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9. Dychaci retezec a oxidativni
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CHEMIOSMOTICKA TEORIE SYNTEZY
ATP

Heterotrofni organismy ziskavaji hlavni podil energie (cca 90%)
ulozené ve strukture molekul zivin, béhem procesu - respirace,
neboli bunéc¢né dychani

Pr1 tomto dej1 se elektrony odebrané aktivovanym vodikim atomum
kysliku prenaseji pomoci slozitého systému oxidoreduktas
lokalizovanych v oddélenych komplexech

Protony jsou pri tomto procesu presunovany na druhou (cytosolarni)
stranu nepropustné vnitrni mitochondrialni membrany, kde se
hromadi.

Prichod protont zpét je umoznovan specialnim enzymem ATP-asou,
ktery vyuziva jejich energii k syntéze ATP z ADP a kyseliny
fosforecné (anorganického fosfatu)

Proces probiha v mitochondriich.

Oxidoredukeéni komplexy I — IV a ATP-asa- obsazeny v
mitochondrialni membrané - nepropustna pro ionty a
elektroneutralni molekuly s molekulovou hmotnosti nad 150

ATP prochazi touto membranou rizenym prenosem vymeénou z

ekvivalentni mnozstvi ADP. '




o Ziskavani energie - slu¢ovani vodiku a kysliku na vodu.
e reakce je silné exergonicka (AGY = - 237 kd/mol)
( prima reakce je nerealizovatelna, vznika traskavy plyn - exploze)

> kaskida OXIDOREDUKTAZ

o stupnovite zvysuji redox potencial aktivovaného vodiku
z hodnoty -0,32 V (vazaného v NADH + H*) az na redox
potencial kysliku +0,82 V.

o Kazdy komplex redukovan komplexem predeslym

o Elektricka prace je transformovana na praci osmotickou
prenosem protonu proti koncentracnimu spadu.

o Ze dvou aktivovanych vodikl ziskana energie pro 3
molekuly ATP (cca 105 kd/mol)

->Ucinnost chemiosmotické syntézy ATP 45%
->zbyla energie se premeénuje na teplo




TRANSFER PROTONU A ELEKTRONU
V DYCHACIM RETEZCI

o Oxidoreduktasy savcich dychacich retézcu jsou
usporadany do péti komplexu zakotvenych ve
vnitrni mitochondrialni membrané a
oznacovanych I — IV, jako komplex V je
oznacovana ATP-asa

o Komplex II. je periferni, zakotveny na matrixové
strane,

o komplexy I a III — V jsou integralni a prochazeji
celou sirkou vnitrni mitochondrialni membrany.
Komplex III je spojen s komplexy I a II pomoci
mobilnich prenasect na bazi ubichinonu a
s komplexem IV pomoci mobilniho cytochromu c
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FUNKCE KOMPLEXU I -V
KOMPLEX 1.

o
o

Komplex I = NADH-ubichinonreduktasu

katalyzuje redukci semichinoidni formy ubichinonu na
ubichinol.

Tento systém funguje presné podle obecného
chemiosmotického mechanismu.

Jeho zakladem je flavoprotein NADH-dehydrogenasa,
obsahujici vedle koenzymu FMN dalsi prosthetické skupiny
typu FeS.

NADH-ubichinonreduktase se na se na matrixové strané
redukuje NADH + H*, prevezme dva aktivované vodiky a na

cytosolarni strané preda dva elektrony transelektronase Fe,S,.

Dva protony jsou vytlaceny do cytosolarniho prostoru a
oxidovany FMN je pripraven pro novou redukci NADH + H*.

Transelektronasa Fe,S, predava dva elektrony
transelektronase Fe é ktera predava jeden elektron po
druhém semlch1n01dzn1 formé ubichinonu opét na matrixové
straneé.




