Transporte de electrones

v la ATPasa mitocondrial




La cadena de transportadores
puede ser descrita como un gran
proceso de 3 eventos:

» Transferencia de los electrones del NADH y FADH, a otras sustancias,
donde finalmente se reoxidan a NAD+* y FAD para seguir participando
en mas reacciones redox.

» Los electrones transferidos participaran en la oxidacion-reduccion
secuencial de +10 centros redox en 4 complejos enzimaticos, antes
de reducir el O, a H,0.

» Durante la transferencia de los electrones, los H+ liberados por las
coenzimas, seran expulsados de la matriz mitocondrial al espacio
intermembrana, y creando una gradiente entre ambas. Finalmente, la
AG de ésa gradiente electroquimica conducira la sintesis de ATP a
partir de ADP y P; a través de la fosforilacion oxidativa.




Demostracion experimental de que la oxidacion
del NADH y FADH2 y la reduccion del 02 se
encuentran acopladas al gradiente de pH
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If a source of electrons for respiration, such as NADH, is added to a suspension of
mitochondria depleted of O,, no NADH is oxidized. When a small amount of O, is added to
the system (arrow), the pH of the surrounding medium drops sharply — a change that
corresponds to an increase in protons outside the mitochondria. (The presence of a large
amount of valinomycin and K in the reaction dissipates the voltage gradient generated by

H* translocation, so that all pumped H' ions contribute to the pH change.) Thus the
oxidation of NADH by O, is coupled to the movement of protons out of the matrix. Once the

0, is depleted, the excess protons slowly move back into the mitochondria (powering the

synthesis of ATP) and the pH of the extracellular medium returns to its initial value.



Ciotocromos

Electron Transport Chain
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Potenciales redox

OXIDACION. Pérdida de hidrédgenos o electrones

REDUCCION. Ganancia de hidrégenos o electrones

Electrodo
Fet — Fe3* + le-

e_




Par redox.
Agente reductor y agente oxidante

oxidacion: Fe — Fe2t + 2e-

reduccion: Cu?* + 2e- — Cu

Corriente de electrones

FPuente saling Tira — |Tirade cinc  Puente salino  Tira de cobre| |
de cobre




Potencial redox

»  La capacidad de una molécula para recibir o donar
electrones desde/hacia otra molécula.

» Los e- son transferidos de un acarreador a otro:
El acarreador con el E mas positivo es siempre el
aceptor de electrones.

El acarreador con el E mas negativo es siempre el
donador de electrones.




Acarreadores de electrones biologicos.

19-2

Standard Reduction Potentials of Respiratory Chain and Related Electron Carriers

Redox reaction (half-reaction) E™ (V)
2H" + 26 —— H; 0.414
NAD® + H" + 28 —— NADH 0.320
NADF® + H™ + 2 —— NADPH 0.324
NADH dehydrogenase (FMN) + 2H" + 28 —— MNADH dehydrogenase (FMNH.) 0.30
Ubiquinone + 2H" + 2 — ubiquinol 0.045
Cytochrome b (Fe?') + & — cytochrome b (Fe?") 0.077
Cytochrome ¢, (Fe®') + & — cytochrome ¢, (Fe?") 0.22
Cytochrome ¢ (Fe?) + &= — s cytochrome ¢ (Fe® ") 0.20h4
Cytochrome a (Fe?”) + & — cytochrome a (Fe®") 0.29
Cytochrome &, (Fe?') + & — cytochrome a4 (Fe®") 0.5k
10, + 2H' + 260 — H,0 0.816




» Transferencia
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;Cuanta energia se produce de la
reduccién del oxigeno por el NADH?

» Los potenciales de oxidacion son:

NADY + H  + 2 — NADH E=-0.320V
THT + i GE + 72 p — Hzn E=+0.8B26V
» Las semireacciones son

NADH — NAD*® + H* + 2¢~ E=+0.320V
e+ 2HT + 10y, — H,0 E=+0.826V

» Entonces el calculo de energia es

AG (cal/mol) = —nFAE = — 2(23,062¢cal - V! - mol ') AE
= — 2{23,062cal - V' mol™*) 1.14V
= — 52581 cal/mol, or 5258 kecal/mol




En condiciones estandar

AG (cal/mol) = —nFAE = — 2{23,062cal -V ' - mol ') AF
= — 2{23,062cal - V' '+ mol %) 144V
= — 5258 cal/mol, or 5258 kcal/mol

ADP + P, —3 ATP AG?" +7.3 kcal/mol

» Aunque en condiciones normales en la
mitocondria probablemente se necesiten de
10 a 12 Kcal/mol para sintetizar ATP




Ademas, solo el 42% de la energia que se
desprende reduccion del O, por el NADH es
almacenada.

