЕR, а ако не садржи рибозоме назива се глатки ендоплазматични ретикулум. Глатки ЕR се састоји се од извијуганих глатких тубула. Функција му је синтеза липида и угљених хидрата, детоксикација лекова (у ћелијама јетре: садржи цитохром Р450), складишти Ca2+ у глатким мишићним ћелијама. 

Синтеза једноструко незасићених масних киселина се одвија у микрозомима ендоплазматског ретикулума, уз присуство молекулског кисеоника. Синтеза холестерола одвија у цитосолу на површини ендоплазматског ретикулума; настали ацетил-CoA се преноси из митохондрија у цитосол преко цитратног транспортног система (цитрат-малат). Елонгација масних киселина се може вршити у ендоплазматском ретикулуму додавањем C2 фрагмената на палмитат. Извор C2 фрагмената је притом малонил-CoA а редукционих еквивалената NADPH+H+. Ако се елонгација одвија у митохондријама извор С2 фрагмената је ацетил-CoA а редукционих еквивалената NADPH+H+ и NADH+H+.

Митохондрије се састоје од: 

1. унутрашње митохондријалне мембране у којој се врши транспорт електрона и стварање ATP-а (респираторни ланац и ATP синтаза)

2. спољашње митохондријалне мембране и
3. међумембранског простора који садржи H+ јоне за покретање процеса оксидативне фосфорилације. 
Унутрашња мембрана митохондрија одваја митохондријални матрикс од цитосола. У митохондријалном матриксу налазе се ензими који учествују у Кребсовом циклусу. У матриксу митохондрија се врше метаболички процеси који обухватају Кребсов циклус, бета -оксидацију масних киселина, оксидативну декарбоксилацију пирувата тј. формирање ацетил-CoA, део циклуса урее, део процеса глуконеогензе и део синтезе HEM-а. Поред процеса и ензима који се налазе у митохондријама, битно је нагласити да митохондрије поседују сопствену ДНК која кодира 13 подјединица протеинa који су укључени у процес оксидативне фосфорилације.
Голџијев апарат је део ћелије у коме се обавља синтеза и паковање комплексних молекула у које убрајамо гликолипиде, гликопротеине и липопротеине и има улогу у управљању кретањем молекула у ћелији.

Цитосол је део ћелије у коме се обавља процес гликолизе, хексозомонофосфатни шант, синтеза протеина, синтеза масних киселина, део циклуса урее, део процеса глуконеогенезе и део HEM синтезе. Ацетил-CoA у цитосолу се укључује у синтезу масних киселина. Транспортни пут за ацетил-CoA је неопходан пошто је ензим пируват дехидрогеназа присутан само у митохондријама и пошто ацетил-CoA не може директно да пређе кроз мембрану митохондрија цитосол, где се одвија процес синтезе масних киселина.

Лизозоми су унутарћелијске дигестивне органеле чија је основна функција елиминација непожељних материја. Од ензима у лизозомима су присутне фосфатазе, нуклеазе, гликозидазе, естеразе и протеазе. Сви наведени ензими припадају групи хидролаза (раскидање ковалентних веза у присуству молекула воде). 

Пероксизоми су укључени у оксидативне реакције у којима се користи молекулски кисеоник. Ове реакције производе нека токсична једињења и H2O2 који се деградира у пероксизомима помоћу каталазе. Пероксизоми учествују у оксидацији масних киселина врло дугачких ланаца, конверзији холестерола у жучне киселине и синтези естарских липида званих плазмалогени.
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Као што смо већ рекли, метаболизам се односи на све хемијске реакције и процесе који се одигравају унутар ћелије. Највећи број реакција које ћемо изучавати припада групи катаболичких реакција током којих се већи, сложенији молекули разлажу на мање сложене уз ослобађање енергије. 

Анаболизам

Анаболизам подразумева процесе синтезе који се одигравају у ћелији. Основни предуслов за синтезу било ког једињења јесте присуство основних, градивних јединица што у случају ћелије подразумева присуство угљеника, азота, фосфора, сумпора, водоника, натријума, калцијума и осталих градивних елемената. Спајањем ових атома ћелија испуњава услове за даље усложњавање и синтезу молекула. Елементи, најчешће делови молекула, морају да буду присутни у околини ћелије и морају бити транспортовани кроз ћелијску мембрану. Овај транспорт се обавља супротстављањем концентрационом градијенту што захтева енергију. Када се нађу у унтутрашњости ћелије елементи формирају мономер.     

Од мономера у ћелијама су присутни аминокиселине, нуклеотиди, моносахариди, масне киселине и витамини. Мономери се полимеризују у макромолекуле: протеине, нуклеинске киселине, пептидогликане и липиде. Ови макромолекули се организују у већи ступањ сложености грађе и учествују у формирању ћелијских структура: рибозома, хромозома, ћелијских мембрана и других органела и структура ћелије.
Катаболизам

