Grunder i elektrontransportfosforvlering

(Alberts, kap. 14)

Introduktion

Eukaryoter (som Alberts, med nagot litet undan-
tag, handlar om) har ett ganska begrénsat urval av
energigivande metabolismer. Aerob respiration,
syrebildande fotosyntes, och ett par jaisningsvégar
(mjolksyra och etanoljdsning). Inom gruppen
prokaryoter (Bacteria och Archaea) finns alla
dessa, plus méanga fler jasningsvarianter, flera an-
aeroba respirationer och icke-syrebildande foto-
synteser (se ocksd Madigan avsnitt 5.14 for en
kort inledning). Mangfalden kan synas forvillan-
de, men det finns dock stora likheter mellan olika
fotosynteser, mellan olika respiration och mellan
olika jasningar. Ménga av dessa energimetabolis-
mer gis igenom noggrannare i Madigan, kap. 17.
Hos de flesta kemotrofer bildas den mesta
ATP:n i de membranassocierade processer som
kallas respiration, eller oxidativ fosforylering.
Hos fototrofer kommer ATP fran fotosyntesen.
Dessa processer har stora likheter, framforallt nér
det géller ATP-bildningen, som hos béde respire-
rare och fotosyntetiserare sker genom elektron-
transportfosforylering. Denna bestér av tva pro-

Evolution

Detta kan tyckas vara en avancerad metod for
att syntetisera ATP, och som siddan vara ett sent
inslag i evolutionen. Som kan ses i Alberts fig.
14-44, tror man istéllet att detta &r ett system for
ATP-syntes som kommit tidigt under utveckling-
en, eftersom dven fotosyntes anvéinder detta sys-
tem for ATP-production. Utnyttjande av ljusener-
gi sker ju faktiskt enbart med hjélp av kemiosmo-
tisk koppling. Det stdds ocksé av att kemiosmo-
tisk koppling finns i alla stérre organismgrupper,
och dérfor borde ha utvecklats i 4tminstonde en
ursprunglig form innan dessa grupper skildes at i
evolutionen.

En ténkbar evolution av elektrontransportfos-
forylering presenteras i Alberts (fig 14-41). Forsta
steget var att en aktivitet av jisande organismer
(som antas vara den mest ursprungliga energime-
tabolismen) bildade syror. Detta ledde till en pH-
sdnkning som i sin tur gynnade utvecklingen av
en ATP-driven protonpump for att halla ritt pH i
cytosolen. En fortsatt aktivitet av fler och fler

cesser som kopplas samman, inte genom en direkt Jdsande organismer ledde senare ocksa till en brist

fysisk kontakt i membranet, utan genom en pro-

tongradient. De kan dérfor ocksé drivas separat

fran varandra pa laboratoriet, men i en normalt
fungerande cell arbetar de ihop.

De tva processerna (som visas schematiskt i
Alberts fig. 14-1, och som ocksé diskuteras kort-
fattat i Madigan, avsnitt 5.12) ar:

1. En elektrontransportkedja dér energin i ett re-
ducerat &mne anvénds till att skapa en proton-
gradient 6ver ett membran. Den fria energin
for skapandet av protongradienten fas genom
att elektroner fran det reducerade dmnet gér
mot en 6kande redoxpotential.

2. En ATP-syntes, som drivs genom att protoner-
na strommar tillbaka pa ett kontrollerat sitt
genom ett enzymkomplex, ATP-syntas, som
sitter i membranet. Eftersom man upphéver
den ordning som skapats genom bildandet av
protongradienten frigérs energi, som kan
kopplas till syntes av ATP.

pa dmnen att jasa. Detta 1 sin tur gynnade utveck-
ling av en protonpump som inte forbrukar ATP,
utan istéllet utgjordes av komponenter i en elek-
trontransportkedja (som ju kan drivas av andra
dgmnen dn vad som anvinds vid jasning).

Allt effektivare elektrontransportkedjor skapa-
de senare en protongradient som var sa stor att
den tilldt den ATP-drivna protonpumpen (som &r
reversibel) att g& at andra héllet - ATP-produk-
tion. Detta gjorde att organismerna dels fick ut
mer energi én genom jésning (idag upp till 30
ATP i stillet for 2 per glukos), dels kunde anvin-
da nya substrat som inte fungerade i en jdsnings-
process. Detta var troligen faktorer som mdjlig-
gjorde utvecklingen av flercelliga organismer.

