Novak Béla: Sejthiologia Mitokondrium

A mitokondrium

Mitokondriumok minden eukariota sejtben megtalalhatok €s alapvetd
funkciojuk a kémiai energia atalakitésa illetve termelése. Evolucios eredetét
tekintve prokaridta szarmazasa organellum, ami egy aerob baktérium
bekebelezése eredményeként keletkezett. Tekintve, hogy ez az
endoszimbidzis mintegy 1.5 millidrd évvel ezel6tt jatszodott le, ezért a
mitokondriumok ezen id6 alatt sokat valtoztak. Ennek ellenére prokariota
eredtilk még ma is felismerhetd. Erre utal példaul a baktériumokra
emlékeztetd alakjuk €s méretiik. A mitokondriumok 0.5-1 pm atmeérd;j,
hengeres alakt képzOddmények. Ugyancsak prokariota eredetiikre utal, hogy
sajat genomjuk van, ami egy koralaki DNS molekula (akarcsak a
baktériumoké). Mivel hosszu fejlddési folyamaton mentek keresztiil, mialatt
elvesztették genomjuk egy részét, ezért ma mar nem lennének keépesek
6nallo életre. Eppen ezért az eukariota gazdasejtre vannak utalva olyan
fehérjék tekintetében, amilyek eloallitasara ma mar nem képesek.
Természetesen a gazdasejt peig a mitokondriumjaira van utalva ATP
termelés tekintetében.

A mitokondriumok felépitése

A mitokondriumok az eukariota sejt citoplazmajanak jelentds részét
elfoglaljak. Amint azt mar emlitettiik hengeres alaku, bakterialis méretii
sejtoganellumok. Bizonyos sejtekben a mitokondriumok mozognak
(mobilisak), mas sejtekben viszont helyzetiik rogzitett: altalaban az intenziv
energiatermelést végzo sejtekben pl. izomsejt és spermium.

A mitokondriumok fénymikroszkopban lathatok és ez magyarazza
felfedezésiiket a 19. szazadban. Miikodésiik megismerésében jelentds
elérehaladas csak a sejtekbdl troténd frakcionalt, tisztitdsuk utan volt
lehetséges. Leggyakrabban majsejtekbdl szokas mitokondriumokat izolalni,
mert azokban nagy mennyiségben, sejtenként 1000-2000 mitokondrium,
fordul eld. A mitokondriumok &ssztérfogata a majsejtek citoplazma térfogat
1/5-ét s eléri.

A mitokondriumokat két (kiilsé és bels6 membran) membran hatarolja,
aminek oka egyszeriien kovetkezik az endoszimbidzis 1étrejottekor
bekovetkezett bekebelezeésbdl. Ennek megfeleléen a mitokondrium kiilsé
membranja a proto-eukariota lefliz6dott citoplazmamembranjanak felel meg,
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mig a belsé membranja az aerob baktérium citoplazmamembranjanak felel
meg. A két membran kdvetkeztében két mitokondrialis kompartment
kiilonboztetiink meg:

. matrix

2. intermembran tér.

A két membran permeabilitasi tulajdonsdgai alapvetden eltérnek. Kiilsd
membran gyakorlatilag permedbilis 5000 Da-nal kisebb molekulatomegii
molekulakra. Ennek kovetkeztében az intermembran tér dsszetétele azonos a
citoplazmaéval. transzport proteinek sokasaga (porinok) van itt: nagy vizes
csatorndkat képeznek a membranon keresztiil.

Belso membran: specializalt.

1. Kardiolipin: kettds foszfolipid: 4 zsirsav; az ionokra nagyon
impermeabilissa teszi a membrant.

2. Transzport fehérjék: kis molekuldk transzportja.

3. Légzési lanc enzimei: elektrontranszport lanc enzimei, amik az oxidativ
foszforilaciot végzik.

4 Krisztak: a bels6 membran betiiremkedései; a feliiletet novelik. Az izom
mitokondriumaban 3-szor tobb van, mint a majéban; feltetehetden a nagyobb
ATP igény miatt.

A matrix enzimek nagy mennyiségi acetil-CoA-t termelnek

Az Ac-CoA két forrasbol eredhet:
1. sz€nhidratbol: a matrixba mar a piruvat 1€p be,
2. zsirsavbol.

