CAPITOLUL III

Metabolismul general. Bioenergetica. Oxidarea biologica.
Lantul respirator si fosforilarea oxidativa

TEMA 11

Notiuni generale despre metabolism. Caile generale de
scindare ale proteinelor, glucidelor si lipidelor. Notiuni de
bioenergetici. Oxidarea piruvatului si ciclul Krebs
1. Sediul ciclului Krebs mitocondrial.
Enzima Reactia Tipul de reactie

Citratsintetaza ~ Acetil-CoA+Oxaloacetat + H,O <=> Condensare
Citrat + HS-CoA

Aconitaza Citrat <=>cis - Aconitat<=>  * Dehidratare si
[zocitrat hidratare

\\]:gq_clt@(_ig_]li_d- [zocitrat + NAD' <=> a-cetoglutarat Decarboxilare
rogenaza + NADH + H+CO2 sioxidare

Complexul o-Cetoglutarat + NAD “+HS-CoA<=> Decarboxilare

o-cetoglutarat
dehidrogenaza

Succinil-CoA +CO,+NADH+H sioxidare

Succinil-CoA-  Succinil - CoA + Pi +GDP <=> Fosforilare la

sintetaza Succinat + GTP + HS-CoA nivel de
substrat

Succinat- Succinat +FAD <=> Oxidare

dehidrogenaza ~ Fumarat + FADH,

Fumaraza Fumarat + HZO <=> Malat Hidratare

Malatdehidro- ~ Malat + NAD* <=> Oxaloacetat + Oxidare

genaza ' + NADH + H*

2.CH,-CO-COOH +HS-CoA +NAD'—CH,-CO-8-CoA + CO,+NADH+H'
Piruvat Acetil-CoA

Piruvatul se supune decarboxilarii oxidative. Procesul este catalizat de
complexul piruvatdehidrogenaza. Complexul este constituit din 3 enzime §i 5
cofactori: piruvatdehidrogenaza (decarboxilanta), dihidrolipoiltransacetilaza,
dihidrolipoildehidrogenaza, in afara de cofactorii stoichiometrici HS-CoA si
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NAD" la reactie mai participa cofactorii tiaminpirofosfat (TTP), lipoamida
si FAD".
a) In componenta HS-CoA intra acidul pantotenic:
CH, OH O H

| I
HO — CH,~ C — CH — C-N 4CH, - CH, ~-COOH

i |
CH, H
Acidul pantotenic B-alanina

b) Vitamina PP este constituentul NAD *-ului

O—co —NH,
—~

N

Nicotinamida
¢) Tiaminpirofosfatul este forma coenzimaticé a vitaminei B, (tiaminei).

NH,
—

N CH;N* CH (9] O
0@7 2|I\ I 7 i i
HC—s SICHZ—Cﬂzo— 1|)-0—1|)-0H

OH OH

d) In componenta FAD-ului intra vitamina B, (riboflavina ).

c|>H OH (l)H
?HZ—CH—éH—CH—CHQOH

N
e /N\fo
H;C y NH
N

e) Acidul lipoic se leaga covalent cu restul de lizind din dihidroli-
poiltransacetilaza.
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2 \ / “~CH,—CH,—CH,—CH,—COOH
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3. Ciclul acizilor tricarboxilici functioneazi numai in conditii aerobe,
deoarece desfasurarea lui normala necesita NAD'si FAD". Acesti trans-
portatori de electroni regenereaza la transferul electronilor NADH si FADH,
la O, pe calea lantului respirator, care este cuplat cu formarea concomitenta
de ATP (fosforilare oxidativa).

4. ATP + H,O <=> ADP + Pi

AG®=- 7,3 kcal /mol, unde AG"® este energia libera standard de hidroliza
a ATP-ului.

Fiecare molecula de ATP este hidrolizata si din nou regenerata de 2,5 mii
de ori in 24 de ore, deci durata vietii moleculei de ATP este mai putin de un
minut.