Alberts fig. 14-42 visar dven ett exempel (av
de manga som man kan hitta i naturen) pa en nu-
tida enkel elektrontransportkedja som skapar pro-
tongradient utan att innefatta en pumpning av
protoner 6ver membranet. Det kan ridcka med att
protoner konsumeras pa ena sidan och produceras
pa andra for att en protongradient ska bildas.



Protongradienten

Denna modell for hur energi som frigors vid elek-
trontransporten kopplas till ATP-syntesen kallas
kemiosmotisk koppling. Den drivkraft som skapas
av elektrontransportkedjan, och som utnyttjas av
ATP-syntaset kallas pa engelska proton-motive
force (pmf). Denna skapas alltsé genom att vite-
jonkoncentrationen hdjs pé ena sidan av ett mem-
bran, men paverkas inte bara av detta. En proton-
motive force, som alltsé ar drivkraften som stré-
var till att transportera tillbaka protoner dver
membranet, bestér av tvd komponenter som sam-
verkar, dels en skillnad i laddning mellan mem-
branets bada sidor (membranpotential) och dels
en skillnad i vitejonkoncentration (se fig. Alberts
14-12, som visar tva renodlade komponenter,
som ju faktiskt finns samtidigt pa samma plats i
samma membran). Man skulle ju kunna tycka att
det vore mer eller mindre samma sak, eftersom
varje vitejon ocksa har en plusladdning, men for-
delningen av andra joner én vitejoner bidrar ock-
sé till membranpotentialen (jamfor Alberts figur
12-8). I mitokondrien bidrar membranpotentialen
mer dn koncentrationen till proton-motive force.
En svensk 6versittning av detta skulle bli ungefar
protondrivkraft, men vanligtvis anvénds ordet
protongradient. Detta ord 6verbetonar dock
koncentrationsgradienten. Kom alltsa ih&g att
ordet protongradient i detta sammanhang inne-
fattar bada komponenterna som ingar i det engel-
ska proton-motive force.

Om man tittar i olika larobdcker sa kan man se
olika uppgifter p& hur manga ATP man kan fa av
en glukosmolekyl. Alberts har en l&g siffra (30
ATP / glukos), medan ménga andra bdcker (t.ex.
Madigan) siager upp till 38 ATP / glukos. Varfor
kan man fa sé olika uppgifter i bocker som be-
handlar samma dmne och ar skrivna ungefar sam-
tidigt? Det finns olika anledningar till detta. En
anledning ar att den protondrivkraft som bildas
anvinds dven till andra saker &n ATP-syntes, t.ex.
transport av &mnen genom membranet (se Alberts
fig. 14-16). Alla protoner som pumpas ut anvénds
darfor inte till ATP-syntes. Det dr dessutom svart
att pa ett fullstdndigt sakert sitt mita experimen-
tellt badde hur méanga protoner som pumpas ut per
elektron av elektrontransportkedjan, och hur
manga protoner som maste passera genom ATP-
syntaset for att en ATP ska syntetiseras. Nér man
preparerar fram mitokondrier, kloroplaster eller
bakterier pa ett sitt som gor det mdjligt att under-
soka detta, sa paverkas de av processen. Det &r
darfor viktigt att tinka pa att de modeller for

dessa processer som visas i bockerna ar rekon-
struktioner som baseras pa en sammanstéllning
och tolkning av en mingd individuella undersok-
ningar, dir man erhallit mer eller mindre lattolka-
de, och ibland motségande, resultat. Alberts be-
skriver flera av de klassiska experimenten som
anvénts for att stodja teorin om kemiosmotisk
koppling, dels i loptexten, men ocksé i nigra av
ovningsfragorna till kapitel 14. Lds dem och tédnk
efter vad forsoken visar.