AG=-52.581 calorias/mol

» El paso de 2 electrones genera la sintesis de 3
moléculas de ATP, sabemos que: AG ,,=/,300
calorias/mol, al X 3 nos da 21,900 calorias/mol,

» El resto se libera en forma de calor.




Cadena transportadora de
electrones
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Cadena transportadora de
electrones

Complejo I: NADH ubiquinona oxidoreductasa

Complejo II: Succinato CoQ oxidoreductasa

Complejo Il o complejo bc1: ubiquinol:cytochrome ¢ oxidoreductase
Complejo IV: Citocromo oxidasa

v v Vv Vv

NADH
MITOCHONDRION

fumarate

NAD'

succinale




Mecanhismo de movimiento de
electrones

/NADH

Nombre NADH - FMNK ﬂ' NAD+

Deshidrogenasa N1a N1b N1c

NADH:ubiquinona N3 N4 NS +

6xido-reductasa 'N _INRR H

+ -.-.‘-, Y St ﬂ“:’«'v . .

Masa Molar 850 kDa H il G s in
Subunidades 43 ..'j‘a’ s ’/___ ) nﬂ?_y
Proteicas Q . 5 L iR3818%
Grupos FMN, centros Fe-S QH P e e §353333 13
Prostéticos 5.‘ &S TR '““8
Inhibidores Amital v v out

rotenona + +

Pieridicina A H H

Reduce a la quinona y bomba protones

NADH + 5H,

matriz

+Q= NAD' + QH, + 4H;}

intermembrana




Tvpe of compunds

Rotenoids

Piericidins

Annonaceous acetogenins

Vallinoids

Pesticides/msecticides

Diugs/toxins

(Q antagonists

Inhibitors of complex |

Compounds

Fotenone

Deguelin

Piericidin A
Ubicidin-3

Rolliniastatin- 1
Rolliniastatin-2 (Bullatacin)

Capsaicin

Pvridaben

Fenpyroximate

Amvtal
MPP™

quinolines
quinolones

Modified from Degli Esposti (1998) BBA 1364:222-235.

A

Source

plants
Streptomyces
synthetic

plants

plants

synthetic
synthetic

synthetic
synthetic

synthetic
synthetic



La rotenona inhibe al complejo |

Mitochondrial
Matrix

It 95 4

biquinone
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Ubiquinol
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Rotenona


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/en/4/49/NADH_Dehydrogenase_2FUG_Electron_Carriers_Labeled.png
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/en/4/49/NADH_Dehydrogenase_2FUG_Electron_Carriers_Labeled.png
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Piericidin_A.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Piericidin_A.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Ubihydrochinon.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Ubihydrochinon.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Rotenone.png
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Rotenone.png

. Complejo inusual:

CO m pIeJO I I 1. No so6lo forma parte de
la cadena transportadora
de electrones, también
forma parte del ciclo de
Krebs

Complex Il 2. No es una bomba de
protones
Inner Mitochondrial
Membrane
Nombre Succinato

Deshidrogenasa

Masa Molar 140 kDa

Succinate Fumarate Subunidades 4
Proteicas
Grupos FAD, centros Fe-

Prostéticos S
Inhibidores



http://go2.wordpress.com/?id=725X1342&site=pimm.wordpress.com&url=http://en.wikipedia.org/wiki/Image:SuccDeh.svg&sref=http://pimm.wordpress.com/2008/02/14/the-eccentric-complex-ii-of-the-mitochondrial-respiratory-chain/
http://go2.wordpress.com/?id=725X1342&site=pimm.wordpress.com&url=http://en.wikipedia.org/wiki/Image:SuccDeh.svg&sref=http://pimm.wordpress.com/2008/02/14/the-eccentric-complex-ii-of-the-mitochondrial-respiratory-chain/

Reaccion del complejo
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Complejo IlI

Transfiere electrones desde QH,
(ubiquinol) a citocromo C, junto al
transporte vectorial de protones
(H*) desde la matriz al espacio
intermembrana, por un proceso
denominado Ciclo Q.