KOMPLEX 11

o Tento komplex je nejjednodussi ze vsech.

o Zakladem jeho funkce je sukcinatdehydrogenasa,
flavoprotein obsahujici prosthetickou skupinu FAD a dvé
skupiny Fe,S,.

o Vedle toho tento protein obsahuje skupinu typu Fe,S, a
cytochrom b, jejichz vyznam neni zatim znamy.

o Rovnéz prenos elektront v komplexu neni zcela vysvétlen.
o Systém produkuje ubichinol.

o Tento komplex II neprenasi protony do cytoplasmatického
prostoru.




KOMPLEX 111

o Tento komplex zpracovava ubichinol dodavany z komplext I a 11

o dJeho funkce spociva v reoxidaci ubichinolu na semichinoidni formu pomoci
ubichinol: cytochrom c-oxidoreduktasy.

o Zakladni princip chemiosmotického mechanismu je komplikovan tim, ze
transport H* se déje cyklickym pochodem.

o Zakladni funkéni slozkou systému jsou dvé molekuly cytochromu b (b a by)
z nichz pouze by je redukovatelna ubichinolem.

o Dale systém obsahuje cytochrom ¢, a molekulu Fe,S,-proteinu, jehoz funkce
opét neni jasna.

o Komplex cytochromu b prebira od ubichinolu jeden elektron a oxiduje ho na
semichinoidni formu, pricemz je vypuzen jeden proton do cytosolarniho
prostoru, semlch1n01dn1 forma je dale oxidovana na ubichinon cytochromem c,
za soucasného vypuzeni druhého protonu do cytosolarniho prostoru.

o Ubichinon pokracuje k cytochromu b (¢asti by), kde ziskava zpét elektron, ktery
na zacatku predal, a z matrixového prostoru pribira jeden proton.

o V tomto okamziku zac¢ina dalsi okruh s jednim prijatym elektronem.

o dJe zfejme, ze na jeden prijaty elektron jsou do cytosolarniho prostoru vypuzeny
dva protony a jeden elektron je prenesen na mobilni cytochrom c.




KOMLEX 1V

o Funguje jako ferrocytochrom c: kyslik-oxidoreduktasa (cytochromoxidasa).

o Mechanismus funkce tohoto komplexu je nejméne jasny ze vsech
oxidoredukc¢nich mitochondrialnich systému.

o Komplex se sklada ze sedmi bilkovinnych podjednotek a jeho funkcnimi
slozkami jsou cytochromy a, a5 a ionty médi ve stechiometrickém poméru 1:1:2.

o Ma tvar pismene Y, jehoz ,noha” smeéruje na cytosolarni stranu membrany a
obé ramena pronlka]1 Jeho matrixovou stranou. Ionty médi tvori pary
s jednotlivymi cytochromy; oxidovand forma prijima elektrony na cytosolarni
straneé od cytochromu ¢ a vytvari plne redukovanou formu (Cu2+Fe22+) ktera na
matrixové strané postugane redukuje O, na dva oxidové ionty a prechazi na plné
oxidovanou formu (Cu,**Fe,3").

o Tento komplex nezplsobuje prenos H' pres membranu, ale presto zvysuje pH
matrixového prostoru protonaci vzniklych oxidovych iont.

o Soucinnosti komplexua I, IIT a IV jsou tedy preneseny dva elektrony ze dvou
aktivovanych vodika NADH + H*na kyslik za vzniku 1/20,% a soucasné je
presunuto sest protonua do cytosolarniho prostoru.

o Ty podle diagramu umozni syntézu 3 molekul ATP.

o Soucinnosti komplext II, III a IV jsou preneseny dva elektrony z aktivovanych
vodikid FADH, na kysllk za vzniku 1/20,* a soucasne jsou presunuty ¢tyri
protony na cytosolarni stranu, které umoznuji syntézu 2 molekul ATP.