Под катаболизмом подразумевамо реакције укојима се сложенија једињења разлажу на основне градивне јединице. У катаболизму полимери (велики молекули) као што су полисахариди, липиди, нуклеинске киселине и протеини разлажу се на мономере,  моносахариде, масне киселине и глицерол, нуклеотиде и аминокиселине. Ћелије користе добијене мономере у циљу стварања новог полимера или у циљу ослобађања енергије. Нус- продукти ових процеса јесу угљен диоксид, млечна киселина, амонијак и уреа. Стварање ових продуката настаје у оксидативним процесима у којима долази до ослобађања енергије која једним делом прелази у топлоту, а већи део служи за покретање процеса синтезе ATP-а. ATP ћелија користи као интермедијер који служи да пребаци енергију насталу у процесу катаболизма у смеру покретања, буђења анаболичких процеса. Самим тим, катаболизам обезбеђује хемијску енергију која је потребна ћелији за одржавање хемијских процеса као и за раст ћелије. Неки од примера катаболичких процеса су гликолиза, Кребсов циклус, разлагање протеина до аминокиселина које ће служити као градивне јединице, супстрати у процесу глуконеогенезе и разлагање масног ткива до масних киселина. Катаболизам је процес који је строго регулисан од стране хормона, тако неки од *катаболичких* хормона су кортизол, глукагон, адреналин и остали катехоламини. Неки од новијих хормона који имају улогу у регулацији катаболичких процеса укључују цитокине, орексин, хипокретин и мелатонин.
 Амфиболички процеси
Термин амфиболички процес користи се да опише биохемијске процесе који укључују и анаболизам и катаболизам. Један од примера амфиболичких реакција јесте циклус трикарбоксилних киселина (TCA циклус). У првој реакцији циклуса оксалацетат (4 C атома) кондензује се са ацетил Со-А (ацетилна група има 2 C атома) и формира једињење са 6 угљеникових атома, цитрат. Овај корак у TCA циклусу је специфично анаболички. У следећој реакцији долази до формирања изоцитрата (6 C атома), док су наредне две реакције специфично катаболичке: губитак COO- групе и стварање сукцината (4 C атома). Поред TCA циклуса амфиболички процеси су и пентозофосфатни пут и гликолиза.
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ТСА циклус
СПРЕГНУТЕ РЕАКЦИЈЕ - купловане реакције
Спрегнуте реакције су реакције за чије одигравање је неопходно одигравање неке друге реакције. У тексту ћемо дати неколико примера за спрегнуте реакције – претварање глукозе у глукозо-6-фосфат, сама реакција фосфорилације глукозе захтева довођење енергије и она као таква није и не може спонтано да се одигра. У ћелији, потребна енергија као и фосфорил група добијају се од молекула ATP-а, при томе енергија која се добија разлагањем ATP-а на ADP и фосфатни јон је много већа од енергије која је потребна да би се глукоза фосфорилисала. Зато спајањем ове две реакције сам процес фосфорилације иде у жељеном правцу. За спајање ових реакција неопходно је присуство ензима хексокиназе, која користи магнезијум као кофактор. У спрегнутим реакцијама оксидо-редукције, један супстрат се оксидује (губи електроне) док се други редукује. Један од примера за спрегнуту реакцију оксидоредукције је претварање/оксидација лактата у пируват:
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Оксидација лактата у пируват је катализована ензимом лактат дехидрогеназом. У овој реакцији лактат губи, отпушта два електрона (оксидује се) и претвара се у пируват, NAD+ прима два електрона, редукује се у NADН+Н+. Спрегнутост, повезаност реакција оксидоредукције управо је зависнa од супстрата који отпуштају електроне и коензима који исте примају. Оксидација и редукција су два процеса која не могу да се одвијају засебно. Повезаност реакције са слике горе пишемо у следећем облику:
[image: image4.png]lactate

oo .
HO-C-H NAD
oxidation| reduction lactate
dehydrogenase
oo
¢=0 NADH + H*

CHg
pyruvate




Лактат и NAD+ се везују за активно место ензима лактат дехидрогеназе и оба учествују у катализовању реакције. Катализовање реакције не може да се деси уколико NAD+ није везан за ензим.
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Спрегнуте тј. купловане р-је су оне хемијске реакције у којима je интермедијер заједнички и енергија се пребацује са једне стране реакције на другу. Пример је:


ATP + глукоза → ADP + глукозо-1-фосфат и

глукозо-1-фосфат + фруктоза → сахароза (сукроза) + фосфат

молекул сукрозе (сукроза=сахароза) се синтетише из глукозе и фруктозе на рачун енергије која је складиштена у ATPу и пребацује се путем глукозо-1-фосфата.
Генска регулација
У зависности од сигнала који ћелија добија са нивоа генске регулације, може на два начина реаговати у смислу промене метаболизма: смањењем или убрзањем метаболизма. Пошто се гени експресују у виду протеина, јасно је да ће у зависности од степена експресије неког гена зависити и активност као и функционалност ензима који утичу на метаболичке процесе. Већ смо рекли да су метаболичке реакције катализоване ензимима, зато је и јасно да постоје неки ензими који за одређене метаболичке путеве морају бити регулаторни. Ензими који су присутни у таквим реакцијама називају се кључним/регулаторним ензимима, а реакције су по правилу иреверзибилне.
Примери за процес гликолизе: три иреверзибилне реакције гликолизе, које катализују хексокиназа, фосфофруктокиназа 1 и пируват-киназа се заобилазе с четири нове реакције у процесу глуконеогенезе. Три реакције гликолизе које су иреверзибилне:

1. реакција коју катализује хексокиназа, у којој се глукоза фосфорилише у гликозо-6-фосфат,
2. реакција коју катализује фосфофруктокиназа 1 у којој од фруктозо-6-фосфата настаје фруктозо-1,6-дифосфат и
3. завршна реакција коју катализује пируват киназа, у којој се од фосфоенолпирувата добија пируват. Све три баријере су премостиве, уз присуство одговарајућих ензима: 

1.
Пируват киназу “замењују” ензими Пируват карбоксилаза  и PEP карбокси киназа. 