Nombre Ubiquinona-
citocromo C oxido-
reductasa

Masa Molar 250 kDa

Subunidades 11

Proteicas

Grupos Prostéticos Hemos, Fe-S

Inhibidores Antimicina A

S 2Cytc,,
~> 2Cytc,,

M Complex Il
\I 4

2 H*

Ciclo Q: modelo de paso de
electrones y protones a través
del Complejo lll, en 2 Ciclos. La
esencia del ciclo Q es que QH,
pasa por una reoxidacion
biciclica en donde QH
(semiquinona) sera un
intermediario estable.


http://es.wikibooks.org/wiki/Archivo:Complex_III.png
http://es.wikibooks.org/wiki/Archivo:Complex_III.png

Reaccion Global del Ciclo Q:

QHy + 2¢itClypigado + 2H .. == Q + 2¢itClcqueido + 4H, 00

Modified Q-cycle Q -site N-phase
' Inhibitors:
Antimycin,

Inhibitors:
UHDBET,
stigmatellin,
myxothiazol,
MO A-stilbene

2e”
to acceptor




Complejo IV

Intermembrane

space
Nombre Citocromo gt )}
Oxidasa
Masa Molar 160 kDa Matrix
Subunidades 13
Proteicas
Grupos Hemos, Cu,, Cug
Prostéticos
Inhibidores CN- (cianuro)

Molecular structure of the core of the cytochrome ¢
Monoxido de oxidase complex in the inner mitochondrial membrane
Carbono Mitochondrial cytochrome coxidases contain 13 different
subunits, but the catalytic core of the enzyme consists of
only 3 subunits: | (yellow) Il (blue), and lll (pink). Hemes a
and a; are shown as blue and red space-filling models,
respectively, and the copper atoms are green. (1996,
Science272:1136;)



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/?book=mcb&part=A7315&rendertype=def-item&id=A7481

Complejo IV

» Transporta electrones desde el
citocromo C a O,(Oxigeno - Ortoshrome
molecular) formando H,0. o =

\

» Por cada 4 electrones que pasan
por el complejo, la enzima Inner

membrane I

consume 4H* de la matriz, .'

Intermembrane
oR,
ffa
a
43

space
Q

Cytochrome ¢

” -
Cu'y oxidase

reduciendo el O, en H,0, y usa — |
la energia de ésta reaccion .
pasando un H* al espacio WLy, e
iIntermembrana por cada 2
electron que pasa por ella.

AcitChreducido + SH i, + 02 = 4citClpidado + 4H; - 2H,0

intermembrana




The pathway of electron transport (blue
arrows) and proton transport (red arrows) in
the inner mitochondrial membrane

NADH Con i
4 H reductas 2 H
Intermembrane complex
ARACY. e 1 \

coaa=—C°
Inner FMN l jj
membrane
3,C>c o

10H™
Matrix NP
i CoQH,—cyt ¢
NADH reductase comple
e
Suc l C Q
d t complex 2H
ST \
—ARSEe p

COQQ"“'C QH
Fe-s | jjj
r-e-s R, 6H*
FAD —=
; uu .. \ CoQH,-cyt ¢

reductase complex
Succinate 2H"




En la reaccion final TOH* han sido
translocados al espacio intermembrana

We can calculate the amount of free energy released by the passage

of 1 mol of protons down an electrochemical gradient of 220 mVv (0.22 V)
from the Nernst equation, setting n = 1 and measuring AE in volts:

AG (cal/mol) = —nFAE = —(23,062 cal - V™' - mol ') AE
= (23,062 cal - V"' mol %)(0.22V)
= —5,080 cal/mol, or — 5.1 keal/mol

» Siendo 5 Kcal/mol por cada proton esto quiere decir que el
paso de al menos 3 protones nos daria la energia de 12
Kcal/mol necesarias para la sintesis de 1 molécula de ATP. En
la realidad se necesitan 4 protones

» Por lo que de Tmol NADH

_|_
10H" _ 5 5 mol ATP
4H+




Inhibitors of Oxidative Phosphorylation

Name Function Site of Action
Rotenone e~ transport inhibitor Complex |
Amytal e~ fransport inhibitor Complex |
Antimycin A e~ transport inhibitor Complex i
Cyanide e~ fransport inhibitor Complex IV
Carbon Monoxide | e~ transport inhibitor Complex IV
Azide e~ transport inhibitor Complex IV

2 4 -dinitrophenol

Uncoupling agent

transmembrane H* carrier

Pentachlorophenol

Uncoupling agent

transmembrane H™ carrier

Oligomycin

Inhibits ATP synthase

OSCP fraction of ATP synthase




Inhibicidon de la cadena
transportadora de electrones

1 Mitocondrias + Penidroxibutizato,
empeeza la oxidacion ligada & NAD® o CHa
/
Rotengna o amdtal nhibicadn Rotenone o Ehe H")if::jg:j_?”
I|'eje la oidacion ligada a NAD* oo o
’ H
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i NH
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» Utilizacién de oxigeno y ADP al oxidar sustratos.
» Relacién produccion ATP y consume de Oxigeno

0.3

= "4

g 02 state 3 (active)

?1 AO? ) . .

