cAaPITOLUL . BIOENERGETICA

ASPECTE GENERALE

Intreaga biosferd desfdsoard o luptd continua pentru mentinerea structurii
proprii sia functiilor inerente acestora. Pentru a exista §ia supravietui, organis-
mele vii se afla intr-un schimb permanent de energie cu mediul inconjurator.

Energia chimici a substantelor nutritive, dupa transformarea ei intr-o forma
convenabild, este utilizat pentru efectuarea de travalii specifice vietii - crestere, reparatii
tisulare, activitate contractivi, osmoticad. Organismele vii poseda dispozitive de
transformare a energiei, deosebit de subtile si eficiente.

Care sunt legile fundamentale ce guverneaza procesele insotite de schimbéri
energetice? Stiinta care studiaza transformarile si utilizarea energiei se numeste
bioenergetica. Obiectul ei de studiu sunt sistemele termodinamice care constituie porfiuni
din Univers, separate real sau imaginar. Ceea ce nu face parte din sistemul considerat
(restul Universului), constituie mediul inconjuritor. Intre un sistem si mediul inconjurdtor
se efectueaza schimburi de energie. Ca sisteme termodinamice pot fi cercetate (in
cadrul schimbului de energie) atit indivizii unei specii, celulele izolate, citsireactiile
biochimice. Organismele vii sunt sisteme deschise, traversate de un flux de energie si
materie, adica o data cu mediul inconjuréator se schimba atit substanta, cit si energia.

Termodinamica clasica studiaza sisteme inchise (nu pierd si nu cistiga nimic 1n cazul
transformarilor ce le suferd). Legile termodinamicii (TD) sunt deduse din doud principii
fundamentale:

1. Principiul conservarii energiei constain faptul ca energia Universului este
constanta. Energia nu poate fi creata si nici distrusa, e posibila doar transformarea
eidintr-o formd in alta in cantititi echivalente, energia nu se pierde.

2. Principiul evolutiei stabileste posibilitatea si sensul transformarilor insotite de
schimburi de energie. Procesele asociate de transfer de energie se desfisoara de la
sine numai intr-o directie $1 numai pina la o anumita limita (de exemplu, caderea unui
corp; revenirea la initial a unui arc intins etc).

Care este factorul ce determina spontaneitatea unei transformari, de ce la
o anumitd limita procesul inceteaza?

Putem prevedea sensul si limita desfasurarii libere a unui proces cu ajutorul
entropiei (S), definita ca grad de dezordine a unui sistem. Ea reprezintd miscarea
dezordonata, haotica a particulelor, atomilor care alcatuiesc acest sistem. Cu cit
libertatea de migcare a acestor particule este mai mare, au o distributie mai dezor-
donata, cu atit entropia sistemului este mai mare. Moleculele organice complexe,
proteinele, acizii nucleici sunt compusi cu entropii mici. Celulele vii,
organismele pluricelulare sunt de asemenea sisteme naturale cu entropii dintre
cele mai mici.

Principiul al doilea al termodinamicii atestd cd entropia Universului creste.
rdinea se poate transforma spontan in dezordine. Insa procesul invers — diminuarea
ezordinil — nu poate avea loc decit dacd sistemul absoarbe energie din mediu si
iminueaza entropia. Ultima(S) poate fi masurata (in calorii /grad/ mol.). Modificirile
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entropiei sunt greu de evaluat, de apreciat, in foarte multe cazuri. S-a definit o alta
functie termodinamica legata de entropie, care serveste drept criteriu de manifes-
tare liberd a proceselor — energia libera.

Totalitatea factorilor (nucleul, electronii, rotatia, translatia, legdaturile)
determina energia internd (E) asistemului. Energia internd a substantelor simple nu
se supune calculelor sau masurarilor. Termodinamica opereaza cu valori ale modificarilor
in cursul unor transformari pe care le suporta sistemul.

Avind in vedere cé reactiile biochimice au loc in solutii apoase, in care variatiile de
volum, presiune, T sunt neglijate in cursul transformarilor, in bioenergie pot fi efectuate
diferite simplificari ale modului de evaluare a schimbarilor energetice si sensului in
care transformarea poate decurge liber, spontan. In reactiile biochimice efectuate in
conditiile sus-numite, modificarile energetice sunt datorate exclusiv unor transformari
intrinseciale sistemului: formare sau desfacere de legaturi covalente, transfer de electroni,
schimb de protoni, interactiuni hidrofobe, formare de asociatii intermoleculare etc.