2.
Фосфофруктокиназу-1 “замењује” ензим фруктозо-1,6- бифосфатаза.
3.
Хексокиназу “замењује” ензим глукозо–6-фосфатаза.
Поред постојања регулаторних ензима и иреверзибилних реакција, регулација метаболизма на нивоу ензима може се постићи и процесима ковалентне модификације тј. фосфорилацијом и дефосфорилацијом регулаторног ензима. Неки ензими су активни у фосфорилисаном облику, а неки други у дефосфорилисаном облику. Пример за ензим који је активан у дефосфорилисаном облику срећемо код процеса синтезе холестерола. Брзину синтезе холестерола одређује активност ензима HMG-CoA редуктазе и то тако што је ензим у де(не)фосфорилисаном облику активан, док је у фосфорилисаном облику много мање активан. Фосфорилацију ензима врши киназа HMG-CoA  која је АМP зависна тако да AMP делује као алостерни инхибитор, а ATP као алостерни активатор овог ензима. Дугорочна контрола синтезе холестрола је остварена променама у обиму синтезе HMG–CoA редуктазе и брзини његове разградње. Велика количина холестерола у ћелији, смањује количину iRNК за синтезу ензима а тиме и количину HMG-CoA редуктазе, чиме је смањена синтеза холестерола. То је основни механизам којим егзогени холестерол инхибира синтезу ендогеног холестерола. Други начин је контрола брзине разградње ензима HMG-CoA редуктазе, која је значајно повећана уколико је количина холестерола у ћелији велика.
ЦИКЛУС ТРИКАРБОКСИЛНИХ КИСЕЛИНА (Krebsov ciklus)
Циклус трикарбоксилних киселина се често означава као Кребсов циклус јер је Sir Hans Krebs први формулисао реакције у круг. Такође се означава и као циклус лимунске киселине јер су цитрати међу првим једињењима која су откривена да учествују у циклусу. Најчешћи назив за овај пут је ипак циклус трикарбоксилних киселина тј. TCA циклус.
Циклус трикарбоксилних киселина има значајну улогу у метаболизму. Представља фазу метаболизма где се продукти аеробне разградње угљених хидрата, аминокиселина и липида даље разграђују до CO2 и H2O. Ове оксидације обезбеђују енергију за стварање већег дела ATPа како у анималним тако и у људским ћелијама. Циклус се у потпуности одвија у матриксу митохондрија и блиско је повезан са ензимима респираторног ланца, који оксидују коензиме редуковане у циклусу. Зато је циклус трикарбоксилних киселина аеробни пут, јер је кисеоник неопходан као последњи акцептор електрона. Циклус трикарбоксилних киселина има значајну улогу и у неким реакцијама синтезе – формирање глукозе из угљеничних ланаца неких аминокиселина као и синтези неких амино киселина и хема. Интермедијери циклуса трикарбоксилних киселина могу бити синтетисани у процесу катаболизма аминокиселина тако да циклус није затворен круг и то потврђује његову амфиболичку природу. 
Главни путеви аеробног метаболизма генеришу ацетил-CoA који је супстрат за циклус трикарбоксилних киселина. 
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Реакције циклуса трикарбоксилних киселина
1. Синтеза цитрата из ацетил коензима А и оксалацетата 
Реакцију кондезације ацетил коензима А и оксалацетата катализује ензим  цитрат синтаза. Примарни регулатори ензимске активности су супстрат, оксалацетат и производ реакције, цитрат који је инхибитор ензима. Ензим је активиран Ca2+ и  ADP-oм, а инхибирају га AТP, NADH+H+, сукцинил коензим А.
2. Изомеризација цитрата

Ензим аконитаза преводи цитрат у изоцитрат, у реакцији се прво одузима молекул воде када настаје цис-аконитска киселина а потом се додаје молекул воде када настаје изоцитрат. Ензим аконитазу инхибира флуороацетат, што резултује накупљањем цитрата.

3. Оксидација и декарбоксилација изоцитрата

Изоцитрат дехидрогеназа катализује иреверзибилну декарбо-ксилацију изоцитрата, при чему настаје први од укупно три NADH+H+ уз ослобађање CO2. Реакција је rate-limiting (кључна регулаторна) за цео циклус, алостеријски је активира ADP и Ca2+, а инхибирају је AТP и NADH+H+. Настаје α-кетоглутарна киселина.
4. Оксидативна декарбоксилација α- кетоглутарата

Ензимски комплекс  α-кетоглутарат дехидрогеназа катализује превођење (-кетоглутарата у сукцинил коензим А. Ова реакција је по механизму слична конверзији пирувата у ацетил коензим А. У реакцији се ослобађа још један CO2 и NADH+H+. У реакцији учествују и коензими: TPP, липонска киселина, коензим А, FAD, и NAD+. 
Дејство коензима је већ описано у делу посвећеном пируват дехидрогенази (ово мора да се зна!!!). Ензимски комплекс  (-кетоглутарат дехидрогеназу инхибирају AТP, GTP, сукцинил коензим А и NADH+H+, а активирају јони Ca2+. Фосфорилација и дефосфорилација (ковалентна модификација ензима) не регулишу дејство овог комплекса (за разлику од PDH комплекса). Сукцинил коензим А садржи високо енергетску тиоестарску везу, коју у следећој реакцији кида ензим сукцинил коензим А – тиокиназа.

