Il METABOLISMO comprende la totalita dei processi attraverso i quali gli esseri viventi

ricavano e utilizzano energia secondo i limiti imposti dalle leggi della termodinamica :

Catabolismo = degradazione di composti per recuperare i loro

componenti e/o produrre
Metaboliti complessi

energia
Anabolismo = ADP + HPO?Z"
biosintesi di NADP*

molecole a partire

da composti piu ,
P P Degradazione Biosintesi

semplici.
Le vie anaboliche e ATP
cataboliche sono in
relazione fra loro

Prodotti semplici



Le vie cataboliche di : lipidi, proteine, carboidrati convergono verso la sintesi di

intermedi comuni che vengono successivamente ossidati in una via metabolica

centrale.

La via catabolica finale & comune

polisaccarndi

W W
acidi grassi monosaccaridi
W
piruvato

b L
A gcetil-CoA

v A
—— |ciclo dell'ac. citrico
O
A 2

A

W

amminoacidi

= L

-

T = NH»

> ossidazione a CO, e H,O

Nelle vie
biosintetiche avviene il
processo opposto:
un numero
relativamente basso di
metaboliti serve da
materiale di partenza
per la produzione di una
grande varieta di

prodotti



le grosse molecole sono degradate

nei loro costituenti principali e poi

In intermedi ancora + semplici

punto di incontro = Via anfibolica
puo essere usata nel senso del

33
J

[ Amminoacidi

$

Ciclo di Krebs

catabolismo o nel senso

dell’anabolismo

Il ciclo dell'acido citrico o ciclo di
Krebs oltre ad essere centrale nel
metabolismo energetico é anche
una fonte di precursori
fondamentali per alcune biosintesi

e una via anfibolica



Le vie cataboliche sono convergenti Pretaine Carbeick i Lipich
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Flusso dell’energia

Energla luminosa
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Energia termica
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I catabolismo ossidativo
procede a tappe e
['energia rilasciata viene

recuperata e conservata
mediante la sintesi di pochi
intermedi ad alta
energia.

> La
conseguente demolizione
di tali intermedi
consente lo svolgimento
dei processi

endoergonici
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I Iegaml anidride dell’ATP sono ad alta energia Risonanza e stabilizzazione elettrostatica in una

La loro rottura porta a forti riduzioni di en.libera fosfoanidride ¢ nei suoi prodorti di idrolisi. I.c

risonanze in competizione tra loro (ﬁ”(’(‘(‘{’ curyve

del sistema con un che partono dall’O centrale) e le repulsioni cari-
.. .. ca-carica (linea rossa a zig zag) tra i gruppi fosfo-
AG di |dr'OI|S| = -3015 kJ/ﬂ'\O'C rici diminuiscono la stabilita della tosfoanidride

rispetto ai suol prodorcti di idrolisi.

-7 Kcal/mole



Fostoenolpiruvato

Oltre all’ATP ci sono altri 60 F

composti ad alta energia @)/ 1,3-Bisfosfoglicerato
=50 Fosfocreatina
(-2)
D)

«a bassa energian»

una tabella termodinamica classifica ’—:

. . . : ° 40 Composti

| composti in grado di trasferire E fosforici

i loro gruppi fosforici e 2 s «ad alta energia»
) =30

si basa sui AG di idrolisi = I :
= Composti

potenziale di trasferimento S ok fosforici

del gruppo fosforico ®

. . o . b Glucosio-6-fosfato
I composti fosforici ad alta energia Al
Glicerolo-3-fosfato

con AG di idrolisi + negativi

':I L
possono trasferire spontaneamente un gruppo fosforico al’ADP che si trova in una

posizione intermedia con formazione di ATP

*» L'ATP a sua volta puo trasferire spontaneamente un gruppo fosforico e formare i

composti che si trovano + in basso



Tabella 13.2. Energia libera standard di idroli-
st del gruppo tostorico di alcuni
composti di interesse biologico

Caomposto NG (k] - mole™ )
Fostoenolpiruvaeo — 61,9
L, 3-Bistostoglicerato — 49,4
Accen) fostato — 43,
Fostocreatima — 43,1
i — 33,5
AlLP {(— AMP + PP) — 322
Al'P (— ADP + P?)) — 30,5
Cilucosto-1-tostato — 21,9
Fruttosio-6-tostato — 13,8
C:lucosio-6-tostato — 13.8

Girlicerolo-3-tostaco - 9.2

Fonees Jencks, WP o Fasman, G DY (o cara diy, Hlanddbooke of Bio-
chrenisory cired Alofeculay Biofogy (3% edy, Phvsical and Chemical
aca, Vol 1, P 220304, COJC] Pross £1976).
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Lemi-rearione

AG" (k] -male™)

endoemponica 1 P, + glocosio _ glucoso- G-fosfare + H 4O +13,8
Ltemireazione
endoegonica 2 @ H O == ADP + P, -30,5
Reazione
complessiva ATP + glocosio = ADP + glucoso- G-fosfam 16,7
acoppiata
(&) A" (k] mal="")