KOMPLEX V

o Vyroba ATP probiha v komplexu V oznacovaném jako ATP-
synthasa.

o ijlnjf komplex ma podjednotkovou strukturu a sklada se
ze dvou casti.

o Cést oznacovana CFje ulozena v membrane a sklada se
z bilkoviny F, (obsahuje ¢tyri podjednotky) tvorici
protonovy kanal umoznujici navrat protonu
z cytoplasmového prostoru.

o Na F;se vaze cast OSCP (oligomycine-sensitivity-
conferring-protein) citliva k antibiotiku oligomycinu.

o Na slozku CF se vaze slozka F,, ktera je vlastni
mitochondrialni ATP-asou.

o Sklada se z péti podjednotek a, B, y, 0 a €, z nichz kazda je
obsazena dvakrat.

o Prlichod dvou protont kanalem vede na katalytické slozce
F, k syntéze ATP z ADP a P..

o Pro mechanismus této reakce byly navrzeny dva modely. ‘




o Primy mechanismus vzniku ATP predpoklada odtrzeni
jednoho kyslikového atomu fosfatového iontu ptisobenim
transferasovych protonu a ,neutralizaci” tim vzniklého
kladného naboje na atomu fosforu volnym elektronovym
parem kysliku koncového fosfatu ADP

o Neprimy mechanismus je zalozen na konformacni zmeéneée
slozky F; pri prichodu obou protonti kanalem F,,.

o Predpoklada se, ze aminokyselinové slozeni aktivniho mista
v zakladnim stavu kompletniho systému vede k vytvoreni
vazby mezi ADP a fosfatem (t]. eliminaci H,O a tvorbé
ATP), pokud jsou reakcni slozky vazany na bilkovinu.

o Pruchodem dvou elektronu se zméni konformace aktivniho
mista, takze se predtim vytvoreny ATP uvolni od slozky F;.

o Systém se pak vraci do zakladniho stavu, ¢imz se vytvori
dalsi pevné vazana molekula ATP.




(o)

Pevné spojeni mezi oxidaci a fosforylaci narusuji latky zvané
,odpojovace®.

Jednim z typu téchto sloucenin jsou slabé lipofilni kyseliny (2,4-
dinitrofenol).

Jejich lipofilita umoznuje snadnou diftizi membranou z cytosolarni
na matrixovou stranu.

Zvyseni pH na této strané vede k odstépeni protonu do matrixu a
k tvorbé lipofilniho fenolatového iontu, ktery difunduje zpét na
cytosolarni stranu, kde v oblasti nizkého pH prijima proton a cely
proces se opakuje.

Obdobné pusobi antibiotika napr. valinomyecin.
Ten ma schopnost vazat iont K* polarnimi atomy peptidovych vazeb.

Nepolarni postranni retézce aminokyselinovych zbytka peptidu
zpusobuji lipofilitu vneéjsiho okraje kruhu a draselny iont se stava
rozpustnym v organickych rozpoustédlech a muze difundovat
membranou.

Timto prenosem se vyrovnava zaporny potencial membrany
zpusobeny neutralizaci aniontu (od kterych byly protony preneseny
do cytosolu) a tim se snizuje icinnost komplexu V.




FOTOSYNTEZA A FOTOCHEMICKA
PRODUKCE NADP + H*A ATP

o Fotosyntéza zahrnuje:
e necyklickou fosforylaci (vyrabi NADPH + H* a ATP)

» cyklickou fosforylaci (vyrabijen ATP)

e Calvintv cyklus (z CO, a H,O se pomoci NADPH + H* a
ATP syntetizuje D-glukosa).




NECYKLICKA FOSFORYLACE

o Podili se na ni oba chlorofylové systémy oznacované P, a
Psso, 0Znacovane podle absorpcniho maxima.

o Fotosystém P.,, ktery ma v zakladnim stavu
redoxpotencial E°" = +0,45 V, se ozarenim slunecnim
svetlem excituje na P,,,* s redoxpotencialem E° = -0,55 V.

o Excitované elektrony z P.,,* jsou na stromatické strane
thylakoidni membrany odebrany ferredoxinem (E° = -0,42
V), ktery je dale predava FAD a ten pomoci H* odebiranych
ze stromatickéeho prostoru vytvori FADH,.