5. Хидролиза сукцинил коензима А и фосфорилација на нивоу супстрата 

Високо енергетску тиоестарску везу сукцинил коензима А, кида ензим сукцинил коензим А –тиокиназа при чему настају СoA-SH и сукцинат. Реакција је куплована (спрегнута) са фосфорилацијом GDP у GTP. Могућа је интерконверзија GTP у AТP под дејством ензима нуклеозид дифосфат киназе: GTP + ADP ‹—› GDP + ATP. Хидролиза сукцинил коензима А је пример фосфорилације на нивоу супстрата. Сукцинил-коензим А може да се користи и за синтезу хема.
6. Оксидација сукцината

Сукцинат се оксидише у фумарат дејством ензима сукцинат дехидрогеназе, при чему настаје редуковани FADH2  . Сукцинат дехидрогеназу блокира/инхибира оксалацетат.
7. Хидратација фумарата
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Фумарат под дејством ензима фумаразе уз учешће воде даје малат. 
8. Оксидација малата

Малат се оксидише до  оксалацетата дејством ензима малат-дехидрогеназе. У реакцији настаје још један NADH+H+ (укупно трећи). Оксалацетат може да настане и трансаминацијом аминокиселина.

РЕГУЛАЦИЈА ЦИКЛУСА трикарбоксилних КИСЕЛИНА
1. Регулација активацијом и инхибицијом ензимске активности

Циклус трикарбоксилних киселина је контролисан активношћу неколико ензима; важни регулаторни ензими су :

· цитрат-синтаза - Ензим је алостеријски активиран  Ca2+ и  ADP-oм, а инхибирају га AТP, NADH+H+, сукцинил коензим А. Примарни регулатори су свакако супстрати:  ацетил коензим А и оксалацетат, 

· изоцитрат-дехидрогеназа - Реакција је rate-limiting, алостеријски ензим је активиран ADP и Ca2+, а инхибирају га AТP и NADH+H+. 
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(-кетоглутарат дехидрогеназа. Ензимски комплекс  (-кетоглутарат дехидрогеназу инхибирају AТP, GTP, сукцинил коензим А и NADH+H+, а активирају јони Ca2+. Фосфорилација и дефосфорилација не регулишу дејство овог комплекса.
2. Регулација преко ADP-а
· Повишене вредности ADP-а Реакције које троше енергију  (мишићна контракција, реакције  биосинтезе...) доводе до нагомилавања ADP-а што убрзава реакције које користе ADP за генерисање AТP-а, нарочито реакције оксидативне фосфорилације.
Ниске концентрације ADP-а: Уколико су ADP (или Pi) присутни у лимитирајућим концентрацијама, формирање AТP-а у оксидативној фосфорилацији биће снижено. Брзина одвијања реакција оксидативне фосфорилације је пропорционална односу [ADP][Pi]/[ATP], што је познато као респираторна контрола енергетске продукције. Оксидација редукованих форми коензима NADH+H+ и FADH2 је у условима снижених вредности ADP-а онемогућена и услед њиховог накупљања и недостатка оксидисаних облика коензима оксидација ацетил коензима А у TCA циклусу је онемогућена.

ЕНЕРГЕТСКИ БИЛАНС ЦИКЛУСА трикарбоксилних киселина
Четири пара електрона се преносе током једног  циклуса: три пара електрона редукују NAD+ у  NADH+H+, и један пар електрона за редукцију FAD у FADH2. Оксидацијом једног NADH+Н+ у респираторном ланцу настају 2,5 мола молекула AТP-а, док  оксидацијом  FADH2  настаје 1,5 мол молекула AТP-а. У циклусу трикарбоксилних киселина се ослобођа укупно 10 AТP-а: један настаје оксидативном фосфорилацијом на нивоу супстрата у  реакцији хидролизе сукцинил коензима А, ензим је сукцинил коензим А–тиокиназа; осталих 9 у реакцијама реоксидације редукованих коензима у процесу оксидативне фосфорилације: и то 2,5 мола AТP-а оксидацијом NADH+H+ насталог у оксидативној декарбоксилацији изоцитрата, ензим је изоцитрат дехидрогеназа; 2,5 мола AТP-а настаје оксидацијом NADH+H+,  насталог у реакцији оксидативне декарбоксилације (- кетоглутарата - ензим је  (- кетоглутарат дехидрогеназа, 1,5 мол AТP-а настаје оксидацијом FADH2,  у реакцији оксидације сукцината а ензим је сукцинат дехидрогеназа, и последња 2,5 мола AТP-а настају оксидацијом NADH + H+ насталог у реакцији оксидације малата а ензим је малат-дехидрогеназа.
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ИНТЕРМЕДИЈЕРИ ЦИКЛУСА трикарбоксилних киселина И ЊИХОВО УЧЕШЋЕ У БИОСИНТЕТСКИМ ПРОЦЕСИМА
[image: image12.emf]Интермедијери циклуса трикарбоксилних киселина могу настати и из аминокиселина. То су глукогеничне (глукогене) аминокиселине. Пируват може настати из: аланина, цистеина, глицина, серина, треонина и триптофана. Ацетил коензим А може настати из: изолеуцина, леуцина и триптофана а леуцин, фенилаланин, триптофан и тирозин могу дати ацетил коензим А и то преко ацетоацетил коензима А. Аргинин, глутамат, глутамин, хистидин и пролин се укључују у циклус преко   (- кетоглутарата,  а  изолеуцин, метионин, треонин и валин преко сукцинил коензима А.  Аспартат, фенилаланин и тирозин се у циклус укључују и преко фумарата док оксалацетат може настати и из аспартата и аспарагина.
Циклус трикарбоксилних киселина је амфиболичан процес, поред улоге у оксидативном катаболизму аминокиселина, масти и угљених хидрата циклус обезбеђује прекурсоре за многе биосинтетске путеве. (-Кетоглутарат и оксалацетат могу да послуже као прекурсори за аспартат и глутамат реакцијама трансаминације а кроз ова једињења кетоглутарат и оксалацетат учествују у изградњи других аминокиселина као и пуринских и пиримидинских нуклеотида. Оксалацетат може да се конвертује у глукозу у процесу глуконеогенезе. Сукцинил коензим А може да се укључи у процес синтезе порфиринског прстена хема; фумарат је део циклуса урее, учествује у синтези пурина док цитрат може да послужи као извор ацетил коензима А за синтезу масних киселина у цитозолу. 