Mindkét forrasbol acetil-CoA keletkezik, és az a citrat-ciklusba 1ép be.
Piruvat 1ép be a citoplazmabdl, ami szén-dioxidda és vizz¢ oxidalodik.

Tartalék tdpanyagok allati sejtben:

1. Zsir. A zsirszovetben talalhato, onnan a véraramba kertil, hogy mas sejtek
hasznositsédk. A zsir fontosabb, mint a glikogén, mert lebontéasa kb. 6-szor
annyi energiat szolgaltat, mint a glikogéné. Az emberi szervezet 1 napi
energia sziikségletével azonos glikogént tarol €s egy honapra elegendd zsirt.
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Zsir = triacilglicerol, zsircseppek a citoplazméban. Ezek a zsirszovetekben
nagyok, mig a zsirt felhasznald sejtekben kisebbek. Mitokondriumok veszik
koriil 6ket utobbiban. Zsirsav bemegy a mitokondrium matrixba, és acil-
CoA lesz beldle. Ez kétszénatomos egységenként Ac-CoA-va bomlik le.

2. Glikogén: nagyon elagazé gliik6z polimer. A citoplazmaban granulumok
formajaban talalhato. Szintézise és degradacioja szorosan kontrollalt.
Gliik6z-1-P-t4 bomlik le, ami a glikolizisbe 1ép be. A keletkezd piruvat a
mitokondriumba megy ahol a piruvat-dehidrogenaz enzimkomplex alakitja
Ac-CoA-va (3 enzim tobb kdpidban, 5 koenzim és 2 regulacios alegység).

A citrat-ciklus az acetil csoportokat oxidalja, és NADH-t és FADH -t
képez

Masnéven: Krebs-Szent-Gyorgyi ciklus. 7 1€péses, szekvencialis, enzimes
folyamat. A nett6 reakcioegyenlet:

CH,COOH + 2H,0 + 3NAD" + FAD ---> 2CO, + 3NADH + 3H' + FADH,

A FADH> a szukcinat-dehidrogenaz komplex része, és az elektronokat
kozvetleniil a 1égzési lancnak adja.

A NADH egy oldhat6 pool-t képez, ami titkozik a membran-kotott
dehidrogenazzal.

Kemiozmozisos folyamat alakitja az energiat a bels6 membranban
ATP-vé

A NADH ¢és FADH) keletkezése sordn nincs molekuléris Op felvétel.

A végso katabolikus 1épések a belsé membranban folynak Op kézvetlen
felhasznalasaval az ATP szintézishez, A folyamat neve: oxidativ
foszforilacio. A NADH ¢s FADH, oxidaciojaval ADP foszforilezése ATP-
\(

A kemiozmézisos hipotézis 4 posztulatuma:
1. A mitokondrium belsé membranjéban a 1égzési lanc proton transzlokalo

tulajdonsaggal rendelkezik: mikdzben elektront szallit, protonokat
transzlokal a bels6 membranon 4t a matrixbol.
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2. A mitokondridlis ATP-4z is protonokat transzlokal reverzibilisen. Ha sok
kint a proton, akkor azokat beviszi, és ATP szintetizalodik.

3. Bels6 mebran karrier molekulakat hordoz, amik az esszencialis ionokat
¢s molekulakat szallitjak.

4. A belsé membran egyébként impermeabilis Ht-ra, OH--ra és mas
ionokra.

A nagyenergiaju intermedier a protongradiens: kapcsolat a kémiai (kemi)
¢s a transzport (0zmo6zis) folyamatok kozott.

Az elektron transzfer a NADH-tol az O»-ig 3 nagy légzési
enzimkomplexen keresztiil torténik

Az energetikailag kedvezd Hy + 1/2 Op -> H»>O reakci6 sok kis 1épésre van
bontva. A hidrogén atomok protonoka €s elektronokra szeparalédnak. Az
elektronok a bels6 membran elektrontranszport lancan haladnak, és néha
egyeslilnek a protonokkal ugyan, de végso egyesiilés csak akkor van, amikor
az elektronok az Op-t mar redukaltak.