Daci in starea initiald sistemul a avut o valoare energeticd egald cu E, siin final cu
E,, apoidiferenta E, - E, = AE indicd variatia energiei interne a sistemului, modificarile
energetice totale ce insotesc acest proces. Daci AE este negativa, sistemul are energie
interna, In final, mai mica. Daca AE are valoare pozitiva, sistemul capteaza energie din
mediu, in decursul transformarilor.

O portiune din energia interna depinde de entropie si atesta produsul ei (S) si
temperatura absolutd (ST), aceasta fiind componenta energetica ce nu poate fi
transformata in travaliu, in lucru util (la T constantd). Un anumit lucru inseamna o
migcare ordonatd, iar factorul TS este o energie de calitate inferioard, o energie degradata
a sistemului. Componenta energiei sistemului, convertibila in [ucrul util (la T’
constanta) poarta denumirea de energie libera (G). E = G + TS. Rezulta ca
variatia energiei interne (AE) intr-o reactie este determinata de variatiile energiei sale
libere (AG) si de variatiile entropiel (AS):

AE = AG + TAS.

Reactiile au loc spontan, cind entropia sistemului in stare finald este mai mare, respectiv
energia sa liberd scade. Orice reactie chimica sau proces are loc in sensul in care
energia liberd a sistemului diminueaza capacitatea sa de a efectua travaliul. Forta
motrice a reactiilor este tendinta sistemului atit de a-gi spori gradul de dezordine, cit si
de a-si reduce continutul de energie liberd, ordonata.

Energia liberda a unui compus depinde de cantitatea de substanta, ceea ce
constituie o valoare extensiva. Energia a 2 molecule este de 2 ori mai mare decit a unei
singure molecule. Energia libera este o marime aditiva: G, =G, +G, +G_.

Variatia energiei libere intr-o reactie in care un mol reactant s-a transformat
intr-un mol rezultant — fiecare in stare standard — poarta denumirea de energie
liberd de reactia standard si se noteaza cu AG’. Ea se calculeaza conform formulei:

(1) AG’=-2303xRxTxlIgK; =-1,36 x1gK
- constanta gazulul = 1, cal/mol, T = °K).
(R lui = 1,987 cal/mol, T = 298°K
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Daca: 1)Keq= 1, atunci AG"=0;
2)Keq>1, AG" este negativ;
3)Keq<1, AG esteo valoare pozitiva.
Keq = 10", AG"=1,36; Keq =10, AG"=-1,36.
Spre exemplu: in amestecul echilibrat G-1-P === G-6-P concentratiile sunt egale
respectiv, cu Keq, = 0,001(ImM) si Keq, = 0,019 (19 mM).
0,019
Keq = =19; 1g19=1.28.
0,001
AG°=-1,36x 1,28 =- 1,74 kcal/mol.
in concluzie, transformarile G-1-P in G-6-P la concentratii initiale de 1,0 mol decurg
cu pierderea energiei libere.
Formula precedenta (1) ne permite s determinadm constanta reactiilor in conditii
standard (2):
lg Keq = 104G/ 23053RT) =1 ()-AGe /136 Pyaca AG°= - 1,36 kcal/mol, apoi Keq=10.
Asadar, energia libera standard s1 constanta de echilibru a reactiei sunt legate printr-
o formula simpla. Corelatiile dintre constanta de echilibru si valorile modificarilor energiei
libere standard ale reactiilor chimice la T =25°C sunt redate in tabelul de mai jos:

Keq AGO, kcal/mol K'eq GO, kcal/mol
107 6,82 10 -1,36

10°* 5,46 102 275

10-3 4,09 103 4,06

10-2 273 10 -5,46

10-! 1,36 105 582

1 0

Valorile modificérilor energiet libere standard caracteristice unor reactii chimice sunt
urmatoarele:

ATP + H,0 —» ADP + Fosfat A G°=-7,3 kcal/mol
Glucozo-6-fosfat + H,O —» Glucoza + Fosfat A G°=-3,3 kcal/mol
Maltoza + H,O — = 2Glucoza A G°=-3,7 kcal/mol
Lactoza+H,0O —» Glucoza + Galactoza A G°=-3,8 kcal/mol
Glucozo-1-fosfat —= Glucozo-6-fosfat A G°=-1,74 kcal/mol
Fructozo-6-fosfat — = Glucozo-6-fosfat A G°*=-0,40 kecal/mol
Malat —» Fumarat + H,0 A G°=+0,75kcal/mol
Glucoza + 60, — 6CO, + 6H,0 A G°=-686 kcal/mol
Acid palmitic + 230, —» 16CO,+16 H,0 A G°=-2338kcal/mol

Studiind biochimia, ar trebui s rezolvim doud probleme principale: 1)In ce
mod celula receptioneaza energia si capacitatea reducatoare din mediul ambiant i 2)
Cum celulele sintetizeaza blocurile de constructie —baza macromoleculelor?

In general, aceste procese au loc datorita prezentei unor sisteme superintegrate de
reactil chimice denumite metabolism.
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METABOLISMUL

Metabolismul este o activitate celulara concordata, determinata de participarea
multor sisteme multienzimatice strins legate intre ele.

Care sunt functiile metabolismului?

1. Aprovizionarea cu energie chimicd, care se formeaza la scindarea substantelor
nutritive bogate In energie sau ca urmare a transformarii energiei radiatiei solare.

2. Transformarea moleculelor substantelor nutritive in blocuri de constructie necesare
pentru sinteza macromoleculelor.

3. Asamblarea proteinelor, acizilor nucleici, polizaharidelor, lipidelor si a altor
componenti celulari din aceste blocuri.

4. Sinteza i catabolismul biomoleculelor necesare pentru activitatea specificd a
diferitelor celule.

Un organism simplu ca E.coli produce cel putin o mie de reactii chimice diferite.
Sistematizarea lor la prima vedere pare imposibild, dar la o analiza mai profunda se
dovedeste a fi mult mai simpla — metabolismul reprezintd un sistem coordonat cu
motivatii comune. Numarul de reactii in metabolism e mare, dar numarul de tipuri
de reactii e relativ mic.

Rolul primordial in toate formele vietii ii apartine unui grup de molecule, numa-
rul total al cdrora nu depaseste 100. De remarcat ¢ existd mecanisme comune ale
reactiilor cdilor metabolice. Cu alte cuvinte, caile metabolice centrale sunt reduse si
identice aproape la toate vietuitoarele.

In procesul metabolismului o parte din energia captata se pierde, iar cantitatea
energiei neutilizate creste. Caldura si alte forme de energie se emana in mediul
exterior, trec intr-o forma nesistematizata si inutild pentru organismele vii. Torentul
de energie in biosferd e un proces directionat, neciclic, cheltuindu-se o energie
anumitd pentru activitatea in caile metabolice, deoarece energia utilizabila nu poate
fi regeneratd din cea inaccesibild, disipatd. Sidacaelementele C, O, aurotatiile lor,
sunt antrenate in cicluri noti, atunci energia utila degradeaza incontinuu, se transforma in
una inutila.

Fiecare tip de celule se caracterizeaza printr-o solicitare specifica de sursele
0,,N, C, citsgide surse corespunzatoare de energie. Metabolismul celular e un sistem
de modificari fermentative ale substantelor si energiei provenite din produsele initiale
sipind la biosinteza materiei vii. Produsele intermediare a cailor metabolice sunt
numite metaboliti.

La diferite etape au loc modificari chimice neesentiale — aditia, deletia, transferul
atomilor, moleculelor, grupelor functionale. [n urma acestor modificari reglementate pe
etape, molecula initiald se transformain metabolitul rezultant. Unele cai metabolice
se expun liniar, altele ciclic.

De obicei, cdile metabolice au diferite ramificari, de unde circula produsele
reactiilor. Intr-un sens mai ingust, prin metabolism se subinteleg transformarile
substantelor in celula de la momentul initial pind la formarea produselor finale.
Evidentiem doua faze ale metabolismului — catabolism si anabolism.
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Catabolismul constituie faza degradari compusilor preluati din exterior, a propriilor
constituenti ca rezerve —la compusi simpli. Procesele catabolice sunt insotite de
degajarca energiei libere, incadraté in structura complexa a substantelor organice. La
0 anumitd etapa a procesului energia libera se acumuleaza pe durata scurtd gratie
reactiilor fermentative cuplate in forma macroergica — ATP. Poate fi acumulata si in
intermediari (o parte) bogati in energie — atomii de hidrogen ai coenzimei NADP in stare
redusa NADPH.