5.1n 24 ore omul consuma cca 600 1 (~27 moli) de oxigen. Majoritatea
covirgitoare a oxigenului ( ~90%) se reduce pina la apa cu participarea
lanfului respirator. Daca se considerd ca in mitocondrii se reduc 25 moli
de oxigen (50 moli de oxigen atomar), iar citul P/O = 2,5, atunci in
mitocondriile organismului se sintetizeaza zilnic 50 x 2,5 =125 moli de
ATP, adicd cca 62 kg de ATP. Fireste aceeasi cantitate de ATP este
hidrolizata zilnic: aceasta cantitate nu caracterizeaza masa totala de ATP
din organism, ci viteza ciclului ATP-ADP.

6. Ciclul Krebs este o cale amfibolica care functioneaza nu numai in
catabolism (oxidarea acetil-CoA ce provine din degradarea aminoacizilor,
acizilor grasi si glucidelor), ci si in generarea de precursori ori pentru ciile
anabolice. Intermediarii ciclului Krebs servesc ca precursori ai aminoacizilor:
oxalilacetatul este convertit in aspartat, iar a-cetoglutarat - in glutamat. Citratul
poate fi indepartat din ciclu pentru a servi ca precursor al acetil-CoA
extramitocondriale pentru sinteza de acizi grasi in reactia catalizati de ATP-
citratliaza. Succinil-CoA poate fi indepartata din ciclu pentru biosinteza
hemului. Viteza de functionare a ciclului Krebs este bine racordata la
necesitatea celulelor in ATP.
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1. Un punct important de reglare a ciclului Krebs este formarea ireversibila
aacetil-CoA din piruvat. Activitatea complexului piruvatdehidrogenaza este
controlata:

a) prin inhibitie de citre produsii de reactic — CH,-CO-SCoA, NADH;

b) dupa principiul de retroinhibitie - ATP inhibd complexul piruvatdehi-
drogenazic;

¢) prin modificarea covalentd a complexului dehidrogenazic fosforilarea
determina diminuarea activitatii lui, iar defosforilarea - cresterea activitatii
(kinaza (K) si fosfataza (F)).

2. O reactie importantd de reglare a ciclului este sinteza citratului din
oxalilacetat si acetil-CoA. ATP-ul este inhibitorul alosteric al citratsintezei.

3. Altareactie aflata sub reglaj este reactia catalizata de izocitratdehidro-
genaza care necesitd ADP ca modulator alosteric stimulator, dar care este
inhibata de ATP sau NADH.

4. A treia reactie reglatoare a ciclului Krebs este reactia catalizatd de
complexul o - cetoglutarat dehidrogenaza, inhibat de produsii de reactie,
deci de NADH si succinil-CoA.

7. Nu este posibila, deoarece reactia de decarboxilare a piruvatului
este ireversivila. Compusii intermediari ai ciclului acizilor tricarboxilici sunt
folositi ca precursori in procesele de biosinteza. Oxaloacetatul serveste ca
precursor in sinteza aspartatului si in procesul de gluconeogeneza.Compusii
intermediari utilizati sunt refurnizati prin reactii anaplerotice dintre care
cea mai importanta este carboxilarea piruvatului la oxalilacetat pe contul
ATP-ului.

CH, - C- COOH + CO, + ATP - HOOC-CH,-C-COOH + ADP+Pi
I piruvat I
O carboxilaza (0]

8. Trecerea ATP si ADP prin membrana interna mitocondriala este un
proces cuplat: ADP patrunde in matricea mitocondriala numai cu conditia
iegirii ATP-ului din matrice si invers. Aceastd difuziune de schimb este
mediata de transportorul ATP-ADP-translocaza - un dimer constituit din
subunitati identice - si este inhibata puternic si specific de glucozida vegetala
atractilozida si de antibioticul acid bongkrecic.

Transportorul de fosfat favorizeaza un schimb de ioni H,PO, si OH:
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Membrana mitocondriala interna

’,Jf
HO= 2"
(Ol t,po,
- ADPS"
ATI"L O!-
TEMA 12

Oxidarea biologica. Lantul respirator si fosforilarea oxidativa

1. Componentele lantului respirator care participd in fluxul transportului
de electroni de la substrate organice la oxigen sunt:

-Dehidrogenazele NAD* — dependente;

-Dehidrogenazele FMN - si FAD - dependente;

-Proteinele cu fier-sulf;

-Ubichinona sau coenzima Q);

-Citocromii si NADP"*.

