FOSFORILAZIONE OSSIDATIVA
Avviene nei mitocondri. Si ha la riduzione dell’ossigeno ad acqua. NADH e FADH2 sono donatori di elettroni. Avviene alla stessa velocità sia al buoi che alla luce.

Nella fotofosforilazione si ha l’ossidazione dell’acqua ad O2 e gli elettroni sono accettati dal NADP+. E’ dipendente dalla luce.

Teoria chemiosmotica: la traduzione energetica avviene mediante la creazione di gradienti protonici transmembrana.

Somiglianza tra fosf. ossidativa e fotofosforilazione.

· Flusso di elettroni attraverso una catena di trasportatori legati alla membrana.

· Trasporto endoergonico di protoni attraverso una membrana impermeabile ai protoni. Potenziale elettrochimico.

· Il flusso transmembrana di protoni in senso inverso fornisce l’energia libera per la sintesi di ATP (ATPsintasi) che accoppia il flusso protonico alla fosforilazione dell’ADP

La membrana mitocondriale esterna è permeabile a piccole molecole e a ioni

La membrana mitocondriale interna è impermeabile. Le sole specie che la attraversano sono quelle che hanno uno specifico trasportatore inserito nella membrana stessa.

La fosf. ossidativa ha inizio con l’ingresso degli elettroni nella catena respiratoria. 

Accettore di elettroni:

· pridinici: NAD+ o NADP+ 

· flavinici: FMN o FAD

La maggior parte delle deidrogenazioni sono specifiche per NAD+ come accettore di elettroni: rimuovono 2 atomi di H dai loro substrati, uno trasferito sotto forma di ione idruro al NAD+ mentre l’altro è rilasciato nell’ambiente circostante sotto forma di iome H+  
 NADH e NADPH sono solubili in acqua e si associano reversibilmente alla deidrrogenasi.
NADH è un composto diffusibile che trasporta gli elettroni

NADPH rifornisce di elettroni le reazioni anaboliche

NADH NADPH non possono attraversare la membrana mitocondriale interna, gli elettroni lo possono fare attraverso TRASPORATORI

Il potenziale di riduzione standard di un coenzima flavinico dipende dalla proteina a cui è associato. Possono trasferire sia un elettrone per volta (riduzione di un chinone a semichinone) sia due elettroni (deidrogenazione)

Trasportatori di elettroni: proteine integrali di membrana contenenti gruppi prostatici in grado di accettare o di donare 1 o 2 elettroni. Ci possono essere 3 tipi di trasferimenti di elettroni

· trasferimento diretto

· trasferimento di un atomo di idrogeno (H+ + e-)

· trasferimento di uno ione idruro che porta 2 elettroni

Equivalente riducente: singolo elettrone che viene traferito in una reazione di ossido riduzione

Ci sono altri 3 gruppi di trasportatori di elettroni: ubichinone, citocromi e proteine ferro-zolfo

L’ubichinone (Q) accetta un solo elettrone e si trasforma in radicale semichinonico, oppure accetta 2 elettroni acquistando la forma completamente ridotta ubichinolo (QH2).

I citocromi hanno un elevato assorbimento della luce dovuto al gruppo prostatico eme Nei mitocondri ci sono tre tipi di citocromi: a , b e c. Il gruppo eme in a e b è saldamente legato alla proteina ma non con legami covalenti. Nel citocromo c è legato covalentemente. I citocromi a e b (e qualche c) sono proteine integrali della membrana mitocondirale interna. Il citocromo c nei mitocondri è una proteina solubile che si lega mediante interazioni elettrostatiche alla superficie esterna della membrana interna.

Proteine ferro-zolfo: il ferro non è nel gruppo eme ma è associato ad atomi di zolfo inorganico e7o ad atomi di zolfo dei residui di cys della proteina. Possono avere strutture semplici o complesse. 

Proteine ferro zolfo di RIESKE: l’atomo di ferro è coordinato a due atomi di his invece che due di cys

Tutte partecipano a reazioni redox  in cui è trasferito un elettrone per volta utilizzando modificazioni dello stato di ossidazione dei loro atomi di ferro.

Catena respiratoria: Gli elettroni passano dal NADH dal succinato o da qualche altro donatore di elettroni, attraverso le flavoproteine, ubichinone, proteine ferro-zolfo e citocromi per arrivare alla fine all’ossigeno. I trasportatori sono posizionati in ordine di potenziale di riduzione crescente.