Minden NADH molekula egy hidridiont (H-) hordoz (egy H atom + egy
elektron vagy masképp egy proton + két elektron). Mivel proton van elég az
oldatban, ezért ez tulajdonképpen 2 H-atommal, azaz egy Hp molekuldval
azonos.

Az elektrontranszport lanc indul, hogy a NADH-r61 2 elektron atadédik a
tobb mint 15 elektronszallitot tartalmazo lanc els6 tagjanak. Az elektron
fokozatosan energiajat veszti, mikézben fehérjékhez kotott fématomok
kozott vandorol.

Légzési enzimkomplexek: transzmembran fehérjék, és mindegyik komplex
nagyobb affinitassal rendelkezik az elektronhoz, mint a lancban el6tte 4l16.

A légzési lancon torténo elektronaramlas soran felszabadul6 energia
elektrokémiai proton gradiensben raktarozodik

Az elektronok aramlasa H™ orientalt felvételével jar egyiitt, és azok
kipumpalasaval a belsé membranon at az intermembran térbe. A protonok
kidramlasanak 2 kévetkezménye van:
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1. pH gradiens (ApH) alakul ki a membranon keresztiil: mert tobb proton
lesz kint, mint bent;
2. membran potencial (AU): beliil negativ, €s kiviil pozitiv.

Minél nagyobb a kiilonbség e két tekintetben a membran két oldala kozott, a
protonok visszaaramlasdnak készsége annal nagyobb. Ennek jellemzésére a
szabadentalpia valtozassal (AG) aranyos mennyiséget, az elektrokémiai
protongradienst vagy proton hajtéerdt hasznaljuk.

Mivel koncentracid- €s elektromos potencidlkiilonbség van, ezért a AG most
két részbdl all:

AG = AC"koncentrécic’)s + AC}elektromos .

A koncentracios ¢€s elektromos munka pedig felirhatd az aldbbi alakban:
H
AG = ZFAU + RT * In bdoen
[H ]kint
ahol z=1, mert a proton egyszeres toltésii. F-fel osztva €s bevezetve a
pH = - log [H'] definiciot:

RT
AU +2.3 * F ApH

egyenletet kapjuk a proton hajtoerdre, aminek egysége mV.
Az elektrokémiai protongradiens értéke a mitokondrium belsé membranjan
kb. 200 mV, és az aldabbi mdédon oszlik meg: 140 mV (elektromos) + 60 mV

(koncentracios).

Az elektrokémiai protongradiens ATP szintézisre és metabolitok,
szervetlen ionok matrixba valo transzportjara forditodik

A belsé membran 70%-a fehérje és 30% csak a foszfolipid. A fehérje f6bb
tipusai:

1. elektrontranszport fehérjék,

2. ATP szintaz,

3. carrier proteinek.

Az elektrokémiai protongradiens nemcsak az ATP szintézist hajtja (az ATP
szintazzal), hanem molekulédk transzportjat (altaldban ko-transzport) is:
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1. ATP-ADP antiport: az elektromos potencialgradiens kedvez ennek a
cserének (ADP be, ATP ki), mert az ADP 3-, mig az ATP 4- t6ltési.

2. Fosztat transzport: kotranszport protonnal.

3. Piruvat transzport: kotranszport protonnal.

A mitokondrialis ATP szintézis nagy ATP/ADP aranyt tart fenn

Az ATP a citoplazmaban elbomlik ADP-re, ami visszamegy a
mitokondriumba, ahol megint ATP keletkezik. Az ATP/ADP konc. arany
kb. 10.

Az ATP hidrolizis AG-je sokkal negativabb AG® -nal

A szabadentalpia véltozast a komponensek koncentracioja is befolyasolja:

~ [ADP] [P;]
AG = AGO +RT I 7,

ahol AGO a standard szabadentalpia valtozas, amikor minden koncentracié 1
mol / 1. Ilyenkor tehat In (1) = 0, vagyis AG = AGO. Mivel egyensulyban AG
=0, ezért AGO meghatarozhat6 a reakcid egyensulyi koncentraciddibol:

[ADP] [P <] _
[ATP']

—RT In AGO

vagyis

—RT In K., = AGO
Mivel a sejtben az ATP koncentracid sokkal nagyobb mint az ADP és Pj,
ezért a AG -11 ¢és -13 kcal / mol k6zott van szemben a AGO = -7.3 kcal / mol
értekkel.