En viktig grupp av &mnen, som spelat stor roll
vid experimentella studier av kemiosmotisk
koppling &r uncouplers (ung. frikopplare pa sven-
ska). Dessa gor att en jon, t.ex. vitejoner kan
licka genom membranets lipidskikt, vilket leder
till att gradienten for denna jon kommer att ut-
jdmnas genom passiv transport. En uncoupler
som leder vétejoner, t.ex. 2,4-dinitrofenol, gor att
protongradienten i stort sett elimineras, eftersom
protonerna lacker tillbaka 6ver membranet. Den
energi som fanns lagrad i protongradienten fri-
gors dé helt som varme istillet for att anvindas
till arbete. Detta leder i sin tur till att ATP-synta-
sets ATP-syntes naturligtvis upphor. Daremot gér
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Figur 1. Protongradientens storlek och riktning
och ATP-syntasets lokalisering i mitokondrie
resp. kloroplast. (Fran Alberts m. fl. "Molecular
Biology of the Cell, 4 uppl.)



elektrontransportkedjan oftast fortare, darfor att
det innebdr ett arbete att pumpa protoner mot en
protongradient. Om gradienten forsvinner, sa kan
protonerna littare pumpas ut. Om man istéllet har
ett Amne, t.ex. valinomycin, som later kaliumjo-
ner passera genom membranet s& forsvinner bara
membranpotentialen, eftersom kaliumjonerna
kommer att neutralisera laddningen. Vitejongra-
dienten finns ddremot kvar, och kan da bestam-
mas separat.

Energin som krivs for att bilda en protongra-
dient kommer hos mitokondriens elektrontrans-
portkedja fran redoxcarriers som NADH och
FADH, (vilka bildats frén andra organiska &m-
nen). Hos andra organismer, t.ex. bakterier, kan
energin komma fran andra organiska dmnen eller
till och med fran oorganiska 4&mnen, som t.ex.
svavelvite. En elektrontransportkedja som bildar
en protongradient finns ocksé i fotosyntesen, och
denna drivs med elektroner som kommer fran
exciterat klorofyll (se kommentarerna om foto-
syntes).

I mitokondriens elektrontransportkedja finns
tre storre komplex dér redoxprocesserna i vart
och ett av komplexen ér kopplade till en utpump-
ning av protoner frén mitokondriens insida (mat-
rix) till intermembranutrymmet. Aven i fotosyn-
tesen bildas ATP genom en elektrontransport och
en dirigenom skapad protongradient. Denna sker
hos eukaryota fotosyntetiserare i kloroplastens
tylakoidmembran (Alberts 13.33). Hér skapas
protongradienten bade genom att protoner pum-
pas in i thylakoiden och genom att H' bildas inne
i tylakoiden och konsumeras pa utsidan. Figur 1
visar en jaimforelse mellan lokaliseringen av
ATP-syntesen i mitokondrier och kloroplaster.
Eftersom tylakoiden inte innehéller s& ménga
andra processer s kan tylakoidutrymmet ha en
betydligt hdgre vitejonkoncentration (och ddrmed
ett lagre pH) &n vad man kan ha p& mitokondriens
utsida (eftersom ett lagt pH hér skulle paverka
andra reaktioner i cytoplasman). Skillnaden mel-
lan tylakoidens ut- och insida kan vara s& hog
som 3 - 4 pH-enheter, och det ar hér koncentra-
tionsskillnaden av protoner som ar den huvudsak-
liga drivkraften vid ATP-bildningen i kloroplas-
ten. Membranpotentialen hélls nere genom ut-
byte av andra joner 6ver tylakoidmembranet.
Detta kan jadmforas med mitokondrien, dér det
bara skiljer ndgot mer &n en pH-enhet dver inner-
membranet, och ddr membranpotentialen ar den
storsta delen av protongradienten.
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Figur 2. ATP-syntasets uppbyggnad (principiell
bild baserad p& ATP-syntas fran E. coli).
Rotordelarna (c, € och y) visas i rétt/orange och
statordelarna (a, b, o, B och 8) i blatt. (Omritad
fran Alberts fig. 14-14.)