Anabolismul sau biosinteza este faza procesului de sinteza a diversilor com-
pusi organici (proteine, acizi nucleici si alte blocuri macromoleculare) constituiti
din mici blocuri de constructie. Procesul necesita utilizarea energiei libere. Drept
sursa serveste scindarea ATP. Biosinteza solicita si atomi de H, donatori fiind NADPH.

Catabolismul si anabolismul decurg simultan in celule, insa viteza lor se reglea-
za independent. Hans Krebs a descris trei etape de generare a energiei la oxidarea
substantelor nutritive. Aceste cdi catabolice jonctioneaza, converg, dind nastere
unui numar redus de metaboliti.

Etapele catabolismului aerob sunt urmatoarele:

a) Macromoleculele alimentelor se scindeaza in componente mici: proteinele in 20
aminoacizi, polizaharidele —in hexoze si pentoze, lipidele — in acizi grasi si glicerina.
La aceasta etapa nu are loc eliminarea energiei biologice utile.

b) in faza a doua, din moleculele primei faze (numeroase) se formeazi citeva
componente simple, ce joaca un rol primordial in structura metabolismului, si anume
piruvatul —un compus intermediar, ce se transforma in component acil al acetil-
coenzimei A, ultimul incheind etapa a doua.

¢)Inetapaa treia, gratie ciclului acizilor tricarbonici si fosforilarii oxidative, ce
finalizeaza caile de oxidare amoleculelor nutritive, se formeaza H,0, CO,, NH,
(sau alte substante azotoase). Generarea energiel are loc, mai cu seama, la aceasta
etapa. Caile catabolice, in fine, fuzioneaza fenomenul de convergenta.

Anabolismul decurge la fel in trei etape, incepind cu moleculele mici de
precursori. Spre deosebire de catabolism, caile metabolice la anabolism se ramifica
(fenomen de divergenta). Dintr-un numar mic de precursori se formeaza, in final,
un complex de macromolecule de structura vasta.

Caile centrale contin multe ramificari, facilitind astfel sintetizarea a sute de com-
ponente, reactiile biochimice fiind catalizate de sisteme multienzimatice. Succesiu-
nea modificérilor chimice in aceste cdi este in principiu  identicd la toate
organismele vii. De exemplu, scindarea glucozei decurge in acelasi mod la toate
organismele.

Coincide oare directia cailor catabolice si celor anabolice?

Datele confirma ca ea nu este identica. Or, acest factor e favorabil celulei?

Exista cauze serioase ce determind necoincidenta cdilor metabolice:

1. Calea de scindare a biomoleculei poate fi incompatibila cu cea de biosinteza
din considerente energetice (e clar, dacd procedam in analogie cu caderea unei
pietre de pe munte si intentia de a o urca in virful lui). Calea de biosinteza necesita
energie suplimentar, cheltuieli enorme.
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2. Neidentitatea consta si in faptul ca succesiunea reactiilor trebuie reglaté separat.
Daca ar exista aceeasi cale, ar avea loc o simpla inversare a succesiunilor de reactii.
Inhibarea catabolismului ar conduce si la inhibarea proceselor anabolice. Pentru ca
sinteza i scindarea unei molecule sa fie reglate independent, aceste cai trebuie sd
fie diferite. Daca, insa, poseda faze fermentative comune, apoi viteza procesului
este reglata de acele enzime care in cadrul succesiunii reactiilor cailor contrare nu
participa.

3. Este exclusa identitatea i din motivul ca difera (cele antidirectionale) 1 dupa
localizare (catabolismul acizilor grast are loc In mitocondrii — biosinteza lor in citozol.
In aceste structuri este situat un complet de enzime specifice).

Nefiind identice, cdile mentionate sunt legate prin etapa a I1I-a ce include ciclul
acizilor tricarboxilici si fosforilarea oxidativa. Aceastd etapd e numitd faza
amfibolica a metabolismului, indeplinind un rol bifunctional. Catabolismul finalizeaza
cu scindarea si formarea moleculelor relativ mici; anabolismul furnizeaza molecule
mici — precursorii biosintezei.