A légzési lanc nagyon hatékony

Minden par elektron a NADH-ban 2.5 ATP szintézis¢hez elegendd energiat
hordoz. A FADH pedig 1.5 ATP-hez elegendét.
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Ha a zsir és szénhidrat lebontas soran ATP-ben tarolt energiat a
felszabaditott energiahoz viszonyitjuk, akkor kb. 40%-o0s hatasfokot kapunk.

A 1égzési lanc és az ATP szintaz
Belsejiiket kifelé fordito vezikulak izolalasa

Ha a mitokondriumokat ultrahanggal szétverik, szubmitokondrialis
partikulak keletkeznek. A széttort krisztak 6sszeéllnak zart vezikulumokka
(atmérd 100 nm). Ezek elektronmikroszkdpos felvétele lollipop szerii
struktirakat mutat: fej kis nyakkal, a fej a mitokondriumban a métrix felé
néz. Tehat a szubmitokondrialis részecskék kiforditott strukturak. Eppen
ezért a membran impermeabilis anyagokkal etethetd (amik normalisan a
matrixban vannak): NADH és ADP adagoldsara Op-fogyasztas és ATP
szintézis van.

ATP szintaz izolalhato és visszaadhato a membranhoz

Ha a gombalaku fejeket leszedik ezkrdl a részecskékrdl, akkor:

1. a tisztitott "fej" ATP-az aktivitast mutat (ez az F1 ATPaz);

2. a fej nélkiili szubmitokondrialis partikula oxidalja a NADH-t, de nem
szintetizal ATP-t.

A két frakciot 6sszetéve, ismét funkcionalis oxidativ foszforilacidt kapunk.

Az F1 ATP-4z egy nagy transzmembran komplex (500.000 Da) része. Ez az
FoF1 ATP-az (vagy ATP szintaz). 9 polipeptidbdl all, és a belsé membran
total proteintartalmanak 15%-4at adja. Nagyon hasonlé komplex van a
kloroplasztban és a baktériumok membranjaban. A transzmembran rész egy
H™ karrier, az F1 ATP-az pedig ATP szintézisre képes, ha protonok
diffundalnak 4t rajta. Ha izolaljak, akkor forditott iranyban (ATP hidrolizis)
miikodik csak.

Meggy6z6 bizonyiték: tisztitott foszfolipidekbdl készitett liposzomaba
tisztitott ATPazt és tisztitott bakteriorodopszint épitettek be. A
prepardtumban nincs elektrontranszport fehérje; a bakteriorodopszin protont
pumpal befelé, ami kijon az ATPazon keresztiil és ATP szintetizalodik.

Az ATP szintaz forditott iranyban is mikodik

7
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Az ATPaz egy reverzibilis kapcsolo szerkezet: elektrokémiai gradienst €s
kémiai kotés energidjat alakitja egymasba.

Az ATPaz sztochiometridja nem biztos, de tegyiik fel, hogy 3 proton
athaladésa soran keletkezik egy ATP.

Hogy melyik irdnyba miikodik, azt 2 folyamat AG-jének viszonya donti el:
1. AG3yg™, ami negativ (ha kint tobb a proton), és aranyos a proton
hajtoerdvel a belsé membranon keresztiil.

2. AGATP szintézis, ami pozitiv.

200mV proton hajtoerd ekvivalens:
AGH™ =-0.023 (kcal mol” mV™") * 200 mV = - 4.6 kcal / mol
AGH3+ =- 13.8 kcal / mol
Az ATPaz addig szintetizal, amig AGy3+ + AGATP szint. = 0, vagyis
AGATP szint, =+ 13.8 kcal / mol nem lesz.

Baktériumokban az ATP4z miikodésének iranya aerob-anaerob atvaltassal
megvaltoztathato (Id. késébb).

A protontranszport Kisérletes bizonyitéka

Izolalt mitokondriumok szuszpenzidjaban anaerob viszonyok kozott az
ATPaz-t gatoljak. Egy kis O) injektalasara a 1€gzés megindul 1-2 sec-ig,
amig az O el nem fogy. Ekdzben a kiilsd kozeg savanyodik a kipumpalt
protonok miatt. Szubmitokondrialis részecskék esetén a kozeg bazikusabb
lesz.