O - state 4 respiration
0.1} L /

ADP exhaiisted O, exhausted

0.0 v

0 | 2 3 4
time (minutes)

substrate: SmM succinate

The P:0 ratio is about 2.5 for NAD-linked substrates, or 1.5 for succinate.

B 0 -
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Sintesis de ATP no ocurre en el
mismo sistema proteico que usa el
oxigeno

cyanide ADP

Mitochondrial Respiration Rates

additions none oligomycin  cyanide

none low low ZEro
ADP high low ZEro
uncoupler high high ZETO

All the incubations contained respiratory
substrate, oxygen & morganic phosphate

Ho0 oligomycin
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1960 Efraim Racker y sus

OUTSIDE

PP VYO TP I T OPTOIGTOTVOVOCOI OOV Ty
cccccccccccccccccccccc
-------------------------
vvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvv
vvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvv
.......................
.......

Membrane
INSIDE

ATP

ADP + P,

colaboradores aislaron a la enzima
mitocondrial, FOF1 ATPasa o

ATPsintasa

» Demostraron que en
ausencia de FO la

enzima realizaba la
hidrolisis del ATP

» En presencia de
membrana y unidas
FO a F1 llevaba a
cabo la sintesis del
ATP
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Mitochondrion

Intermembrane
space

Chloroplast

Stroma

Bacterium (E. coli)

Intermembrane
space (periplasm)
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Acoplamiento quimiosmaotico

Premio Nobel de Quimica
1978

1.

1961 Peter Michel propuso la hipotesis
guimiosmotica

NO EXISTE un intermediario fosforilado
de alta energia que transfiere su fosfato
al ADP

POSTULO un estado de alta energia
GRADIENTE ELECTROQUIMICO DE
PROTONES A TRAVES DE LA
MEMBRANA

Una enzima disipa el gradiente: la
ATPsintasa como la enzima que
transloca protones para llevar a cabo la
sintesis de ATP.
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cytosol / intermembrane space

H-l‘- H+ H+ H-I- H+ H+ H+ H-I- H+ H+

2 x cyt ¢3*

1« ]3] |4

NAD* H,0

mitochondrial matrix space
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1966 Andre Jagendorf (a) experimento transicion acido-
base, comprobando la sintesis de ATP en ausencia de luz

en el cloroplasto.

Yasuo Kagawa (b) realizo la reconstitucion in vitro de la
ATPsintasa e impuso un gradiente electoquimico artificial
llevando a la sintesis de ATP por la enzima.
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Jagendorf’s chloroplast work provided powerfu
upport for Peter Mitchell’ s theory for ATP
generation

H20+—'+;h

Chloroplast
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;Como la ATPsintasa intercambia la energia del flujo
de protones en FO hacia la sintesis o hidrolisis de ATP
en la porcion F1?

» Midiendo la cinética enzimatica del
intercambio de 80 entre H,O y
P./ATP, 'binding change'
mechanism en 1977.

» Propuso que cada una de las 3
subunidades cataliticas en la ATP
sintasa alternaba secuencialmente
entre diferentes estados con
diferentes afinidades para los
nhucleodtidos.

37



Mecanismo de unién y cambio

» Propone 3 sitios en la enzima:

» 1. Beta-tight. Sitio que une ATP y fuertemente
cerrado

» 2. Beta-loose. Sitio de union a ADP+Pi
» 3. Beta-open. Sitio vacio o abierto.

ATP ADP + P,

38



Boyer ademas propuso que la rotacion fisica
de la subunidad central de la ATPsintasa era
la que causaba los cambios secuenciales de la
enzima y las afinidades distintas por los
nucleotidos

Recibié el Premio Nobel de Quimica en 1997
por sus investigaciones sobre el mecanismo
enzimatico para la sintesis del trifosfato de
adenosina (ATP).
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La estructura de cristal de la F, se
determind por el grupo que dirige
John Walker (C Gibbons, M. G.
Montgomery, A. G. W. Leslie, & J. E. Walker,
2000, PDB 1E79), quién fue galardonado en

1997 con el Premio Nobel de Quimica por su
trabajo experimental sobre la ATPasa.

John E. Walker

Encontré6 que la subunidad gama es una
proteina helicoidal que constituye el eje en

el medio del anillo de las subunidades alfa y
beta.