Ciclul ATP. Reactiile metabolice sunt indispensabile, constituind o retea de reactii
fermentative corelate necesitdtilor urgente ale celuler; decurg foarte econom, cu
minimum consum energetic. Inprocesul de oxidare se elimina o cantitate enorma de
energie nevalorificatd, utilizata ulterior pentru indeplinirea unui lucru la T si P constante.
Ea se fixeaza si se conserveaza. Energia termicd e necesard pentru mentinerea T
constante a corpului. Sistemul universal de transfer al energiei in toate celulele vii este
ATP - ADP si P.. O mare parte a energiei libere se pastreaza in baza sintezei cuplate a
ATPdin ADPsiP..

Energia chimica incorporata in ATP este utilizata drept:

1. Sursa de energie in migcare, contractie si transfer de ingredienti prin membra-
ne contra gradientului de concentratie etc.

2. Sursa de energie in biosinteza. Sub actiunea enzimelor respective fosforul (P)
terminal este transferat moleculelor mici, activindu-le si folosindu-le ulterior Ia asamblarea
macromoleculelor.

3. Mobilizator al mecanismelor fine ce determina transmiterea informatiei genetice.

In reactiile cuplate cu utilizarea energiei celulare ADP se incarca. ATP joaca
rolul de expeditor al energiel §icupleaza procesele active, cu eliminarea si utilizarea
energiel.

NH,
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Fiind depistatd ATP in extractul din mugchii scheletali, in 1929, de catre
K.Lohmann (Germania) si C.Fiske, si J.Subbarow (SUA), abiain 1941, Fritz Lip-
mann a Tnaintat conceptul care prevedea existenta in celula a ATP - ciclului, in care
ATP joaca principalul si universalul rol de remitator al energiei chimice. Prezenta ATP,
ADP, AMP este determinata la toate vietatile si indeplinesc aceleasi functii. Se contin
in toate compartimentele celulei, cota ATP fiind 80% din continutul total.

La hidroliza ATP, in conditii standard, se elimina energie:

ATP+HOH == ADP+P, +H" +7,6 kcal/mol

ATP+HOH == AMP,+ PP +H* + 7,6 kcal/mol

PP+HOH == 2P + H+ 6, 9kcal/mol (dupa alte date (-7,3-8,0)kcal/mol)

ATP+2HOH =~ AMP+ 2P+ H* + 14,6 kcal/mol

FEnergia liberd constituie diferenta dintre energia liberd a substantelor initiale si
cea a produselor rezultante in conditii standard ( T =298°K, P = latm., concentratie
= 1,0 mol, pH = 7,0). Se noteaza prin AG® — in cal/mol sau J (joule);
lcal = 4,184 ] si se calculeaza conform ecuatiei descrise mai sus.

ATP este principalul donator al energiei libere in sistemele biologice, ceea ce nu
egaleaza cu forma de rezervi a energiei. In celuld molecula de ATP se utilizeazi timp de
un minut dupd sinteza sa. Omul in repaus utilizeaza in 24 ore circa 40 kg de ATP; la
exercitii intensive viteza utilizarii de ATP ajunge la 0,5 kg/min. Turatia ATP e foarte
mare.

Unele reactii biosintetice sunt initiate de catre alte nucleotide, in care GTP, UTP, CTP
servesc drept furnizori de energie.

La hidroliza unor compusi fosforilati se elimind mai multa energie libera decit la
scindarea in conditii standard a ATPului:

Jfosfoenolpiruvatul - 14,8 kcal/mol
carbamoilfosfatul - 12,3 kcal/mol
3-fosfogliceroilfosfatul - 11,8 kcal/mol
creatinfosfatul - 10,3 kcal/mol
acilfosfatul - 10,3 kcal/mol
ATP, ADP ocupa o pozitie intermediara, care are o importanta primordiald pentru
functiile lor biologice - 7,6 kcal/mol.
AMP - 3,4 kcal/mol
G-1-P - 5,0 keal/mol
G-6-P - 3,3 kcal/mol
F-6-P - 3,8 kcal/mol
GA-3-P - 2,2 kcal/mol

Ocupind acest loc in scara termodinamicd, ATP serveste la remiterca grupelor fosfat
de la substantele supermacroergice la acceptorii de fosfat, compusii cérora se
caracterizeaza prin valori mici de aG° la hidrolizd. In procesele de catabolism se
formeaza substante supermacroergice (X - P). Cu ajutorul enzimelor specifice din grupa
kinazelor grupa fosfat este transferata la ADP, cu formarea ATP.