ВАЖНО!!! Разликовати синтазе и синтетазе: Синтазе (лиазе) катализују реакције кондезације при којима се не користе нуклеозид-три фосфати као енергетски извор док синтетазе (лигазе) захтевају присуство високоенергетских једињења.

ОКСИДАТИВНА ФОСФОРИЛАЦИЈА, РЕСПИРАТОРНИ ЛАНАЦ - ТРАНСПОРТ ЕЛЕКТРОНА на унутрашњој митохондријалној мембрани
[image: image13.wmf]Митохондрије су главни метаболички центри људских ћелија, у којима се производи више од 90% енергије која је људском телу потребна за опстанак. Највећи део ове производње се заснива на процесу оксидативне фосфорилације, која користи мултипротеински транспортни ланац (респираторни ланац) електрона да створи H+ градијент који покреће F1,F0-ATPазу (ATP синтазу). 
Оксидативном фосфорилацијом се синтетише високо енергетски молекул ATP за чију сунтезу су неопходни донори електрона (NADH++H+ и FADH2), акцептор електрона (О2), нетакнута унутрашња мембрана митохондрија која је непропустљива за протоне, сви комплекси респираторног ланца и ATP синтаза. 
Током оксидативне фосфорилације редуковани еквиваленти (NADH+H+ и FADH2) настали оксидацијом хранљивих материја током метаболичких процеса укључујући гликолизу, Кребсов циклус и бета оксидацију масних киселина, предају своје електроне респираторном ланцу који се налази на унутрашњој мембрани митохондрија. Редуктивни еквиваленти (протони и електрони) се транспортују кроз низ носача или компоненти респираторног ланца (комплекси 1, 2, 3, 4 и протони се предају ATP синтази). Сваки комплекс респираторног ланца се прво редукује примајући електроне, а затим оксидује предајући електроне следећем комплексу у транспортном ланцу.

Процес оксидативне фосфорилације укључује неколико ред-окс корака, који се завршавају предавањем електрона (редукцији кисеоника) молекулу кисеоника, у реакцији која производи воду као нуспродукт. Ови ред-окс процеси су, такође, извор око 90% укупне количине реактивних кисеоничних врста тј. кисеоничких радикала (reactive oxygen species, ROS). Процењује се да између 0,4% и 4% укупне количине унетог кисеоника бива конвертовано у различите ROS; мада модернија мерења теже ка доњем делу ове скале, ово је и даље веома велика количина. Највећи део ових једињења бива произведен кроз грешке у трансферу електрона унутар комплекса I (NADH дехидрогеназа) и комплекса III (цитохром b-c1 комплекс, цитохром с редуктаза). Ниво производње ROS драматично расте у случају застоја електрона у транспортном ланцу тј. утолико више ROS бива створено, уколико је дужи период времена који електрони проводе у оквиру датог комплекса.
У респираторном ланцу присутни су различити молекули, међу којима су:

а) Флавопротеини, који садрже FMN, или FAD као простетичне групе, а учествују у трансферу једног, или два електрона;

б) Коензим Q, или убихинон (CoQ или UQ) који транспортује један, или два електрона;

в) Различити цитохроми, који као простетичну групу садрже хем и који транспортују један електрон; правилан редослед цитохрома је: cyt b, cyt c1, cyt c, cyt a и cyt aa3
г) Fe-S протеини, који преносе један електрон, при промени редокс броја гвожђа из Fe3+ у Fe2+;

д) Јони бакра повезани са протеинима, који такође преносе један електрон, осцилирајући

 између Cu2+ и Cu+.
[image: image14.emf]Сви наведени молекули, изузев цитохрома-c, су повезани са унутрашњом мембраном митохондрија еукариота, или плазма мембраном прокариота. Цитохром с, једина хидросолубилна компонента респираторног ланца, своју улогу остварује «клизајући» се по спољашњој страни унутрашње митохондријалне мембране (од 3. ка 4. комплексу).
Респираторни ланац фунционише кроз четири асиметрично оријентисана, међусобно независна, трансмембранска комплекса, који чине следеће функционално-структурне целине:
1. Комплекс I: NADH-коензим Q-редуктаза

2. Комплекс II: Сукцинат-коензим Q-редуктаза

3. Комплекс III: Коензим Q-цитохром-c-редуктаза

4. Комплекс IV: Цитохром-c-оксидаза

пети комплекс респираторног ланца је АТP-синтаза где се врши синтеза молекула АТP-а.