. : COO™ L
Semireazione i Il
ES0eEINca 1 CH_-ZL:;.. + HO = CH,—C—C0OQ + P —61,9

OPC; ™
mhmlrir-@ ™ irmvaio

Lemireazione
esperRonica 2 ADP + T, === ATP + HLO +30,5
Feazione ;':: g
complesia C[—]_.=L:;. + ADP == (CH,—C—COO— + ATP —31,4
acoppiata )

&4 OPO-

Le reazioni esoergoniche dei composti ad alta energia possono essere accoppiate a processi
endoergonici per portarli a completamento
la via metabolica totale é esoergonica




Alivello delle cellule la respirazione avviene fondamentalmente in tre stadi:

1. il primo porta alla formazione dell'acetil Coenzima A partendo da amminoacidi, da
carboidrati (piruvato) e da acidi grassi;

2. il secondo stadio corrisponde al ciclo dell'acido citrico o di Krebs;

3. il terzo, stadio 1 |
corrisponde alla : 3 : '

catena di trasporto &
di elettroni e alla &2

fosforilazione- ciclo di KErebs o
ossidativa. dell'acido citrico

K
g Fl ol Sty

catena di trasporto di elettroni
e fosforilazione ossidativa

stadio 3
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GLICOLISI = lisi dello zucchero

Si riferisce alla degradazione degli esosi nel citoplasma che porta alla

produzione di acido piruvico. E’una sequenza di 10 reazioni

L'equazione globale é:

C,H,0, + 2 NAD* +2 ADP+ 2 P,

=——p 2 piruvato + 2 NADH + 2 H* + 2 ATP + 2 H,0O

Non si ha consumo di O, né produzione di €O,

2 NADH vengono nuovamente ossidati nei mitocondrs
producendo NAD* e ATP




Gluacosio

Stadio
irreversibile

Stadio

irreversi?!

(P Gap

La reazione é caratterizzata
_® da un AG° = - 16,7 KI/mole
che la rende praticamente

@EMH Ione irreversibile

‘Le cellule sono impermeabili
ai composti fosforilati

Ad opera di una esochinasi,
™ fosforilazione .
un E. allosterico
GalP

B [T
‘Lo zucchero fosforilato & un
ATP -ﬁ‘ﬂ @fﬂfilﬂ!@ composto ad alta energia
e
FBP

)

Stadio | della Glicolisi

<> [EE-e




STADIO I DELLA GLICOLIST: demolizione del glucosio a gliceraldeide 3P (C3)

CHO CHO H-COH H>,C—OPOzH"
H——Ci?—OH H—C—0H C=—=0 ézo
H——(!?—OH il H—C—OH H—“{[f'—OH il H-—-—é———-OH .
HD——(IZ—H " HO—C—H 2 Ho—-|c—H —\'—34-" HO—('.‘—H —
H— C—O0OH H—C—O0OH H—C—O0OH H—C—0H
H3(|fOI--I H>C—OPO3H"™ H>C—OPOzH "~ H>C—OPOsH™
D-Glucosio D-Glucosio-6-P D-Fruttosio-6-P D-Fruttosio-1,6-P,
HC—OPO:H - cJtHo Una isomerasi trasforma il
c=o ¢ m—C—on Glu-6-P in Fru-6-P
s H2C—OPOSH" Fosforilazione del
pidrossiscetone D-Gliceralaeide3-¥ Fru-6-P a Fru-1,6-difosfato ad opera della
H:C—OPOH™  _ CHO N“"D“ Fosfofruttochinasi= enzima allosterico la cui
c§;=o — H—C|‘.——OH . attivita & controllata da
H,C—OH H,C—OPO3H"™ Effettori positivi : AMP, ADP
Effettori negativi: ATP, Fosfoenolpiruvato,
Citrato

Scissione del composto doppiamente fosforilato da parte di un’aldolasi in 2 frammenti
fosforilati a 3 C:
La Gliceraldeide-3-P e il diidrossiacetone-P
2 molecole interconvertibili per cui alla fine si hanno 2 molecole di Gliceraldeide-3-P



Attivita della fosfofruttochinasi

Senza inibitori (bassa [ATP])

| mM ATP
+ 0,1 mM AMP

[Fruttosio-6-fosfato] mM



STADIO II DELLA GLICOLISI

NAD® _NADH

Organicazione di 1 Pi -

: Deidrogenasi-SH

H:(T‘—-OPO:.H‘ <|.‘ HO
C=0 —— H—C—0H
l
H,C—OH H,C—OPOsH"

/\p

AG®;57= - 49+30 =

H ADP @ H 0 -19 KJ/mole
0 i
|y 7
HiC—C—C i i E
L Noro- 0"
-un. 3 “"HOPO OH
HOsP0 OH - AGTOT= -62+30 =
Acido 1,3-difosfoglicerico Acido 3-fosfoglicerico -32 KJ/mole
(Difosfoglicerato)
ADP @ C?’
/COO - /COO - a
H,C—C—C00~ eﬁ—"“ H=C MO 11
OPO3H- 10 0
0POsH~ H,O .
Piruvato