X-P+ADP o X4+ ATP
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La etapa a doua, o alta kinaza specifica transferd P terminal din ATP pe molecula
acceptorului de fosfat (Y), marind energia Iui.

AIP+Y - ADP+Y-P

ATP indeplineste functia de remitator al energiei chimice, deoarece celula nu contine
kinaze specifice, ce ar transfera grupa fosfat de la substantele supermacroergice la
acceptori.

Ce particularitati determina molecula de ATP, la hidroliza fosfatului terminal,
sa elimine energie? '

Efectul e determinat de trei factori structurali:

1) gradul de disociatie a ATP si a produselor hidrolizei la pH = 7,0

ATP*+HOH —» ADP*+HPO/>+H'

— ionii de hidrogen deplaseaza reactia de hidroliza spre dreapta;

2) repulsia electrostatica: cele 4 sarcini negative sunt situate foarte aproape in spatiu
—lahidroliza ATP tensiunea intramoleculara scade, produsele reactiei poseda sarcina
negativa, se resping reciproc si nu pot forma molecula de ATP;

3) gradul de stabilitate, cu rezonanta mai mare a ADP +P decit pentru ATP; primele
au forme structurale mult mai stabile. Stabilitatea e determinata de faptul ca o parte
din electroni sunt dispusi in configuratii cu energie mult mai mica decit in configuratiile
caracteristice pentru ATP. Cu alte cuvinte, electronii in ADP si P, se situeazi la niveluri
energetice mai joase siconduc la micgorarea rezervei de energie libera,

4) prezenta ionilor de Mg™ — afinitatea ADP de Mg™, este de 6 ori mai mare decit
a ATP, reactia de hidroliza este “impinsa” spre formarea ADP siP..

Energia nu se afla in legaturd macroergica si contrar se utilizeaza pentru scindarea ei.
La hidroliza esterilor acidului fosforic energia este conditionata nu de ruperea legaturii,
dar de reducerea energiei din produsele initiale. Sistemul de generare a ATP in celula
mentine raportul ATP/ADP x P lanivel inalt—circa 500. Hidroliza uneimolecule de ATP
deplaseaza raportul concentratiei produselor la concentratia substantelor initiale in
reactiile cuplate = 10® ori. Succesiunea de reactii imposibile, din punct de vedere
termodmamic, devine posibila, se realizeaza prin cuplarea hidrolizel unui numar mare de
molecule de ATP.

De exemplu: AG® transformarii substantei A in B este egala cu 4 kcal/mol.

Astfel de transformare devine imposibila farda surplus de energie. Fiind
Keq=10 Aoz, obtinem K egald cu 1,15 x 107, adica, daca relatia molara e egala
sau mai mare decit 1,15 x 10, substanta A nu poate fi spontan transformata in B.

Acest lucru va fi posibil numai daca reactia se va cupla cu hidroliza ATP.

A+ATP+H,0 == B+ADP+P +H"
AG =-73+4=-33kcal
Keq = 10" = 267 x 10~
[B] [ADP][P,]
Keq=— x——=267x 102
[A]  [ATP]
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[B] [ATP]
—=Keq——=(2,67x10?)x 500=1,34 x 10°.
[A]  [ADP][P,]

Aceastainseamna ca hidroliza ATP asigura posibilitatea transformarii A —= B
atita timp, cit raportul B/A va atinge valoarea 1,34 x 10°. Fara ATP, valoarea e egald cu
1,15x 107 ; hidroliza ATP modifica raportul B/A aproximativ de 10® ori.

La utilizarea a doua grupe fosfat se formeaza AMP, care se reintoarce in ciclu sub
actiunea unei enzime prezente in toate tesuturile - adenilatkinaza.

Mg**
ATP+AMP —= ADP+ADP.

Enzimaare si functia de a mentine ATP in celule, cind reactia catalizata va decurge
in directie inversa.

Metabolismul celular e bazat pe o economie maximad. Viteza metabolismului e
determinata de necesitatile in ATP si NADPH. Celula utilizeaza lamoment acea cantitate
de substante nutritive, care-1 permite satisfacerea necesitatilor energetice, precum si
vitezade sintezd a blocurilor de constructie simacromoleculelor celulare.
Substantele din multe organisme i plante nutritive trec inrezerva si servesc drept surse
de energie side carbon (glucidele, lipidele), cu exceptia proteinelor si acizilor
nucleici.