Комплекс I, прихватајући електроне од NADH+H+, повезује гликолизу, Кребсов циклус, β-оксидацију масти и ланац транспорта електрона тј. процес оксидативне фосфорилације. 

Комплекс II садржи ензим сукцинат дехидрогеназу и директно повезује Кребсов циклус и процес оксидативне фосфорилације. 
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Комплекси I и II воде ка редукцији коензима Q, који је супстрат комплекса III. Постоје и два друга алтернативна пута за пренос електрона на CоQ: преко флавопротеина од ацил-CoА дехидрогеназа масти и глицерофосфатних дехидрогеназа.

Комплекс III, цитохром b-c1 комплекс, оксидише CoQH2 (редуковани облик CоQ), а истовремено редукује цитохром-c, који је супстрат комплекса IV, цитохром-c-оксидазе. На крају, kompleks IV транспортује електроне на молекуларни кисеоник, редукује га и ствара воду.
Комплекс I: NADH-CоQ редуктаза

Овај комплекс, као што само име каже, транспортује један електронски пар са NADH+H+ на CоQ. Друго име за овај комплекс је NADH дехидрогеназа. Комплекс укључује више од 30 полипептидних ланаца, један молекул FMN и више молекула Fe-S. На основу ове зависности од FMN, NADH-CоQ редуктаза је флавопротеин. Иако прецизни механизам деловања комплекса I није познат, ипак је сигурно да је први корак везивање NADH за ензим са унутрашње стране унутрашње митохондријалне мембране (окренуте ка матриксу), при чему редукује FMN, који чини део самог ензима, дајући FMNh2. Следећи корак је трансфер електрона са FMNH2 на низ Fe-S протеина, а затим у крајњој фази електрони бивају упућени ка CоQ, који је мобилни транспортер електрона. CоQ може да се слободно креће кроз хидрофобни центар митохондријалне унутрашње мембране захваљујући својим јаким хидрофобним особинама. Затим, CоQ (tj. редуковани CоQ, CоQH2) путује ка комплексу III. Истовремено са транспортом електрона одвија се и транспорт протона из матрикса у међумембрански простор (за један електронски пар 4H+ се транспортују у међумембрански простор тј. у цитосол). Овај процес црпи потребну енергију из упоредног процеса транспорта електрона преко комплекса I.

Комплекс II: сукцинат-коензим Q редуктаза

Комплекс II је заправо сукцинат дехидрогеназа, једини ензим циклуса лимунске киселине (Кребсовог циклуса) који је повезан са унутрашњом митохондријалном мембраном. При трансформацији тј. оксидацији сукцината у фумарат дешава се и редукција FAD-а, који чини саставни део комплекса II, у FADH2. Одмах након ове редукције, FADH2 пребацује електроне на CоQ, а увек преко Fe-S протеина. Мала варијација слободне енергије реакција, при овом комплексу, није довољна за транспорт протона преко мембране. То значи да на комплексу II нема транспорта протона у међумембрански простор митихондрија.  Ово је фундаментална тачка, будући да је транспорт протона блиско повезан са системом синтезе ATP-а. Оксидација FADH2 у процесу оксидативне фосфорилације преводи се зато у синтезу мањег броја ATP-а, у односу на број ATP молекула које потичу из оксидације NADH.

[image: image16.emf]
Комплекс III: Коензим Q-цитохром-c-редуктаза, b­c1 комплекс

У комплексу III ланца транспорта електрона CoQH2 предаје електроне цитохрому c путем посебног система, који се зове циклус Q, при чему долази до оксидације CoQH2 у СоQ.
Циклус Q почиње када један молекул CoQH2 пређе на место комплекса III, које се зове Qp место, а налази се у делу комплекса III окренутом ка интремембранском простору. Оксидација CoQH2 дешава се у две фазе. Прво се један електрон са CoQH2 пребацује на један Fe-S протеин, а затим на цитохром-c1. Овај процес ослобађа два H+ јона у интермембрански простор и производи CоQ-, анјонски облик, семихинон CоQ. Други електрон се пребацује на хем групу цитохрома-bL, који се иначе налази на цитосолној страни мембране, а затим одлази на хем групу цитохрома-bH, који се налази унутар комплекса ближе матриксу. Електрон затим са цитохрома – bH прелази на CоQ локализован у другој позицији унутар комплекса III, која се зове Qn место, преводећи тако CоQ у CоQ-. Ова последња хемијска структура остаје чврсто везана за позицију Qn, чиме се завршава прва половина циклуса Q.

Друга половина циклуса Q је слична првој, са другим молекулом CoQH2, који се оксидише на месту Qp, а чији се електрони транспортују на следећи начин: један на цитохром-c1, а други прво на цитохром-bL, а затим на цитохром-bH. Ипак, у овом последњем делу циклуса Q, електрон са цитохрома-bH прелази на семихинонски анјонски CоQ-, који потиче из првог дела циклуса. Преузимајући два H+ из митохондријалног матрикса, формира се молекул CoQH2, који затим може да се врати у пул CоQ, а на тај начин се завршава циклус Q. 