NADH→Q→citocr. b →citocromo c1→citocromo c→citocromo a→citocromo a3→O2
 I trasportatori di elettroni della catena respiratoria sono organizzati in complessi sopramolecolari intermembrana separabili. Ci sono 4 complessi capaci di trasportare elettroni:

Complesso I: trasporta gli elettroni all’ubichinone dall’NADH

Complesso II:  trasporta gli elettroni all’ubichinone  dal succinato

Complesso III: trasporta gli elettroni dall’ubichinone al citocromo c

Complesso IV: trasferisce gli elettroni dal citocromo c all’ossigeno

Complesso I : detto anche NADH ubichinone osiidoreduttasi. Contiene più di 42 catene polipeptidiche (tra cui la flavoproteina contenente FMN) e 6 centri ferro-zolfo. E’ a forma di L: un braccio nella membrana mitocondriale interna, l’altro orientato verso la matrice. Catalizza due processi:

· trasferimento esoergonico all’ubichinone di uno ione idruro dal NADH e di un protone dal solvente acquoso della matrice.

· trasferimento endoergonico di 4 protoni dalla matrice allo spazio intermembrana

E’ una pompa protonica guidata dall’energia derivante dal trasferimento degli elettroni.

Muove protoni dalla matrice (-) allo spazio intermembrana (+)

L’ubichinone diffonde dal complesso I al complesso III  dove è ossidato a Q, in un processo che porta all’esterno i protoni H+
Complesso II: contiene due tipi di gruppi prostatici e almeno 4 proteine diverse. Una proteina ha legato un FAD e un centro Fe-S con 4 atomi di ferro. Gli elettroni passano dal succinato al FAD e poi attraverso i centri Fe-S all’ubichinone. 

Altri substrati di deidrogenasi mitocondriali passano i loro elettroni alla catena respiratoria al livello dell’ubichinone ma non attraverso il complesso II (βossidazione, ossidazione del glicerolo 3 fosfato)

C’è la formazione di un gran numero di molecole di ubichinone ridotto che è riossidato nel complesso III

Complesso III : detto anche complesso citocromo bc1, accoppia il trasferimento di elettroni dall’ubichinone al citocromo c con il trasporto vettoriale protonico dalla matrice allo spazio intermembrana. QH2 viene ossidato a Q e due molecole di citocromo c sono ridotte. Il citocromo c è una proteina solubile nello spazio intermembrana. Si sposta verso il complesso IV per donare l’elettrone ad un centro rameico binucleare di quest’enzima.
Complesso IV : chiamato anche citocromo ossidasi, trasporta gli elettroni dal citocromo c all’ossigeno molecolare riducendolo ad H2O. E’ un grosso enzima della membrana mitocondriale interna. Ha 13 subunità di cui 3 sono fondamentali.

La subunità II contiene 2 ioni rame complessati con i gruppi SH di due residui di cys. La subunità I contiene 2 gruppi eme e un’altra coppia di ioni. Ogni volta che 4 elettroni attraversano questo complesso l’enzima utilizza 4 ioni H+ dalla matrice per convertire l’O2 in 2 molecole di H2O.

Per ogni coppia di elettroni trasferiti all’ossigeno 4 protoni sono pompati fuori dal complesso I, 4 dal complesso III e 2 dal complesso IV.

L’equazione vettoriale del processo è:

NADH+ 11 HN+ + 1/2 O2 → NAD+ + 10 H+P + H2O
SINTESI DELL’ATP
Meccanismo chimico che accoppia il flusso protonico con la fosforilazione.

L’energia elettrochimica contenuta nella differenza di concentrazione protonica e nella separazione di carica attraverso la membrana mitocondriale interna, la forza motrice protonica, porta alla sintesi di ATP quando il flusso protonico inverte la sua direzione e i protoni ristornano nella matrice attraverso un canale protonico associato all’ATP sintasi.

Il consumo di O2 e la sintesi di ATP dipendono dalla presenza di un substrato ossidabile (succinato) e di ADP e Pi. Nei mitocondri è l’energia rilasciata dall’ossidazione del substrato che favorisce la sintesi di ATP.

Accoppiamento dell’ossidazione con la fosforilazione: gli inibitori della sintesi  di ATP sono anche inibitori del trasferimento di elettroni attraverso la catena respiratoria.

Il trasferimento di elettroni e sintesi i ATP sono obbligatoriamente ACCOPPIATI.

Alcuni composti chimici sono in grado di determinare un disaccoppiamento sono acidi deboli con proprietà idrofobiche che entrano nella membrana e dissipano il gradiente protonico rilasciando un protone.