Procesele catabolice sunt foarte sensibile si reactioneaza fin la modificarile si
necesitatile energetice ale celulei. La musca domestica, bundoard, utilizarea O, i a
surselor celulare in timpul zborului in decurs de 1 sec. creste de 100 ori.



MECANISMELE DE REGLARE ALE METABOLISMULUI
Mecanismul cardinal este indispensabil de efectul enzimelor alosterice. In calitate
de inhibitor serveste ATP, iar de modulator pozitiv — ADP si AMP. Pot participa si alte
rezultante finale sau intermediare ale altor cai metabolice.
Multe reactii sunt reglate de starea energeticd a celulei. Indicatorul ei e sarcina
energetica care se determind: (ATP — contine doua legéturi anhidrice, ADP —una):
Viteza
[ATP] + 1/2[ADP]
[ATP]+[ADP]+[AMP]

Se=

Generarea energiel

Valoarea oscileaza de la 0 (in sistem numai
AMP) la1 (numai ATP). Daniel Atkinson a
demonstrat ca toate cdile metabolice, res-
ponsabile de sinteza ATP, sunt inhibate de sar-
cina energetica inaltd, pe cind caile de utilizare
ale ATP sunt simultan stimulate (fig.3.1).
Reglarea mentine sarcina energetica ca si pH- .
ul celulei in oscilatii limitate (0,80-0,95). 0 025 0,5 0,75 1,0

Un indicereglator al metabolismului celular Sarcina energeticd
e poten ;ia. Iul fOS fO.”I' IGrii — PF. Ele d epen- Figura 3.1. Reglarea metabolismului
dent de fosforul compartimental si € direct de-
pendent de energia libera degajata la scindarea ATP:

[ATP]

PF=— =500,
[ADP] x [P]

Utilizarea energiei

Mecanismele ce regleaza metabolismul sunt dependente de hormonii care accele-
reaza activitatea enzimelor (adaptare imediata) sau de viteza sintezei enzimelor (adaptare
de lunga duratd), respectiv, adrenalina si steroizii.

Sunt mecanisme legate de modificarile concentratiei enzimelor in celuld, determinata
de relatiile sinteza-scindare. Inductia enzimatica conditionata de concentratia substantelor
participa activ la reglarea metabolica (vezi cap. I).

Distingem si metabolism secundar, care isi are functia sa aparte la formarea
substantelor specifice necesare celuleiin cantitati mult mai mici — coenzime, hormoni.
Sute de biomolecule absolut specifice se produc in aceste cai metabolice, studiate
insuficient pina in prezent.

Toate animalele si celulele plantelor, in conditii normale, sunt aerobe si combustibilul
lor organic si-1 oxideaza complet pind la CO, si H,O. Energia biologic libera accesibila
este eliminatd din substante organice numai in cazul in care toti atomii de hidrogen,
legati de atomii de carbon din molecula, vor fi substituiti de oxigen, formind CO..
Cantitatea de energie liber, ce se elimini la arderea totald a oricarei substante
organice, € aproximativ proportionala cu raportul dintre numarul de atomi de hidrogen
legati de carbon i numarul total al atomilor de carbon: CH, (4); CH,OH(3); CHOH(1);
CH,0(2); CO,(0).
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DECARBOXILAREA OXIDATIVA A PIRUVATULUI

Procesul de respiratie studiat in biochimie se referd la mecanismele moleculare de
utilizare a O, si formarea CO, in celule. Unul din produsele principale ale procesului de
catabolism este piruvatul (la scindarea glucozet, in primul rind). Dupa transformarea
sa in acetil-CoA, va fi utilizat in ciclul acizilor tricarboxilici (ciclul Krebs sau ciclul
acidului citric) —etapa finala de oxidare a moleculelor substantelor nutritive.

In ce consta procesul de oxidare a piruvatului in acetil-CoA?