o FADH, je oxidovan NADP* (K° =-0,32 V) za tvorby
NADPH + H*.

o V prubéhu této redukce se ze stromatického prostoru
odeberou na 4 elektrony 2 H* (na tvorbu 2 FADH, se
spotrebuji 4 H*, ale pri tvorbé 2 NADPH + 2 H* jsou 2 H
vazany jako hydrid na 2 NADP* a jen 2 H* se regeneruji




Fotosystém Pgq, ktery ma v zakladnim stavu redoxpoten(:lal =+0,82 V, se ozarenim
slunecnim svetlem excituje na Pgg* s redoxpotencidlem E° = 0 V.

Ctyrl excitované elektrony z P680 Jsou na stromatické strané thylakoidni membrany
odebrany plastochinonem, ktery soucasne odebira ze stromatického prostoru 4H*, ty
prenese do thylakoidniho prostoru a elektrony preda cytochromu cs.

Ten je preda plastocyaninu ktery s jejich pomoci zredukuje P-,,* na vychozi P-,.
Oxidovany chlorofyl P je velmi silné oxidacni cinidlo, které ziska ctyri elektrony

z oxidace vody a tim prejde na vychozi formu Pgg,,.

Dalsim produktem oxidace vody je kyslik a 4 H*;;,, uvolnéné do thylakoidniho prostoru.
Protony shromazdované v thylakoidnim prostoru jsou vyuzivany k syntéze ATP.

Na 4 elektrony, vyuzité k produkeci 2 NADPH + 2 H* se v thylakoidnim prostoru
shromazi celkem 14 H* (2 H* sev thylak01dn1m prostoru spotrebu]1 na tvorbu 2
NADPH, 4 e- se uvolni z Pgg* a s jejich pomoci jsou 4 H* preneseny ze stromatického
prostoru do thylak01dn1ho — absolutni diference je 8 H" a 4 H* se v thylakoidnim
prostoru generuji pri oxidaci vody).

V procesu fotosyntezy Je na jednu syntetizovanou molekulu ATP nutna energie 3 H*,
z nichz 2 H* zreaguji na vodu, ale treti H* je volny a snizuje diferenci H* ve stromatu
oproti thylakoidnimu prostoru

Ze 14 H* je tedy mozno vyrobit vice nez 3 ATP a méné nez 4 ATP (14-3,5=10,5:3 =
3,5 ATP). Toto mnozstvi postacuje pro syntézu glukosy v Calvinové cyklu (spotireba
NADPH + H* a ATP je v poméru 2 : 3

V pripadé, ze rostlinna bunka ma z jinych diivoda nedostatek ATP, fotosystémy se
mohou modifikovat na cyklickou fosforylaci, ktera produkuje pouze ATP.




CYKLICKA FOSFORYLACE

o Podili se na ni jen chlorofylovy systém oznaéeny jako
P-y9, Jim produkovaneé elektrony jsou prenaseny na
ferredoxin a z ného na plastochinon, ktery prenasi ze
stromatického prostoru H* do thylakoidniho prostoru

a elektrony potom predava komplexu cytochromu b a
f.

o Zaveér kaskadovitého prenosu elektronu tvori
plastocyanin, ktery je predava zpet chlorofylu P-,,* za
vzniku vychoziho P..

o Vysledkem cyklické fosforylace je pouze prenos H*
pres thylakoidni membranu na thylakoidni stranu a
nasledné vyuziti jejich osmotické sily k produkci ATP
podle obecné rovnice: ADP + PO;> +2 H* =
ATP + H,0




CALVINUV CYKLUS

o Jedna se o fotosyntetickou fixaci CO, na cirkulujici
substrat ribulosa-1,5-bisfosfat pomoci enzymu
ribulosabisfosfatkarboxylasa.

o Vznikla nestabilni f-ketokyselina se okamzité
hydrolyzuje za vzniku dvou molekul 3-
fosfoglyceratu.