NAD* contine nicotinamida (vitamina PP), FMN si FAD-riboflavina
(vitamina B,).

Coenzir(l}la Q are urmadtoarea structura:

OH
2HY 26
CHj CH; <I2H3 +2H%2 : CH; CH;
CH; CH,-CH=C-CH,H _2'H+_ 2 CH, R
O OH
Forma oxidata Forma redusa
i : 5 Bl
S A4
CH;—C—OH CONH 7 CONH,
Y * | =—>c—C || || -
H 6 't 72 alcooldehidrogenaza H
N N
I |
R ; R
Etanol NAD* Acetaldehidi NADH
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Reactiile de dehidrogenare implica transferul reversibil a doi echivalenti
reducétori de la substrat sub forma unui ion de hidrura (H") la pozitia 4 a
inelului nicotinamidic, celalalt hidrogen este eliminat de pe substrat ca ion
liber H.

3. Rotenona (substantd extrem de toxica extrasa din plante si utilizata
ca insecticid) si amitalul (medicament din clasa barbituricelor) blocheaza
transportul de electroni pe portiunea dintre NADH si ubichinona (complexul
NADH-CoQ-reductaza) si astfel impiedicd generarea gradientului de
protoni in primul punct de fosforilare oxidativa. Restabilirea fluxului de
electroni si sintezei de ATP se poate efectua prin adaugare de succinat la
mitocondrii, deoarece inhibitorii indicati nu influenteaza asupra oxidarii
succinatului, intrucit electronii acestui substrat se includ in lantul respirator
prin intermediul FAD-lui la nivelul CoQ, deci dupa locul de blocare de
catre rotenona si amital.

4. 2,4-Dinitrofenolul este un agent de decuplare a fosforilarii oxidative.
In prezenta lui transferul de electroni de la NADH la O, decurge normal
insad nu are loc formarea ATP-lui de citre ATP-sintetaza mitocondriala,
intrucit dispare forfa protonmotrica care asigura transportul protonilor prin
membrana mitocondriala interna.

Antibioticul oligomicina face parte din clasa inhibitorilor fosforilarii
oxidative. El inhiba ATP-sintetaza, deci, impiedica atit stimularea consumului
de oxigen de citre ADP, cit si fosforilarea ADP la ATP si nu inhiba direct
nici unul dintre transportatorii de electroni ai lantului respirator.

5. Restabilirea transportului de electroni si sintezei de ATP se poate
efectua prin adaugarea la mitocondrii a unui substrat de oxidare, care evita
includerea electronilor in lantul respirator la nivelul CoQ prin intermediul
FAD-lui, deci a unui substrat de oxidare care include electronii la nivelul
NAD*-lui (de exemplu, malat, izocitrat, glutamat, 3-hidroacil-CoA, piruvat
sau exces de succinat).

Pentru restabilirea numai a transportului de electroni la mitocondrii se
adauga unul din substratele sus-mentionate si un agent decuplat, de exemplu
2,4-dinitrofenol care permite transportul electronilor, dar blocheaza
fosforilarea ADP la ATP.

6. Antimicina A (antibiotic toxic sintetizat de o tulpina de Streptomyces)
blocheaza transportul electronilor in lantul respirator la nivelul complexufui
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111, deci blocheaza transportul electronilor de la ubichinona la citocromul c.
Astfel, transportorii de electroni pina la blocaj se vor gasi in forma redusa -
NADH, FMN.H,, FAD.H,, CoQ.H,, cyt.b Fe*, iar transportorii de dupa
blocaj - cyt.c, cyt.c si cyt.aa, - in forma oxidata. Oxidul de carbon inhiba
citocromul aa, (citocromoxidaza sau complexul IV). Astfel, toti transportorii
de electroni inclusiv si citocromii ¢, si ¢ se vor gési in forma redusa.