Redoxpotential

Med redoxpotential menas ett imnes formaga att
ta upp eller 1dmna ifran sig elektroner. Eftersom
redoxreaktioner maste ske mellan tvd 4mnen, dar
det ena reduceras (dr elektronacceptor) och det
andra oxideras (4r elektrondonator), &r ett ensamt
amnes redoxpotential egentligen inte intressant.
Om det jaimforas med ett annat &mnes redoxpo-
tential kan man emellertid sidga vilket av &mnena
som kommer att reduceras och vilket som oxide-
ras. Det ger ocksa information om hur mycket fri
energi som man kan fa ut av reaktionen.

Elektrontransportkedjan transporterar elektro-
ner fran en elektrondonator (i mitokondrien
NADH eller FADH,) via ett antal mellansteg till
en elektronacceptor (i mitokondrien O,). Vad som
egentligen héander &r att det forsta &mnet i elek-
trontransportkedjan reduceras av elektrondona-
torn, som 1 sin tur da oxideras till sin oxiderade
form. Elektrontransportkedjans forsta komponent
reducerar i sin tur nista komponent i kedjan och
oxideras da sjalv tillbaka till oxiderad form, och
kan nu ater reduceras av nista elektrondonator.
Elektrontransportkedjan ska alltsa inte ses som ett
“ror” som elektronen rinner i, utan som en serie
redoxreaktioner. Det som bestimmer i vilken ord-
ning de olika komponenterna sitter i elektron-
transportkedjan dr deras redoxpotential, d.v.s.
deras tendens att ldmna ifran sig elektroner till ett



annat dmne. Ett &mne med 1ag redoxpotential har
storre tendens att ldmna ifran sig elektroner dn ett
dmne med hogre redoxpotential. NADH har be-
tydligt l1agre redoxpotential 4n syre. Elektronerna
kommer alltsé spontant att vilja g& frin NADH
till syre. Proteinerna i ETP-kedjan ser till att elek-
tronerna gar ritt viag och inte hoppar dver nagot
led (vilket ju skulle kunna ske rent termodyna-
miskt, men som sdkert skulle leda till ett sloseri
med energi.

Hur man pé ett standardiserat sitt méter redox-
potentialer visas i Alberts panel 14-1. Dér visas
ocksé hur man riknar ut AG® fran standardredox-
potentialen. Denna formel &r, precis som nagra av
formlerna for DG som visats tidigare, forenklade
sa att det kan vara svart att anvinda dem gene-
rellt. Ett mer generellt sétt att uttrycka formeln ar

AG" = - nFAE”
F = Faradays konstant (som Alberts ger som
0,023 med sorten kcal V"' mol™).
n = antal elektroner som omsiitts i reaktionen
AE" = skillnaden i E*” for de bada redoxparen
(beriiknas som storst E* - minst E*”, om man
avser en spontan reaktion)

Nér man anger redoxpotentialen for ett &mne
s& brukar man ange den for en s.k. halvreaktion.
Om man tar t.ex. reaktionen

malat + NAD" — oxalacetat + NADH + H"
sé bestir den av de tvé halvreaktionerna

malat — oxalacetat + 2 H + 2 ¢

NAD' +2¢ +H — NADH
Standardredox-potentialer for ndgra halvreak-
tioner som anvénds i energimetabolismen visas i
Madigan Fig. 5.9. Den elektrondonator som an-
viands maste ha lagre redoxpotential dn elektron-
acceptorn.

Den frigjorda energin kan anvéndas till arbete
eller frigéras som varme. Hur mycket energi man
kan fa ut beror pé skillnaden i redoxpotential mel-
lan elektrondonator och elektronacceptor. Som
Madigan figur 5.9 visar sa blir méngden fri energi
storre ju storre spaAnnvidd man har i redoxpoten-
tial mellan de tva &mnena. Detta gor att man i an-
aeroba respirationer och hos kemolitotrofer oftast
far ut mindre méangd fri energi per elektrontrans-
port &n hos aerob respiration. Ett annat exempel
pa detta ar att FADH, ger farre ATP 4n NADH
trots att de bada lamnar tva elektroner. Anled-
ningen till det (vilket inte sdgs i Alberts) &r att
FADH, har hégre redoxpotential. Det méaste dér-
for lamna sina elektroner till ett annat komplex
som Alberts inte visar. Detta ldmnar i sin tur elek-

tronerna vidare till ubikinon, men pa grund av att
redoxpotentialen dr s hog sé ricker energin som
frigors i detta fall inte till att pumpa nagra pro-
toner. Om elektronerna kommer fran FADH, sa
far man alltsa protonpumpning endast i de tva
sista komplexen, och dirmed ett mindre bidrag
till protongradienten.