o Energie fotosyntézy do reakcéniho procesu vstupuje
v nasledujicim kroku:
e hydrogenace 3-fosfoglyceratu
o Substratem hydrogenace je 1,3-bisfosfoglycerat, ktery
nejprve vznika ptisobenim ATP za katalyzy

glyceraldehydfosfatdehydrogenasy specifické pro
NADP*.

o Stejny enzym pak provede hydrogenaci za vzniku
dvou molekul glyceraldehyd-3-fosfatu
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o Pasobenim triosafosfatisomerasy prechazi jedna
molekula glyceraldehyd-3-fosfatu na
dihydroxyacetonfosfat a pusobenim aldolasy (pracuje
podle reakéniho mechanismu aldolizace a prenasi vzdy
tr1 substituované uhlikové atomy) vznika fruktosa-1,6-
bisfosfat.

o Hydrolytickou defosforylaci vznika fruktosa-6-fosfat a
pusobenim fosfoglukosaisomerasy se vytvari glukosa-
6-fosfat, ktery hydrolyzou poskytuje D-glukosu.

o Ta je vystupnim produktem Calvinova cyklu, ale
soucasne se timto reakénim sledem spotrebovala
ribulosa-1,5-bisfosfat, ktera musi byt regenerovana,
jinak by se produkce glukosy po jejim vycerpani
zastavila a nejednalo by se o cyklicky proces. ‘




o

o

Regeneracni sled zacina u fruktosa-6-fosfatu, ktery je
substratem transketolasy (pracuje podle reakéniho
schematu acyloinové reakce a prenasi vzdy dva
substltuovane uhlikove atomy) a s dalsi molekulou
glyceraldehyd-3-fosfatu poskytuje xylulosa-5-fosfat a
erythrosa-4-fosfat.

Tento aldosafosfat zreaguje stejné jako glyceraldehydfosfat
v reakci pomoci aldolasy s dihydroxyacetonfosfatem na
sedoheptulosa-1,7-bisfosfat.

Ta se dale hydrolyticky defosforyluje
sedoheptulosabisfosfatasou na sedoheptulosa-7-fosfat a z ni
transketolasovou reakeci s glyceraldehydfosfatem vznikne
ribosa-5-fosfat a xylulosa-5-fosfat.

Xylulosa-5-fosfat se prevadi na ribulosu-5-fosfat
fosforibuloepimerasou a ribosa-5-fosfat na ribulosu-5-fosfat
fosforibosaisomerasou.

Fosforibulokinasa ribulosu-5-fosfat pomoci ATP fosforyluje
na vychozi ribulosa-1,5-bisfosfat.




Celkova bilance Calvinova cyklu je ve schematu propoctena podle
obecnych zasad stechiometrie.

Na vytvoreni 1 molekuly glukosy musi zreagovat 6 molekul CO,

se 6 molekulami ribulosa-1,5-bis-fosfatu, které vytvori 3 molekuly
fruktosa-6-fosfatu, 4 molekuly glyceraldehyd 3-fosfatu a 2
molekuly dihydroxyacetonfosfétu.

Z jedné molekuly fruktosa-6-fosfatu se vytvori produkt cyklu
glukosa a dalsi dveé molekuly fruktosa-6-fostatu zahajuji
regeneracni cyklus.

V jeho pribéhu se jesté spotrebuje 6 molekul triosafosfatu.

Na zacatku cyklu se spotrebovava 12 molekul ATP a 12
molekul NADPH + H* na redukci dvanacti molekul 3-
fosfoglyceratu a v jeho zaveru jesté 6 molekul ATP na fosforylaci
ribulosa-5-fosfatu.

V pribéhu cyklu se spotrebuje celkem 12 molekul vody.

Calvinuv cyklus probiha 1 ve tmé a jeho sumarni rovnice ma
nasledujici tvar.
6 CO, + 12 [NADPH + H*] + 18 ATP + 12 H,0 = CgH,,0,+ 12

NADP+ + 12 ADP + 18 PO ‘
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