Fosfoenolpiruvato

Acido 2-fosfoglicerico

‘Isomerizzazione del 3-Fosfogliceratoa 2-Fosfoglicerato
 Eliminazione di H,0O
Tramite la Piruvato Chinasi

» Fosfoenolpiruvato
reagisce con ADP

La gliceraldeide-3-P = Piruvato

. Ossidazione della
Gliceraldeide-3-P accompagnata
da incorporazione di P
_, Acl,3-Difosfoglicerico
€ un composto ad alta energia
che cedendo 1 Pi all’ ADP

___» ATPe

Ac 3-Fosfoglicerico

Sono stati prodotti 2 ATP
per mole di Glu e
2 ATP erano stati consumati
nelle fasi iniziali della glicolisi:

g

il bilancio é in pareqggio

composto ad alta energia che
————= ATP e Piruvato

Sono 2 ATP prodotti e 2 moli Piruvato per mole di Glu
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La Piruvato chinasré un enzima allosterico

Fungono da inibitori le alte concentrazioni
di: ATP, Acetil-CoA, acidi grassi e alcuni
a.a.
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FASE D IMNVESTIMEMNTO

ENERGETICO Gluzosio —

EADF'<

FASE DI LIBERAZICHE

DELLEMERZIA 4 ACF

2 WNADT

= WADH

METTO

» . Piruato

Glucosio —— 2 Piruvato + EHEG

SADF + 20— ZATP
Bilancio energetico della 2 KADT = MADH + 2HT

glicolisi o processo di
decomposizione dello zucchero



GLUCONEOGENESI

La via della glicolisi & spinta irreversibilmente verso la formazione di piruvato
La gluconeogenesi € un processo citosolico e consiste nella
biosintesi di nuovo glucosio a partire da intermedi non carboidrati quali
il piruvato, il lattato, intermedi del ciclo dell'acido citrico, alcuni a.a.a (glucogenetici)

Dal piruvato la via si sviluppa lungo 10 reazioni enzimatiche di cui
7 sono le stesse della glicolisi in senso inverso

3 della glicolisi sono rese irreversibili dall’elevata caduta di energia libera:

Esochinasi : Glu | Glu 6P
Fosfofruttochinasi: FruoP ——— Frul16P
Piruvato chinasi: PEP Piruvato

—



la conversione di

v A4

('D‘

a prima reazione irreversibile e
piruvato ———  fosfoenolpiruvato,

resa possibile tramite 'accoppiamento di 2 reazioni catalizzate dalla

1. Piruvato carbossilasi : piruvato ——  o0Ossalacetato

La piruvato carbossilasi agisce nel mitocondrio dove entra il piruvato
liberamente.

I'enzima € quasi inattivo in assenza del suo modulatore positivo
AcetilCoA.

L 'ossalacetato che si forma per rientrare nel citosol viene ridotto a malato.

[l malato nel citosol viene nuovamente ossidato a ossalacetato

2. Fosfoenolpiruvato carbossichinasi utilizza GTP

ossalacetato — fosfoenolpiruvato

e restituisce il C (CO,) usato per carbossilare il piruvato



La piruvato carbossilasi agisce nel mitocondrio dove il piruvato pué passare liberamente

Piruvato carbossilasi

(unita covelentemente
alla biotina

Il CO, & attivato e trasferito al piruvato da parte \
della piruvato carbossilasi, formando cosi

I'ossalacetato.

Acetil CoA ‘ n

¥

| ,%
NH
0
HM @
5

Mel citosol, il malato &

ossalacetato, il quale

© )
} /r \ &I;I
_ _ ADP + P, flfli' ‘?
Hnﬁ:?um? di @ C-C-0 P
dell'enzima CH, > T‘G‘D
NH MH Piruvato CH
/9\ 0 0 0 0 2
Hi NH -0-C-HN"" A ~ Ossalacetato
Biotina | B L'ossalacetata non +
pub attraversare —~MADH+ H
S g la membrana QN
mitacondriale e
viene ridotto a malato, ADt
| che pud fuotiuscire.
CITOSC0L
e _II_ + + ;
@DEED NADH + 1" NAD < . .
CH, \ / riossidato a
Fosfoenolpiruvato 'Dsaalacetatu\_\_ < Malato /f' nvertita Ir

PEP carbossichinasi,




Le altre 2 reazioni
irreversibili sono aggirate
mediante reazioni di idrolisi

ad opera di 2 fosfatasi

AG° =-16,3 KJ/mole

| 2 passaggi opposti
(fosforilazione) sono operati da E
differenti ma regolati in maniera

coordinata aflostericamente:

Fruttosio

2,6-bisfosfato

0 3
H-C-O(P _ H C OH
C-0 - P C-0
H : |
HO-C-H 0 v HO-C-H
H-C-OH \Qj H-C-OH
H C OH > H—(l)—OH
HC O P Fruttosio ~ H (? O P
H 1,6-bisfosfatasi H
Fruttosio Fruttosio
6-fosfato