ATP-syntaset

ATP-syntaset ar sannolikt mycket gammalt
evolutionirt. Det forefaller vara fran samma ur-
sprung och finns hos vitt skilda grupper och orga-
neller, mitokondrier, kloroplaster, Bacteria och
Archaea. Uppbyggnaden av ATP-syntaset visas i
fig. Alberts 14-4. Nyare data stoder den nagot
omritade bild som visas i fig.2. Tidigare experi-
ment visade att man kunde separera ATP-syntaset
1 tva enheter, en del som satt stabilt i membranet
(som kallades Fy) och en del som relativt latt
kunde avldgsnas (F;). Denna var associerad till
F(, men stack ut i matrix i mitokondrien, eller
cytoplasman i bakterier eller in i tylakoidutrym-
met hos kloroplaster. Fy-enheten visade sig inne-
halla kanal for protoner, och ett membran med F
slappte villigt igenom protoner. Frampreparerade
Fi-enheter visade sig ha en katalytisk effekt. De
hydrolyserade ATP till ADP + fosfat. I en intakt
cell sitter diremot de bada enheterna (som var
och en bestér av flera subenheter) ihop, och deras
aktiviteter r kopplade till varandra. Det sker
alltsa ingen protontransport genom Fj-enheten
utan att det sker en ADP/ATP-omvandling i F;.

I figur 2 dr Fy-enhetens subenheter namngivna
med vanliga bokstiver, och Fj-enhetens med gre-
kiska. Bilden visar i huvudsak ett ATP-syntas
fran E. coli, men andra ser i princip likadana ut.
Funktionellt sa bildar de olika subenheterna tva
delar, en rotor (réda subenheter) och en stator (bla
subenheter). De aktiva katalytiska sétena sitter i
gransen mellan o— och B-enheterna, och det finns
tre stycken per ATP-syntas. Teorin &r att ATP-
syntesen drivs genom att protoner strommar in
genom a, och didrmed driver en rotation av c-
ringen. vy, som &r fast vid c-ringen kommer da
ocksa att rotera, och eftersom den &r assymetrisk
och gar langt in i mitten av huvudet (o.- och B-
enheterna), s& medfor denna rotation en konfor-
mationsfordndring i de katalytiska sidtena. Detta
driver en syntes av ATP fran ADP och fosfat.
Huvudet roterar sig inte, eftersom det ar fastlast
vid a med hjilp av b- och d-enheterna. Ett helt
varv av c-ringen ger 3 ATP, ett fran varje kata-



lytiskt séte. Antalet c-enheter per ring varierar
mellan 10 och 14 om man jamf{6ér mellan olika
organismer. Varje c-ring ger intransport av en
proton per varv. Om c-ringen innehaller 10 c-
enheter (som i djurmitokondrier) s& medfor detta
att en intransport av 10 protoner ger syntes av 3
ATP, vilket blir 3,3 protoner per ATP. Denna
siffran kan allts& variera mellan olika organis-
mer .

ATP-syntaset ar reversibelt, vilket visas i figur
Alberts 14-15. Figurtexten beskriver detta béttre
in loptexten i boken. At vilket hall ATP-syntaset
gér beror alltsé pa de kopplade reaktionerna ADP
+P; <> ATP och H',; & H";,. I mitokondrien och
kloroplasten géar det endast at ett hall, syntes av
ATP genom att protongradient forbrukas. I bak-
terier som hamnar i en milj6 dér de inte kan res-
pirera, utan tvingas anvinda sig av jasning, kan
ATP-syntaset istéllet forbruka ATP och med
denna energi pumpa ut protoner for att skapa en
protongradient. Denna blir nog inte lika stor som
nér den blidas av elektrontransportkedjan, men
kan anvindas for att driva aktiv intransport av
amnen och ocksé for drivning av flageller hos
rorliga bakterier (fig. Alberts 14-17).
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