La funzione del trasferimento di elettroni è quella di pompare protoni per creare il potenziale elettrochimico della forza motrice protonica.
L’ATP sintasi dei mitocondri è un tipo di ATPasi: catalizza la formazione di ATP da ADP e Pi accompagnata dal flusso protonico dal lato P al lato N della membrana. E’ formata da due componenti distinte:
· F1, proteina periferica di membrana

· F0 integrale alla membrana

F0 ha un canale per protoni attraverso il quale questi passano tanto velocemente quanto veloce è il loro pompaggio dovuto al trasferimento elettronico. Senza la formazione di un gradiente protonico non si può produrre ATP. 

F1 isolato catalizza la sintesi di ATP. La variazione di energia libera per la sintesi di ATP è vicina a zero. 

E’ il gradiente protonico a provocare il rilascio dalla superficie enzimatica dell’ATP prodotto. Per la sintesi continua di ATP l’enzima deve effettuare un ciclo tra una forma che lega saldamente ATP e una che lo rilascia.

Ogni complesso F1 ha 9 subunità di cinque tipi diversi. Ciascuna delle tre subunità β ha un sito catalitico per la sintesi dell’ATP. Anche se le sequenze amminoacidiche delle 3 subunità β sono identiche, le loro conformazioni differiscono, in parte a causa dell’associazione della subunità γ con solo una delle tre β. Le differenze conformazionali tra le subunità β si estendono a differenze nei loro siti di legame con ATP e ADP: β-ATP, β-ADP, β-vuota. 

Il complesso F0 che costituisce il canale protonico è composto da tre subunità: a, b e c.

Una data subunità β comincia il suo ciclo di catalisi nella sua conformazione βADP, lega ADP e Pi, cambia conformazione assumendo quella βATP che lega saldamente e stabilizza l’ATP: Alla fine la subunità cambia la sua conformazione assumendo quella βvuota, che ha pochissima affinità per l’ATP, che lascia la superficie dell’enzima. Le modificazioni conformazionali sono dovute al passaggio di protoni attraverso la porzione F0 dell’ATP sintasi.Il flusso di protoni attraverso il poro F0 provoca la rotazione del cilindro delle subunità c e della subunità γ ad esso attaccata.

Ogni rotazione di 120° pone in contatto γ con una diversa subunità β, e questo contatto costringe la subunità β ad assumere la conformazione βvuota. Per ciascuna rotazione vengono sintetizzate e rilasciate dalla superficie dell’enzima 3 molecole di ATP. La rotazione non è continua, ma avviene in tre tappe discrete di 120°.

La funzione principale del trasferimento degli elettroni è quella di fornire energia per la sintesi di ATP durante la fosforilazione ossidativa. Questa energia favorisce anche diversi sistemi di trasporto.

Traslocasi dei nucleotidi adeninici: entra una molecola di ADP3- e esce dalla matrice una di ATP4- (è un antorporto) La matrice avrà una carica netta negativa.       

Fosfato traslocasi: trasporta nella matrice uno ione H2PO4- (simporto)

La NADH deidrogenasi ella membrana mitocondriale interna accetta elettroni solo da NADH presente nella matrice: Dato che la membrana interna non è permeabile al NADH citosolico speciali sistemi navetta (shuttle) trasportano gli equivalenti riducenti dal NADH citosolico all’interno dei mitocondri mediante una via indiretta. Nei mitocondri del fagato del rene e del cuore c’è lo shuttle del malato-aspartato. Gli equivalenti riducenti del NADH citosolico sono prima trasferiti all’ossalacetato citosolico formando malato mediante l’azione della malato deidrogenasi citosolico. Il malato passa poi attraverso la membrana interna nella matrice, traslocato dal sistema di trasporto dell’ αchetoglutarato. All’interno della matrice gli equivalenti riducenti tornano al NAD+, formando NADH in una reazione catalizzata dalla malato deidrogenasi mitocondriale. Questo NADH può passare direttamente i suoi elettroni alla catena respiratoria sulla membrana mitocondriale interna. Per ogni coppia di elettroni che arrivano all’ossigeno sono prodotte 2,5 molecole di ATP. 

Nel muscolo scheletrico e nel cervello opera lo shuttle del glicerolo 3 fosfato che trasporta riducenti dal NADH al complesso III e non al complesso I fornendo una quantità di energia sufficiente alla formazione di 1,5 molecole di ATP pre coppia di elettroni.

La velocità della respirazione è limitata dalla disponibilità di ADP quale substrato per la fosforilazione.