7.2,4-Dinitrofenolul, tiroxina si acizii gragi prezinta agenti decuplanti ai
fosforilarii oxidative. Decuplarea fosforilarii oxidative poate fiutila din punct
de vedere biologic. Decuplarea prezinta o cale de generare a caldurii pentru
mentinerea temperaturii corpului la animalele in hibernare, la unele animale
nou-nascute si la mamiferele adaptate la frig. Grasimea bruna foarte bogata
in mitocondrii este specializata in acest proces de termogeneza. Rolul de
decuplanti in grasimea bruna il joaca acizii grasi, eliberarea carora este reglata
de catre noradrenalina.

8. Sarurile acidului cianhidric (cianurile) blocheza procesul de reducere a
oxigenului catalizat de citocromoxidaza, deoarece sunt inhibitorii puternici ai
citocromoxidazei.

9. a) COOH COOH P/O = 3; P/O prezinta

| | raportul dintre cantitatea
CH -OH NAD'>NADH+H" . C =0 de fosfat anorganic care

| Malatdehidrogenaza | a fost legat de ADP si
CH, CH,  cea de oxigen consumat
| I
COOH COOH
Malat Oxalilacetat
NADH + H* + 1/20, + 3Pi + 3ADP -NAD" + 3 ATP + 4H,0
b) COOH COOH
I |
CHOH NAD*->NADH+H" C=0
| Izocitratdehidrogenaza | +CO, P/O=3
H-C- COOH CH,
I |
CH, CH,
I I
COOH COOH
Izocitrat o - cetoglutarat
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¢) COOH
I

COOH
I

CH, FAD'FADH, _ CH

| Succinatdehidrogenazi™ ||

CH,

|
COOH

Succinat

HC

I
COOH

Fumarat

FAD.H, + 1/20,+ 2Pi+ 2ADP = FAD + 2ATP + 3H,0
10. Piruvat — acetil-CoA — ciclul Krebs — lantul respirator

; e Numarul de NADH si Numarul de

Reactia catalizata de: FAD.H, ATP
Piruvatdehidrogenaza NADH 3ATP
[zocitratdehidrogenaza NADH 3ATP
o-cetoglutaratdehidro- NADH 3ATP
genaza
Succinattiokinaza Fosforilare la nivel de 1ATP

substrat
Succinatdehidrogenaza FAD.H, 2ATP
Malatdehidrogenaza NADH 3ATP
Numarul 4 NADH + FAD.H, 15ATP

11.

Substratele de oxidare Coeficientul P/O Nurg?rr;l)l ee
Izocitrat 3 3ATP
o-cetoglutarat 3 3ATP
Succinil~SCoA Fosforilare la nivel de 1 ATP

substrat
Succinat 2 2ATP
Malat 3 3ATP

Numarul total de ATP = 12ATP
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12. Calea lunga:

Glutamat\‘ ATP ATP

Izocitrat —%» NAD — FMN, FeS — CoQ — 2cit b, FeS, 2citc , —
ATP

Malat —2cit ¢ — cit aa, = 172 02

Se formeazd 3ATP, produsul final - H,0O

Calea medie: ATP ATP

Succinat — F?D — CoQ — 2cit b, FeS, 2citc .= 2cit ¢ — 2cit aas—%oz

Acid gras-CoA

Se formeazi 2ATP, produsul final — H,O

Calea scurta:

Glucoza - FMN — ?z

Acid gras-CoA — FAD

ATP-ul nu se formeaza, produsul final - H,0,, care la actiunea catalazei
se scindeazd in apa §i oxigen.

13. Omul adult cu greutatea de 70 kg consuma zilnic cca 2000 keal. Intrucit
eficacitatea transformarii energiei continute in produsele alimentare in energia
chimicd a ATP-ului constituie 50%, rezultd ca 1000 kcal se obtin pe seama
hidrolizei ATP -ului. Pentru a obtine aceasta cantitate de energie sunt necesare
in conditii standarde 1000:7,3 = 137 moli de ATP sau cca 62 kg de ATP (1 mol
de ATP constituie 507 g).

14. Modificarea energiei libere standard se calculeaza dupa ecuatia:

AG® = - nF AE’, unde: n - numarul de electroni transferati;
F - constanta Faraday (23062 cal/V);
AE - diferenta dintre potentialele redox
ale cuplului donor de electroni si acceptor
de electroni.