A légzési elektronszallitok spektroszkopiai azonositasa

Az elektron karrierek tobbsége oxidacids redukcios allapotatdl fliggden
valtoztatja a szinét.

Abszorpios spektrum alapjan a citokromokat 1925-ben fedezték fel (a, b és ¢
tipus). Oxidacion és redukcion mennek keresztiil.

Citokromok: szines fehérjék; kotott hem csoportot tartalmaznak: porfirin
gylirli, ahol a 4 N-atom tart egy vasatomot. Elektron felvétele esetén a vas
ferri -> ferro atmenet mutat.
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Fe-S fehérjék: az elektron karrierek masik nagy csoportja; 2 vagy 4 vas
azonos szamu cisztein S-atomjahoz kotve. Tobb Fe-S fehérje van, mint
citokrom, de kevésbé jol ismertek, mint a citokrémok. Elektron spin
rezonencidval vizsgalhatok csak.

Ubikinon: legegyszeriibb elektronszallito: lipidoldékony molekula
(koenzim Q a masik neve). 1 vagy 2 elektront tud felvenni és azzal egyiitt 1
vagy 2 protont.

Az egyes elektronszallitok sorrendjét spektrokdpiai vizsgalattal hataroztak
meg.

A respiracios lanc harom nagy enzimkomplexet tartalmaz

A membranfehérjek csak detergenssel szolubilizalhatdk, €s gyenge
detergenssel 3 komplex izolalhatd. Mindegyik komplex, mint egy
elektrontranszport hajtott protonpumpa mukodik.

1. NADH dehidrogenaz komplex:
Ez a legnagyobb komplex (800.000 Da): 22 polipeptid lancbol all. NADH-
tol veszi az e~-t, flavinon ¢és 5 Fe-S centrumon keresztiil ubikinonnak adja.

2. Citokrom b-c¢1 komplex:
8 polipeptid lanc; 2 db 500.000-o0s Da polipeptid dimerje. Monomerje 3 hem
citokromhoz kétve + 1 Fe-S centrum.

3. Citokrom oxidaz (citokrom aa3):
Dimerként 1zolalhato; molekula tomege 300.000 Da. Monomerje minimum 9
polipeptid, 2 citokrom és 2 Cu.

A citokromok, a Fe-S centrumok és a Cu csak 1 elektront tudnak szallitani,
mig a NADH kett6t ad, az O) redukciojahoz pedig 4 kell. Elektron gytijto
és eloszto helyek vannak a lancban.

A citokrom oxidaz katalizalja az O, redukciojat
Az O-bdl sok energia szabadithat6 fel, de veszélyes. Azért toleraljuk az
O7-t, mert az elso elektron felvétele nehézkes. Ha azonban az O9 felvett egy

elektront (szuperoxid-anion), akkor a tovabbi harmat mar konnyen felveszi.

9



Novak Béla: Sejthiologia Mitokondrium

Ez egy gyOkanion, ami roppant reakcidoképes, ezért toxikus a szervezetre. A
citokrom oxidaz azonban egy specialis bimetalos centrummal rendelkezik,
ami addig fogva tartja az Op-t, amig az a 4 elektronjat meg nem kapta.
Bimetalos centrum: egy hemhez kotott Fe- és egy Cu-atomot tartalmaz.

Az elektrontranszport az akceptorok és donorok random iitkozésével
valosul meg

Az ubikinon és a citokrom c szallitja az elektronokat a 3 enzim komplex
kozott. Ezek gyorsan diffunddlnak a membranban, és gyakran tlitkdznek a
komplexekkel.

A 3 komplex, mint 3 kiilonb6zd entitds van a membranban. Bizonyitek: a 3
komplex mennyisége kiilonb6zd egy bizonyos membranban és
membranonként valtozo.

Minden komponens csak egy meghatarozott masikkal 1€p kapcsolatba, és ezt
a redox potencial magyarazza (molekula affinitdsa az elektronhoz). A lanc
késObbi tagjainak nagyobb az affinitasa az e--hoz.