40



Arreglo hexameérico de 3a,3[3

Subunidades beta cataliticas
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a-empty
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Tres técnicas para detectar la rotacion de
la ATPasa

Actin filament

W. Junge, H. Lill & S. Engelbrecht

T UNIVERSITAT
HH TIBS 22, 420 - 423 (1997)

OSNAZRUCK
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His
regidues His residues La Rotacion del eje y relativo al anillo
Ni 1 compuesto por las subunidades a y b se

! complex demostro por H. Noji, R. Yasuda,

M.Yoshida & K. Kinoshita. 46




Monitoreo de la fluorescencia

Rotary motion of the motor that produces
ATP in mitochondria
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Paso de protones y
movimiento conformacional
dey

H-I-
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Paso de los protones provoca el movimiento conformacional de
las subunidades de F1.

«— 10 NnM—p

/o~ \ TP

l
(B

F1 ° ADP + Pi

Membrane

; JAy; Mﬁ/
JLL

d H+
TPNaalLle toda la ATPasa gire en la membrana
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»

Cross-linking ATP
synthase complexes in vivo
eliminates mitochondrial
cristae

Paul D. Gavin, Mark Prescott, Susan E.

Luff and Rodney J. Devenish

Normal mitochondria are
indicated by white arrows;
abnormal mitochondria are
indicated by black arrows.
Images are presented in
reverse contrast, with
membranes being black.
Bars, 0.5 pym.

(A) YRD15 (B) -27-GFP, (C-
F) -27-DsRed, (G,H) A20N.

Journal of Cell Smence 117 2333-
2343 (2004)
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http://jcs.biologists.org/content/vol117/issue11/images/large/JCS01074F4.jpeg
http://jcs.biologists.org/content/vol117/issue11/images/large/JCS01074F4.jpeg

Tetrameric mtATPase assemblies in
the membrane.

» The oligomerisation of identical
mtATPase complexes has been
Ioro osed to form a rigid arc that
eads to a protrusion of the inner
mitochondrial membrane (A)
(adapted from Allen, 1995). Here,
for simplicity the contributing
complexes are shown lacking the
peripheral stator stalk and FO
subunits aside from the subunit 9
(c) ring.

» Interactions between the DsRed

moiety of mtATPase tetramers in

-27-DsRed cells may prevent the

component monomers from

arcing away from each other and
out from the membrane, thus
promoting sheets of inner
mitochondrial membrane lacking

curvature (B).



http://jcs.biologists.org/content/vol117/issue11/images/large/JCS01074F9.jpeg
http://jcs.biologists.org/content/vol117/issue11/images/large/JCS01074F9.jpeg

Structure of dimeric mitochondrial ATP synthase:
Novel Fy bridging features and the structural
basis of mitochondrial cristae biogenesis

Fernando Minauro-Sanmiguel*, Stephan Wilkenst, and José ). Garcia*#

12356-12358 | PNAS | August30,2005 | vol. 102 | no.35
54



I Biol. Chem., Vol 281, Issue 20, 13990-13298_ Miay 19, 2006

Mitochondrial Membrane Potential Is Dependent on the Oligomeric
State of F,F,-ATP Synthase Suprau':.m]:lplnl:fxu?sEE

Carsten Eum]lﬁvdi, Frank Voge]ﬁ, Walter Nenpertj;, and Andreas 5. ]E{tl.-:it:]mrtjf-l

Higher oligomeric Monomeric complexes
supracomplexes of of F,F,-ATP synthase
F.F.-ATP synthase

Microdomain organization Higher dynamics of
of OXPHOS complexes OXPHOS complexes
Efficient substrate Substrate channeling

channeling reduced

w high Ay low
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http://www.jbc.org/content/vol281/issue20/images/large/zbc0220652230007.jpeg
http://www.jbc.org/content/vol281/issue20/images/large/zbc0220652230007.jpeg

Comparacion entre
fotofosforilacion y la
fosforilacion oxidativa

ok whE

Lugar donde se localiza

Primer donador de los electrones
Reduccion de la quinona
Presencia de bgf o bc,

Ultimo aceptor de los electrones
Formacion de gradiente de pH

Ha0 304 NADH + HY NAD*
Lighit x‘“---#; \-_._-ff
1k .
\{f ™~
\ MNADH
| PaIl J dehydrogenase
\ Plasto- complex
__/ QUiTEOTE
Cwt by f
commplex
Light p -
Hl“' .\..I ': FL
A _ e Cyta +aq
PsI | complex
N VR
2Fdyy 2 Fpeg Hz() 409
NADPH + H* NADP*
Oxidative

Photophosphorylation phosphorylation

(a) (b}