Cind o pereche de echivalenti reducitori este transferatd de la NADH

(E,”=-0,32 V) la oxigenul molecular (E'=+0,82V)
AG®=-2 23062 [0,82 - (- 0,322 )] =- 527000 cal ‘mol ' =
=-52,7 kcal . mol ' = - 238,48 klJ/mol

15.Pi + ADP & ATP +H,0;  AG®=+7,3 kcal/mol

In timpul migrarii unei perechi de electroni de la NADH la oxigenul
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molecular o parte din energia electronilor este inmagazinata in legaturile
macroenergice ale ATP - ului.

Ecuatia sumard a fosforildrii oxidative poate fi scrisa astfel:
NADH + H* +3ADP +3Pi+ 203 =NAD" + 4H20 + 3ATP
Aceasta ecuatie poate fi scindata in doua ecuatii:

2H" + 1/2 O, — H,O (reactie exergonica) ; AG® = - 52,7 kcal/mol
3ADP + 3Pi — 3ATP + 3H,0 (reactie endergonica);
AG°=3x7,3=21,9 kcal/mol
Deci, randamentul fosforildrii oxidative va fi: 2;;2{(;& =40%
16. a) COOH COOH

| + FAD'" -FAD.H, |

CH, Succinatdehidrogenaza~ CH

| |
CH, H

| |
COOH COOH
Succinat Fumarat

b) Succinil -CoA + Pi + GDP— Succinat + GTP + HS-CoA
GTP + ADP » GDP + ATP

Formarea de ATP prin fosforilarea ADP-ului cu un fosfat organic poarta
numele de fosforilare la nivel de substrat pentru a nu fi confundata cu
fosforilarea oxidativa legata de lantul respirator.

17. Malonatul este inhibitorul competitiv al succinatdehidrogenazei,
deoarece este analogul structural al succinatului:

a) Succinat + FAD' » Fumarat + FADH,

succinatdehidrogenaza

Reactia este blocati si se acumuleaza succinatul.

b) Succinatul se acumuleaza din cauza inhibitiei competitive a succinatde-
hidrogenazei (structura succinatului - vezi problema 16.).

c¢) Consumul de oxigen se intrerupe, deoarece se blocheaza ciclul Krebs

care este furnizor de hidrogen sub forma de NADH si FAD'H, pentru
lantul respirator;
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d) Inhibitia succinatdehidrogenazei poate fi inlaturata prin adaugarea
substratului succinatdehidrogenazei (succinat) sau altei substante de oxidare
aciclului Krebs (malat, izocitrat, o - cetoglutarat).

18. a) Consumul de oxigen serveste ca masura a activitatii primelor
doua etape ale respiratiei celulare - glicolizei si ciclului acizilor tricarboxilici.
Adaugarea oxalilacetatului sau malatului stimuleaza respiratia.

b) Oxalilacetatul (sau malatul) adaugat indeplineste rolul de catalizator in
ciclul Krebs, fiindca in ultima etapa a ciclului el regenereaza.

19. Fosforilarea oxidativa necesita:

1. Integritatea membranei interne mitocondriale. Deteriorarea membranei
(rupturi, fisuri) determina disfunctia dintre respiratie si sinteza de ATP
(transportul de electroni decurge normal dar nu are loc sinteza de ATP).

2. Membrana mitocondriala interna este impermeabila pentru ionii H',
OH-, K", CI'. Dacd membrana devine permiabila pentru acesti ioni, atunci
fosforilarea oxidativd nu are loc (agentii decuplanti maresc considerabil
permeabilitatea membranei interne pentru ionii H' si este anulat gradientul
de protoni ai membranei interne).

20.1. Energia eliberatd in reactiile de oxidare din lantul respirator al
mitocondriilor tesutului adipos brun se degaja in mediu sub forma de caldura
pentru mentinerea temperaturii corpului la nou-nascuti.

2. Mecanismele care explicid micsorarea citului P/O:

e decuplarea fosforilarii oxidative;

e consum ridicat de ATP;

e mai putin de 3 locuri de fosforilare.