A redox potencial nagy mértékii csokkenése a 3 respiracios komlexen a
protonok kipumpalasahoz vezet

A Hy0O/0.507 ésaNAD' /NADH konjugalt redox parok (egyik
vegylilet a masikba elektron és proton hozziadassal ill. elvétellel alakithato).

Redox potencial: biologiai rendszereknél pH = 7 értéknél mérjiik.
Negativ redox potencial: gyenge affinitas az elektronhoz, inkébb leadja;
pozitiv redox potencidl: erds affinitas az elektronhoz, inkabb felveszi.

A NADH / NAD' redox potencialja -320 mV, mig a HyO / 1/2 Oy -é +820
mV.

A lanc tagjainak mérhetd a redox potencialja: a citokromoké nagyobb, mint
a Fe-S centrumoké.

A redox potencial a lancban 3 nagy 1épésben esik: a redox potencial

csokkenés aranyos a szabadenergia valtozassal. Minden komplex, mint egy
energiaatalakité gép miikodik, ami az energidt proton pumpaldsra forditja.

10
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Bizonyitas: tisztitott komponens liposzoma membranba + megfeleld elektron
donor -> protongradiens képzddik.

H'-ionoférok disszipaljak a HT-gradienst és szétkapcsoljak az
elektrontranszportot az ATP szintézistol

2,4-dinitrofenol = szétkapcsoldszer. ATP szintézis megsziinik, de a 1égzés
nem. A HT-gradiens nem épiil ki; a szétkapcsoldszerek lipid oldékony
gyenge savak, amik HT-carrierek.

A "rovid zar" eredményeként a protongradiens disszipal és nem lesz ATP.
Légzési kontroll fogja vissza az elektronaramlast a lancban

Szétkapcsoloszer hatasara az Oy felvétel megnd. Respiracios kontroll van

tehat. Az elektrokémiai protongradiens gatolja az elektrontranszportot.

Amikor a gradiens megsziinik, a lanc felszababadul a gatlas alol.

Ha mesterségesen nagy elektrokémiai gradienst csinalunk a membran két

oldalan, akkor az elektron transzport leall, és forditott elektrontranszport

indul el, legalabbis a membran egy szakaszan.

Respiracids kontroll = egyensuly az e--transzport kapcsolt proton pumpalés
¢s az elektrontranszport szabadenergia valtozasa kozott.

A respiracids kontroll csak egy eleme a szabdlyozasnak: a masik az ADP /
ATP arany.

ATP-az gyorsabban miikddik, ha sok a szubsztratja. Gyorsabban mennek be
a protonok, a gradiens csokken, és az elektrontranszport gyorsul.

Természetes szétkapcsoloszerek a barna zsirsejtekben
A barna zsirsejtekben 6ridsi mitokondriumok vannak, amik bels6 membréanja
egy specidlis transzport fehérjét tartalmaz. Proton megy 4t a membranon, de

nem keletkezik ATP, hanem ho képzddik.
Jelentdsége: hibernalo allatok és csecsemd hideg érzékeny részei.
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Novak Béla: Sejthiologia Mitokondrium

A baktériumok is hasznaljak a kemiozmaozisos elvet

Az aerob baktériumok plazmamembranja a mitokondrium belsd
membranjahoz hasonléan miikédik. Kipumpalja a protont, és a bejovo
proton hajtja az ATP-szintazt.

Ananerob baktériumok: van elektron transzport, de az akceptor mas:
1. nitrogén vegyiilet (nitrat vagy nitrit),

2. kén vegyiilet (szulfat vagy szulfit),

3. szénvegylilet (fumarat vagy karbonat).

Olyan aerobok, amikben nincs elektrontranszport, a glikolitikus ATP terhére
az ATP-4zzal csindlnak protongradienst.

Igy tehat mindenkinek van protongradiense, ami az alabbi dolgokra
forditodhat:

1. csillo forgatas,

2. Na™ kipumpalas (Na™ - H' antiport),

3. tapanyagok aktiv transzportja,

4. ATP szintézis.

Allati sejtekben a tipanyag felvétel Nat-nal megy és nem protonnal, amit a
Na™ - H ATP-4z csindl.

Alkalikus kdzegben é16 baktériumok nem H'-t pumpalnak, hanem Nat-t.
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