1,6-bisfosfato

ATP ¢ modulatore positivo della fosfatasi

ma modulatore negativo della fosfofuttochinasi




O
C H
H C OH
HO C H
H C OH
——Q—OH
H-C-O- P
H
Glucosio
6-fosfato

H,O

\f

Glucosio

6-fosfatasi

o
C-H

H C OH
HO C H

C of
C oF
C OF
H

D-Glucosio

AG° =-12,1 KJ/mole




L'intervento degli enzimi che
separano la gluconeogenesi dalla

glicolisi rende anche la

via della  gluconeogenesi

termodinamicamente favorita

AG°complessivo= -47,5 KJ/mole

Nel passaggio glicolitico:

Glucosi0 ———p Piruvato
produzione netta di 2 ATP

Nel passaggio inverso

Piruvato = Glucosio

consumo di 4 ATP e 2 GTP

2 GDP
P.

2 GTP

Gilucosio 6-P ° = Glucosio
+1

Fruttosio 6-P

)

Fruttosio 1, 6-bis-P

¥ )

Gliceraldeide 3-FP %55 pDiidrossiacetone
A fosfato

@ 2 NAD™
2 NADH + 2HY

W
2 1,3-Bisfosfoglicarato
r .

C

W
2 3-Fosfoglicerato

ey

2 2-Fosfoglicerato

W

2 Fosfoenolpiruvato

P
M

3 2 ATP
2 ADP

2 Piruvato
2 ATP

Y/ O
2ADP + 2 P,

2 Ossalacetato

J




Glucosio

glicolisi

ciclo
dell'acido
citrico

N

NADH

fermentazione
omolattica

NAD*

NADH

fermentazione

alcolica

Etanolo




Il destino anaerobico del piruvato & chiamato fermentazione:

b=y e
in aicuni oateri e

1€

| vz
NUSCOI0 111 I 1ensa atlivile

Q)
Q.)‘

Vg YO PRy
UmoiatliCe

Alcolica nelle piante e si forma etanolo

COQ NADH + H- @

CH; - C - COOH /=CH3-C—H »CH, - CH,OH
g etanolo
acetaldeide
CH, - CH - COOH
A
OH

Figura 13.6 Fermentazione del piruvato per formare
acido lattico etanolo o acido lattico.

Viene riossidato il NADH formatosi durante la via glicolitica



Energetica della

Fermentazione omolattica :
Glucosio — 2lattato+2H* + 2 ATP

Fermentazione alcolica
GluCOSI0 m—) 2 CO, + 2 etanolo + 2 ATP

Con la fosforilazione ossidativa si ha una resa di 38 ATP

per molecola di glucosio degradata

g - La fermentazione anaerobica utilizza il glucosio in modo
assolutamente inefficiente.

g - La velocitd di produzione di ATP puo essere
100 volte maggiore a quella della fosforilazione ossidativa:

Nei tessuti come il muscolo in condizioni di rapido consumo di energia

ATP viene rigenerato mediante la glicolisi anaerobica.



Acid: grassi

o |

* I + . ‘ 0 . g
Glucosio——> " Glicolisi ;—> Piruvato* -%—' Acetil CoA— Ciclodegliacidi

trcarbossilii |

|

GTP
3NADH
| FADH,

l NADH /
LATP 2€0;
2 NADH
0, \
‘Sistemma di rasporto 3 ATP/NADH
FADH;— " geglicletroni — ATP
. < - 2 ATP/ FADH;,
VR T
2 moli di piruvato per mole di
NADH NAD' glucosio |
FAD * Le quantita sono basate sulla
utilizzazione di una mole di acetil

CoA

organismi aerobici:
Nel CICLO DI KREBS
o Ciclo degli Acidi
Tricarbossilici (TCA)
2 moli di piruvato
vengono trasformate in
2 moli di acetil CoA e
2 NADH :
« L'AcetilCoA viene
quindi ossidato a
CO, e H,O
e ilNADH e FADH,
prodotti vengono
riossidatia NAD e FAD



{a} LUn mitacandria

| Triglicaridi I

Idr lisi

Acelil-CoA Acidl grasal |
] Bossldazione =

@

q

(1) cLcousi

La respirazione aerobia ha
luogo :

-nella matrice dove si
trovano gli E. del Krebs e
dell’'ossidazione degli acidi
grassi

hlatrice ,-"H F
L0 TASPORTO
l““*—“:l (35 DEGL

ELETTROMI

-]
A POMPAGGIC
DEI PROTONI

-nella membrana
mitocondriale dove si trovano
| citocromi e gli E. della

s ’ o wr. o) L y r.
| ! | | : (@) sINTESI t/
fosforilazione ossidativa :

{b} Localizzazone dalla resplrazions serocksca allinterno del miloconidio

Flo. o da-d



Prima di entrare nel ciclo il piruvato viene trasformato in AcetilCoA:

E una decarbossilazione ossidativa

1. -COOH in CO,
2. Ossidazione ad acetato
con produzione di NADH

3. Aggiunta di Acetile

—>
ad opera della PIRUVATO DEIDROGENASI
un complesso enzimatico che opera 3 passaggi:
CITOSOL MITOCONDRIO
F'rutein
\+ +
Ef_ \ NADT | NADH |+ H
5—CoA
C=0 \9/‘ |
| & 6—0
|c: "..__-:_*:,* / |
1 CH
= i s C wg .
Bl ) oenz Acetil CoA




Il ciclo dell'acido citrico avviene nel mitocondrio e comincia con I’acetil-CoA.:
il piruvato viene trasformato in acetilCoA:
CH;-CO-CO0O- + NAD* + COASH =~ —eep

CH;-CO-SCoA + CO, + NADH

ad opera della piruvato deidrogenasi

La stechiometria del ciclo TCA :
2H,0 + CH;-CO-SCoA + ADP + Pi + 3 NAD* + FAD
—) 2C0, + FADH, + ATP + 3NADH + 2H* + CoASH

Solo Acetil-CoA viene consumato :
| 2 C della porzione acetilica sono trasformati in 2CO,
Gli enzimi del ciclo del TCA si trovano nel mitocondrio

Negli animali si forma GTP e non direttamente ATP



La piruvato deidrogenasi ha un ruolo importante nel catabolismo dei carboidrati:
controlla I'ingresso del piruvato nel ciclo dell’acido citrico —, catabolismo aerobio
piuttosto che verso altri destini metabolici

Duplice meccanismo di regolazione:
E,-OH (attivo) ATP

1. Intervento di 2 enzimi piruvaro piruvato

deidrogenasi deidrogenasi

Piruvato fosfatasi e

fosfatasi chinasi

Piruvato chinasi

H.O E,-OIX 'J-_l_ (imattivao) ADP

Regolazione di natura allosterica
modulatori negativi: ATP, acetil-CoA e NADH
modulatori positivi: AMP, PEP

La piruvatodeidrogenasi non rifornisce il ciclo di Krebs quando
e gia disponibile
Acetil-CoA, potere riducente (NADH) ed energia (ATP)




Reazione 1: cirrare sintasi

II meccanismo prevede un attacco nucleofilo
dell’enolato del tioestere al gruppo carbonilico

dell’ossalacetato con formazione di citrato

AG°= -32.,2 KdJ/mole

Reazione 2: aconitasi

E’ un'eliminazione di H,0 favorita dalla formazione

di un acido o,f insaturo in equilibrio con

'1dratazione ad acido 1socitrico

Reazione 3: idratasi

Gli equilibri di disidratazione e idratazione sono
spostati verso la formazione di a-chetoglutarato

grazie ad una decarbossilazione con ossidazione

dell’ossidrile in o al carbossile

TN COOH
/CH, ,
|_ o \\ | HZO
1 ° 7 cn,
SCoA |-
CO0OH
COOH CoA-SH
éH: H,0
'l:DDH
COOH
.HE
H H,0
A“.DCIH

Le 2 reazioni sono in equilibrio, ma la reazione é spostata verso la formazione di

isocitrato che viene continuamente softtratto per il procedere del ciclo

i :I SCoA
HO—C—C0O0OH
‘H,

COOH

citrato

COOH
HZ
—COOH

L

J_“CIDH

cls-aconitato

COOH
HJ
H-- C— COOH
HO—C—H
éDDH

isocitrato



*|l2 decarbossilazione e condensazione con CoASH per dare un composto ad alta energia il Succinil CoA
Sono state formate 2 CO, e 2 NADH :
lo scheletro carbonioso del glucosio é stato completamente demolito

Reazione 4: isocitratoe deidrogenasi |

COOH COOH
p—decarbossilazione che coinvolge un'ossidazione ad H, NADE)+  NAD@H iHE
ossalosuccinato intermedio. @g i l‘_ @ — J}HE
Decarbossilaziene ossidativa o llj IocD'? i“

AG®= -21 KJ/mole COoH 'O0H
ot-chetoglutarato
Reazione 5: 2-cheroglutarato deidrogenasi
fOOH COOH
Questa & una decarbossilazione ossidativa analoga a #Hz NAD-  NADIH o
quella osservata nel caso della trasformazione di CH. :
: . : - H,
piruvato in acetil-CoA. =0 'J: -
AG°=-35,5KJimole [ .~ CoAsH Co, 05CoA
' II ° succinil-CoA
Reazione 6: succinate tiochinasi
: " COOH CoASH COOH
La rottura idrolitica del legame C-S & accompagnata o
H, 5
dalla formazione di ATP i ’ %
H, H,
- ADP ATP é j
0O5CoA OOH
o B succinato
-.:.__L;‘iﬁ:} — RCOOF = RCOOH

ADP ATP
i;_ Cico.a B




Nelle fasi finali del ciclo il succinato & convertito a ossalacetato:

Reazione 7: succinate deidrogenasi |

COOH
L’ossidazione del suceinico a fumarico € collegata ad m
; I tr to elettronica cl mette 1 VN
una catena di trasporto elettronica che permette la 0
riossidazione del FADH,,. | FAD FADHZ
- COOH
Reazione 8: fumarasi
COOH
. - . H,0
Idratazione simile a quella wvista nel caso del cis- H
aconitato. | H
COOH

Reazione 8: malato deidrogenasi

COOH  \yAD NADH

Reazione di ossidazione che porta ad una molecola di H

ossalacetato che puo riprendere 1l ciclo. HD—l‘.H

AG°= 29,7 KJ/ mole reazione endoergonica OOH
spostata verso sinistra

COOH
H

L

O0OH

fumarato

COOH
H]

HO—CH
'0OH

malato

COOH
H,
o

A‘DDH

ossalacetato



Schema riassuntivo del Ciclo di Krebs

tIIGD'
H,
+ H0 HO—C—CO00~ ?DU'
coo " \?m
C=0 @ Coo- C—Coo-
| Citrato I
i i
Coo- Coo-
Ossalacatalo cig-Aconitato
& @
Coo-
CH,
HO—C—H |
| H—C—C00"
CH,
rl:m— HD-—?—H
Malato coo~
Isocitrato
Coo-
cH
ANES o,
CH [ 2
H;0 i - ' _
H? c=0/ " @
Co0- coo”
Fumarato a-Chetoglutarato
Co0 ‘]‘.—S—CuA
@ l.'|ZH H ®
FADM, [ 2 ? !
'l:Hz' ® [l:Hi 0 h
Coo- / Coo- .@
Succinato ATP Suecinil Coa,



EHy—COMUS —CoA

| Acatil-Cos
[x e ".} | 1 I
DEIDROGENAS C—CO0~ CoA — SH
,{-.--v- I - ~
T oo PN utor
H
. . MADH + H™ Ossalacetato H.O HO— C—COo0"
HO —CH —COO™ HNAD" |
| 4 CH,—CO0™
TH,—CO0™ Citrato
L=-Malato
| aconTas |
- Fe®t
- Fluoroacetate |20 :':H:.—EE-D‘
é — OO
o “F " &oo- 1
e CH—COO™
o cis-Aconitato
Fumarato
FADH,
SUCCINATO
DEIDROGENAS
FAD
b * Malomnato
¢H, —COO~
EHE—EDD_
Succinato
ATP
—8H Mg .
T B NADH + H
BUCCINATD f C -

LCHy— 00 &*

| : ]

‘|3He Arsanito ‘I:HE_ S
O=CruS—Coa MADH+H" CO, g
Suceinii-CoA s B o e

COMPLESSD a-CHETOGLUTARATO. N L'i}’/ il it




Enzimi che ealaliszans le reaxioni-

B Pyl s la et

B RSN ILISIELE0

E,: PDH chingzs|

Tuth gli sl enzimi come nalle Fig. 14-6.

- DEI

TCA

FaD -

Isocirano |

Succinato | @
e
it &= o |
ee-ChaggpulEraI0
3 Succinil-CoA @ @ |
@2 + (&)

+—— @ naDH
B cuccnil-Coa



Serina

Cisteina N |
Treonina
Glicina

TRANSAMINASI

Triptofano = Alanina = + Piruvato > Acetil-CoA

Idrossiprolina ‘L Lattato

PIRUVATO
FOSFOENOLPIRUVATO CARBOSSILAS|
CARBOSSICHINASI
. Fosfoenol-
Ciclo Glucosio piruvato el srm— Ossaloacetato
d Tirosi TRANSAMINASI
irosina A SAMI
_ Fenilalanina » Fumarato
Krebs:
Aspartato
Processo _
Citrato
anfibolico
Isoleucina
Metionina » Succinil-CoA
Valina CO,
) a-Chetogiutarato
Propionato
CO, TRANSAMINASI
Istidina
Prolina
Glutammina —» Glutammato

Arginina



Bilancio Energetico del Ciclo di Krebs

Per ogni molecola di Acetil —-CoA che entra nel Ciclo di Krebs si producono 12 molecole di ATP

Reazione Metodo di produzione ATP

catalizzata da formato
Isocitrato Ossidazione del NADH 3
deidrogenasi nella CTE
a-chetoglutarato Ossidazione del NADH 3
deidrogenasi nella CTE
Succinato Fosforilazione a livello 1
tiochinasi del substrato
Succinato Ossidazione del FADH, 2
deidrogenasi nella CTE
Malato Ossidazione del NADH 3
deidrogenasi nella CTE