На слици може да се уочи да за свака два електрона, транспортована на цитохром-c, из матрикса се узимају два H+, а у интермембрански простор се избаце четири H+. То, у суштини, значи, да се на комплексу III за пролазак једног електронског пара избаце 4 протона у међумембрански простор. Оно што повезује kompleks III и следећи, kompleks IV, је цитохром-c, једини хидросолубилни цитохром. Он преноси електроне  "клизајући се" преко спољашње стране унутрашње митохондријалне мембране до комплекса IV. Примањем једног е- на комлексу III, цитохром-c бива редукован и упућује се на комплекс IV где ће доћи до његове ре-оксидације.
Комплекс IV: цитохром-c-оксидаза

Kompleks IV је тако назван зато што прима електроне од цитохрома-c и предаје их кисеонику, синтетишући воду. Овај комплекс врши и транспорт протона преко унутрашње митохондријалне мембране. Цитохром-c се оксидише на цитосолној страни унутрашње митохондријалне мембране, а затим електрони, једним сложеним системом од десет подјединица, редукују кисеоник, који се налази са матриксне стране унутрашње митохондријалне мембране.[image: image17.emf]
Пренос електрона у комплексу IV
Транспорт електрона у комплексу IV укључује две хем групе (цитохрома-а и цитохрома aа3) и два јона бакра. Овај процес служи за редукцију О2, кроз један сложен процес. Редукција кисеоника у комплексу IV, праћена је и трансфером H+ преко унутрашње митохондријалне мембране. Цитохром-c-оксидаза катализује пренос по једног електрона са 4 редукована цитохрома c на један молекул О2 дајући 2H2О. За свака два протона, пребачена на цитосолну страну унутрашње митохондријалне мембране, процес узима четири H+ из матрикса. Према томе, на комплексу IV у међумембрански простор се пребаце два протона.

Четири комплекса респираторног ланца у потпуности су независна један од другог и различитим брзинама се крећу кроз мембрану.
Цитохроми респираторног ланца налазе се само у lll и lV комплексу: cyt b, cyt c1, cyt c, cyt a, cyt a3.
Модел респираторног ланца
[image: image18.emf][image: image19.emf]Протонски градијент, (електрохемијски градијент настаје накупљањем протона у међумембранском простору митохондрија; на спољашњој страни унутрашње митохондијалне мембране је већа концентрација H+ јона тако да постоји градијент позитивног наелектрисања и pH), створен при транспорту електрона, представља велики извор потенцијалне енергије. 1961. године Peter Michell, енглески биохемичар, дао је идеју да је управо овај градијент извор енергије за синтезу ATP-а. Овај предлог је познат као хемиосмотска хипотеза. Однос броја H+ јона, транспортованих у међумембрански простор, тј. на спољашњу страну унутрашње митохондријалне мембране, уз сваки електронски пар, познат је под именом однос H+/2е-. Кроз дуги низ година овај однос је био предмет великог интересовања, али ипак га је веома тешко одредити. Данас, велики број научника прихвата хипотезу да је овај однос при транспорту електрона са сукцината на О2 6H+/2е-. На основу ових вредности, стехиометрија транспорта са NADH на О2 је 10 H+/2е-. Иако су ови подаци представљени и на слици треба их ипак узети са задршком, јер би стварне вредности могли да буду и бројеви који нису цели. Ипак, на садашњем нивоу знања, можемо да кажемо, да се на комплексу I за сваки електронски пар, у међумембрански простор тј. на спољашњу страну унутрашње митохондријалне мембране, пребаце четири протона (4H+); на комплексу II нема трансфера протона; на комплексу III се такође, у међумембрански простор трансферује четири протона и на комплексу IV два протона (4 + 4 + 2 = 10).
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ATP-СИНТАЗА

ATP-синтаза је комплекс који омогућава синтезу ATP-а користећи градијент протона створен при транспорту електрона. Ензим се састоји из два основна дела: подјединице F0 и подјединице F1. Јединица F0 је састављена из три подјединице означене као а, b и c (стехиометрија а1 b2 c10-12). F1 се састоји из пет полипептидних ланаца: α, β, γ, δ и ε. Подјединице α и β представљају каталитичко место за синтезу ATP-а, подјединице δ и ε регулишу интеракцију измешу F1 и F0, док подјединица γ има улогу да регулише проток протона према F1. F0 сачињава трансмембрански канал, преко кога протони струје ка F1 и на тај начин обезбеђују синтезу ATP-а.
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Горе наведено, потврђено је у експериментима in vitro. Јединица F1 и када је одвојена од

мембране и јединице F0 може да врши синтезу ATP-а ако су испуњени сви потребни услови, а сама јединица F0 служи као протонска пумпа. Michell-ова хемиосмотска хипотеза, о томе да је градијент протона покретач синтезе ATP-а, је потврђена и резултатима експеримента у коме је вештачки створен градијент pH у митохондријама, које нису биле способне за транспорт електрона и у том случају ATP-синтаза је функционисала, дакле само захваљујући присуству протонског градијента. 