Totale: 12

Acetil - CoA - 3 NADH* 9ATP

1 FADH, 2ATP

C 1 ATP 1

CO, Totale 12 ATP




Fosforilazione ossidativa e fotofosforilazione

* |n entrambi i processi € coinvolto un flusso di elettroni

attraverso intermedi redox

» L’energia resa disponibile dal flusso esoergonico e

accoppiata al trasporto endoergonico di protoni

* il flusso di protoni in senso inverso fornisce I'energia libera

per la sintesi di ATP



Potenziali redox dei trasportatori di e nella catena respiratoria

Standard Reduction Potentials of Respiratory Chain and Related Electron Carriers

Redox reaction (half-reaction) E" (V)
2H" + 26 — H, -0.414
NAD™ + H™ + 2e- — NADH -0.320
NADP® + H" + 2e — NADPH -0.324
NADH dehydrogenase (FMN) + 2H" + 2e- —— NADH dehydrogenase (FMNH,) —-0.30
Ubiquinone + 2H™ + 2e- — ubiquinol 0.045
Cytochrome b (Fe**) + e~ — cytochrome b (Fe?*) 0.077
Cytochrome ¢; (Fe®*) + e — cytochrome ¢, (Fe?") 0.22
Cytochrome ¢ (Fe**) + e — cytochrome ¢ (Fe®") 0.254
Cytochrome a (Fe**) + e~ —— cytochrome a (Fe?*) 0.29
Cytochrome a; (Fe®*) + e — cytochrome a; (Fe?") 0.55
10, + 2H" + 26 —> H,0 0.816

< I valori positivi indicano una maggiore tendenza ad
acquistare elettroni

<+ Il flusso di elettroni va da specie piu negative a specie piu positive



| potenziali redox consentono di valutare la variazione di energia libera
secondo

'equazione di NERST: AG° = - n F AF°

n=e- F= cost. Faraday = 96485 mole! e-

AE®= Eo(accettore die-) ~ E° (donatore di e-)
Ad esempio:

NAD* + H* + 2e- < NADH E”=-0.315V
12 O, + 2H* + 2e- < H,0 E”= 0815V
L’ossigeno ha maggior tendenza a ridursi:
1/2 O, + NADH + H* & H,O + NAD*
AE” =1,130V

AG°'= -(2x 1,13 x 96485)= - 218051 J/mole = - 218 kJ/mole



@V

Alla catena respiratoria partecipano

. Coenzimi (NADH, FADH,,)

. Proteine integrali di membrana :

citocromi (contenenti gruppi eme)

proteine ferro-zolfo

. Ubichinone o Coenzima Q = molecola idrofobica

diffusibile nel doppio strato

. Citocromo ¢, piccola proteina periferica (solubile )



CH;

0 |
. . CH;0 (CH, —CH=C—CH,),,—H
L’ubichinone o ’ : ——
: Q¢ Ubichinone (Q)
coenzima W e CH,0 CH;  ossidato
liberamente diffusibile O
nella membrana %H e’
O.
L : : e s CH-0 R
L’'ubichinone mitocondriale differisce 3 Radicale
dal plastochinone dei cloroplasti / semichinone
per i gruppi metossilici anziché CH50 - EHs (QH*)
metilici
e 10 unita isopreniche contro le 9 del % H +e
plastochinone OH
CH50 R .
_ o ’ Ubichinolo (QH,)
Nella forma di semichinone ridotto
& altamente reattivo e puod formare CH30 CHs3
OH

radicali liberi dell’'O



Spazio intermembrana

___________

coe | ey %ﬁﬂvﬁﬂrﬂrﬂﬁvﬁﬁﬁkfﬁrﬁm[ﬁfﬁ'ﬁﬁ
Qo
f

NADH + H* NAD*

matrice

Complesso I
NADH
DEIDROGENASI
trasferisce
elettroni dal

NADH al Q

- T \
lTElT.'l.lll‘lg.ﬂ.l_‘f5-_.!_!!!'_![!}_‘5__!_1_!&!‘!@5\;%;},‘.

R 1]
yug U0

Succinate  Fumarate

Complesso IT
SUCCINATO
DEIDROGENASI
trasferisce
elettroni dal
FADH, al Q

o

Complesso TIT
UBICHINONE-
CITOCROMO C
REDUTTASI
trasferisce
elettroni dal Q
al citocromo ¢

Complesso IV
CITOCROMO
OSSIDASI
trasferisce
elettroni dal

citocromo ¢
all'o,




Complesso I NADH DEIDROGENASI

« Trasferimento di elettroni da NADH a CoQ (ubichinone o Coenzima Q)
 Piudi 30 subunita proteiche
* Quattro H* trasportati fuori per 2 e

* ¢ lo stesso enzima del ciclo di Krebs, unico ad essere legato alla
membrana mitocondriale interna

« Trasferisce H* direttamente al CoQ
* Non € associato trasporto di H+

Complesso IIT UBICHINONE-CITOCROMO C REDUTTAST

« CoQ passa elettroni al cyt ¢ (e pompa H*)
« La principale proteina transmembrana nel complesso Il € il citocromo b
| citocromi sono agenti che trasferiscono un elettrone

|l citocromo c e un trasportatore di elettroni idrosolubile (€ una piccola
proteina periferica di membrana)



CH; CH=CH,

CH,=CH CH,
CH, CI,CI,CO0~
CH, CH,CH,CO0~

Iron protoporphyrin IX
(in b-type cytochromes)

CH3 CH= CH2

CH, CH,CH,COO™

CHO CH,CH,COO~

Heme A
(in a-type cytochromes)