Након многих истраживања, Paul Boyer је разјаснио и предложио механизам деловања ATP-синтазе. Установио је да сама синтеза ATP-а не захтева потрошњу енергије, већ да се потенцијална енергија протонског градијента користи за отпуштање новосинтетисаног ATP-а од ензима. Механизам подразумева каталитичку кооперативност три места на ензиму. Поменута места имају различите афинитете за везивање ATP-а. Читав процес је један циклус. На почетку, једно од каталитичких места на ензиму ATP-синтази је заузето ATP-ом и само то место има високи афинитет за везивање ATP. Истовремено, друго каталитичко место ензима прихвата АDP и Pi а треће каталитичко место је празно. Потенцијална енергија протонског градијента је искоришћена за конформационе промене ензима, које доводе до промене афинитета места за ATP, које је у почетку везивало ATP. Тако се ATP отпушта, док ће ензимско место у којем су везани АDP и Pi извршити синтезу ATP-а, треће место (које је било празно) прихвата нови молекул АDP и Pi. Као резултат, имаћемо поновно, ензим повезан са једном молекулом ATP-а (као и на почетку циклуса) и један новосинтетисани молекул ATP-а.

ИЗЛАЗАК СИНТЕТИСАНОГ ATP ИЗ МИТОХОНДРИЈА
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Да би енергија садржана у молекулу ATP-а била искоришћена тамо где је то у ћелијама

потребно, молекул ATP мора да изађе из митохондрија. Да би то било могуће, ADP мора да буде убачен у митохондрије, да би био искоришћен за синтезу ATP-а. Ни један од ових процеса није спонтан, а разлог је велико наелектрисање молекула ATP-а и ADP-а, које спречава да ови молекули лако прођу кроз унутрашњу митохондријалну мембрану. Процес се одвија системом транспорта ADP-ATP транслоказе. Ради се о протеину, који ефикасно избацује један молекул ATP из митохондрија, при истовременом уласку једног молекула ADP-а. На тај начин ниво нуклеотида у митохондријама се стално одржава мање-више константним. У механизам је укључено само једно место за везање нуклеотида, а налази се алтернативно изложено према цитозолу или према матриксу митохондрија.

Систем транспорта ADP-ATP транслоказе

ATP се везује на страни матрикса, а затим се место везивања помера према цитозолној страни мембране променом конформације протеина, где се отпушта ATP, везује ADP и транспортује у матрикс. Наелектрисање, присутно на молекулу ATP-а, при pH = 7,2 је око –4, док је наелектрисање ADP-а, при истој вредности pH, око –3. На тај начин, размена једног молекула ATP-а (који излази) и једног молекула ADP-а (који улази у матрикс) изазива трансфер једног негативног наелектрисања из матрикса према цитозолу. Процес је еквивалентан преласку једног протона из цитозола у матрикс.
Унутрашња митохондријална мембрана је позитивно наелектрисана са спољне стране. Зато је евидентно, да је излазак ATP-а фаворизован у односу на транспорт ADP-а у истом смеру. Из истог разлога улазак ADP-а је лакши у односу на улазак ATP-а. Дакле, специфичност ADP-ATP транслоказе је контролисана електрохемијским потенцијалом, који је ипак смањен деловањем ове пумпе, па из тог разлога мора да се троши и метаболичка енергија. Ћелија мора да одговори на овај енергетски издатак повећањем протока електрона преко ланца за транспорт електрона. Колики је енергетски издатак размене ATP-ADP, у односу на укупну енергију потребну засинтезу ATP-а? Већ смо видели да избацивање једног молекула ATP-а, у односу на улазак једног молекула ATP-а, значи прелазак једног протона из цитозола у матрикс. За синтезу ATP-а је потребно утрошити три протона, који преко F0 јединице прелазе из цитозола у матрикс. То значи да за сваки молекул ATP-а, који се синтетише, морају да пређу укупно четири протона из цитозола у матрикс. Стога, око ¼ енергије, коју нам даје респираторни ланац (транспорт електрона и оксидативна фосфорилација) морамо да употребимо као електрохемијску енергију за транспорт ATP-ADP.
ОДНОС P/О У РЕСПИРАТОРНОМ ЛАНЦУ

Однос P/О је број мола ATP-а при оксидативној фосфорилацији по сваком електронском пару који прође кроз транспортни ланац електрона. Иако су бројни научници провели интензивна истраживања, његова вредност се и даље разматра. Ако се прихвати вредност од 10 H+, који изађу из матрикса, за сваки електронски пар који пређе пут респираторног ланца са NADH на О2 и да је за синтезу једног молекула ATP-а неопходно да из цитозола у матрикс пређу 4 протона, онда је однос P/О у митохондријама 10/4 = 2,5 (ради се о случају када електрони улазе у ланац транспорта у облику NADH+H+). Ова вредност је нешто нижа у односу на раније претпоставке, које су овом односу приписивале вредност 3.

Што се тиче дела ланца који полази од сукцината, вредност H+/2е- је 6, те је зато однос 6/4 = 1,5, док је по ранијим претпоставкама био 2. Иако и експериментални подаци потврђују овакве вредности, многи биохемичари, који су навикнути на целе бројеве вредности P/О, показују велики скептицизам и негодовање у односу на горе наведене децималне вредности. 

Ипак, да не би било неразумевања, када електронски пар на респираторни ланац долази преко комплекса I, производи се 2,5 mol-молекула ATP, док у случају када се електронски пар на респираторни ланац укључује преко комплекса II, производи се 1,5 mol-молекула ATP.
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