S—Cys
CH; CHCH;4

Cys—S
CH3;CH CHj;
CH, CH,CI,CO0™
CH, CH,CH,CO0™
Heme C

(in c-type cytochromes)

| citocromi
contengono gruppi
prostetici a Ferro



Complesso TV

CITOCROMO OSSIDASI

Trasferisce elettroni dal citocromo ¢ all'O,.

riduzione con 4 elettroni dell’ O, per produrre 2 H,O

L’ossigeno e dunque l'accettore terminale di
elettroni nella catena di trasporto

La citocromo ¢ ossidasi utilizza 2 gruppi eme di tipo ¢ e 2 siti a rame

(CupeCugp) Cu? «> Cu'™

Il complesso trasporta anche H*:

Per ogni coppiadie- —— 2H* 2 protoni si spostano dalla matrice

allo spazio intermembrana



La sintesi di ATP e “guidata” dal gradiente protonico

Succinate

NADH + H* NAD*

Per ogni Matrix
NADH
p 3 A,TP Chemical ATP Electrical
er ognli potential synthesis potential OO
FADH, ApH ) driven by ‘ Ay -
— » 2 ATP| (inside proton-motive (inside
alkaline) force negative)




La tabella schematizza il numero di moli di ATP prodotte
nelle varie fasi dell’ossidazione aerobica del glucosio

moli di ATP tappe di produzione
2 a livello di substrato nella glicolisi
2X3= 6 dalla riossidazione dei 2 NADH
citoplasmatici
dalla riossidazione dei 2 NADH
6 prodotti nella deidrogenazione del
piruvato
2 a livello di substrato nel ciclo di Krebs
6 X3= 18 dalla riossidazione dei 3x 2 NADH
prodotti nel ciclo di Krebs
2x2= 4

TOTALE = 38moli

dalla riossidazione dei 2 FADH,
prodotti nel ciclo di Krebs




« La sintesi del’ATP & catalizzata dalla ATP sintasi (o complesso V);
I'energia liberata dal trasporto di elettroni pompa H*

crea un gradiente elettrochimico (pH e carica);

Il potenziale del gradiente é sfruttato per la sintesi di ATP

I'accoppiamento fra trasporto di H+ e produzione di
ATP dipende dall'integrita della membrana: composti
che dissipano il gradiente protonico (disaccoppianti)

Impediscono la sintesi di ATP ma non la “respirazione”




AGENTI DISACCOPPIANTI:

(Antibiotici, 2,4-dinitrofenolo) = acidi deboli con molecola idrofobica
» Diffusione nella membrana interna mitocondriale >
Rilascio di H+ nella matrice - Dissipazione gradiente protonico

- Mancata produzione di ATP

Disaccoppiamento per via naturale —— viene prodotto calore invece di ATP

Es: | mammiferi che cadono in letargo
Nei mitocondri delle cellule del grasso bruno :

La termogenina o proteina disaccoppiante consente
il ritorno degli H+ nella matrice senza passare nella ATP sintasi
) L'energia viene rilasciata sottoforma di calore

Mantenimento della temperature corporea durante il letargo



Effetto simile in alcuni funghi, batteri e specie vegetali

Meccanismo di respirazione cianuro-resistente o dell'ossidasi alternativa
La tossicita del cianuro deriva dalla sua capacita, nei tessuti animali in respirazione, di
inibire la citocromo ossidasi (complesso V).
Molti vegetali hanno via alternativa per il trasporto degli e sull’'O,.
I'enzima responsabile €
I ossidasi cianuro-resistente o ossidasi alternativa,
nella catena di trasporto degli elettroni dei mitocondri vegetali.
L'enzima catalizza la reazione:
2QH, + 0, --> 2Q + 2H,0
Gli elettroni passano alla via alternativa dal pool dell'ubichinone e
vengono by-passati i complessi lll e IV
non si forma ATP e /'energia che avrebbe dovuto normalmente essere
accumulata in guesto composto viene liberata sottoforma

di energia termica (calore).



Funzione ed effetti della via dell'ossidasi alternativa:

- Impollinazione entomofila.
Durante lo sviluppo fiorale di alcuni membri della famiglia della araceae
(Sauromatum guttatum):
Poco prima dell'impollinazione lo spadice € soggetto ad alti tassi respiratori
per mezzo della via alternativa che ne causa il riscaldamento
volatilizzazione di determinate ammine ed indol

—)

« valvola di sfogo di energia in grado di ossidare substrati respiratori che si

odore putrido che attira gli insetti impollinatori

accumulano piu del necessario:
gli elettroni finiscono nella via alternativa quando la velocita di respirazione
supera la richiesta di ATP da parte della cellula
« in condizioni di stress quali gelo, siccita e osmotici, inibenti la respirazione
mitocondriale.
L'ossidasi alternativa previene la sovrapproduzione di pool dell'ubichinone e
di specie tossiche reattive dell'ossigeno (anioni superossido e radicali ossidrilici).
_ In questo modo la via alternativa puo attenuare
gli effetti inibitori dello stress sulla respirazione.