Cum se scindeaza alte molecule pind la formarea acetil-CoA se va studia in alte teme.
Piruvatul se oxideaza pina la acetil-CoA §1 CO,, cu participarea mai multor enzime
unite structural in complexul piruvat-dehidrogenazic. Sistemul multienzimatic in cadrul
eucariotelor se afla in mitocondrii, al procariotelor —in citozol, catalizind urmatoarea
reactie sumara;

CI‘I3 CI:HB
(I;f;_cooﬂ + NAD" + CoA-SH —-—(”:~sc0A+ H" + NADH + CO,
0 (-8 kealimol )

In procesul comun de dehidrogenare si decarboxilare a piruvatului se includ
diferite enzime: E -piruvat-dehidrogenaza, E,-dihidrolipoil-transacetilaza i E.-
dihidrolipoil- dehrdrogenaza, K-E, kinaza specifica, F-fosfo- E fosfataza, X- protema
ligandinE..

Participé, dealtfel, si5 coenzime —TPP - tiaminpirofosfatul (E ), FAD, NAD", CoA-
SH(E,), acidul lipoic (E,). Cu alte cuvinte, pentru functionarea acestui sistem multienzimatic
sunt necesare 4 vitamine — B , B,, PP, acidul pantotenic si acidul lipoic.

Lister Rid, savant de la Universitatea din Texas, a cercetat minutios acest complex
la E.coli, stabilind ca e compus din 48 de lanturi polipeptidice, neesential depasind
arimea unui ribozom. Nucleul il ocupd E, (transacetilaza), E, si E, se leaga in exterior
enucleu. Lanturile polipeptidice sunt consolidate de forte necovalente. La pH alcalin
u neutru, in prezenta ureei, complexul disociaza in componentele sale. Complexul
ativ enzimatic se formeaza prin autoasamblare.
Fiind un complex multienzimatic, actualmente se confirma cé in centru (nucleu) se
 componenta E, alcatuitd din o, —monomeri aranjati la suprafata lui; in anumite
roportii E (0,3, - - tetramer), E, (a homodimer), K (a.,B, - heterodimer) si F —(cof8
heterodlmer) Protema X (a—monomer) are o aranjare nestablla la moment — posibil
upd o pozitie integrald in autoasamblarea complexului sau se atageaza periferic dupa
amblare. De altfel, recent s-a constatat, ¢d laun complex structural stabil revin 60
mponente E,, 20-30 molecule E , 6 molecule E,, 12 molecule proteina X, 3-15
olecule K 1 mai mult de 3 molecule de fosfataza (P) Proteina X ¢ un component
ipoil auxiliar, ce participa la transferul electronilor.
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Complexul determina o cataliza coordonata, in care produsele intermediare sunt
fixate rigid de el, iar formarea produselor auxiliare fiind redusa la minim. Ea accelereaza
viteza reactiel, exclude hazardul coleziunii substantelor cu enzimele respective potential
existente in stare libera. Produsele intermediare se permuta de pe un centrul activ (CA)
pe altul - de grupe prostetice E, (grupa lipoamidica). Acidul lipoic se atageaza de grupa
aminicd a restului de lizina din E.. In fiecare lant polipeptidic, la 2 resturi de acid lipoic se
atageazi 2 resturi de lizind, ce realizeaza un brat flexibil de aproximativ 14 A. Acest brat
efectueaza o miscare tur-retur intre grupele prostetice ale sistemului multienzimatic.

CH, NH
#T N .
H,C CH—CH,—(CH,),—CH,— C=—N—CH,—(CH,);—
N / , :
e oxidat ‘H T CO
Acidul lipoic Lizina :
: |
/CH tlt) l zler
H,C _CH—CH,—(CH,);—CH;— O 1|\I—CH2—(CH2)3—
S—=S redus H CO
(H) " (H) :

Componentii lipoamidici interactioneaza. Sarcina lor in procesul de modificari in ciclu
se schimba de la 0-1 pindla2, la o ionizare completa a grupelor sulfhidrilice. Anume
modificarile de sarcind reprezinta forta motrice a migcarii coordonate a grupet lipoice.

Procesul decurge pe etape. In etapa I piruvatul aditioneaza la TPP, dupa care are loc
decarboxilarea lui. Este catalizatd reactia de E,, rolul hotaritor revenind particularitatilor
TPP — exponentul acid al atomului C aranjat, ionizeaza intre atomii N si S ai inelului
tiazolic, el formind un carbanion, ugor aditionind la grupa carbonil a piruvatului.

H
o b |
N A ‘ T-CH N | .
Ho—\ (|: =C—CH;—~CH;—~0~F—0—P—0
TPP  CH, 0O o0

Azotul cu sarcina pozitiva (+) aditioneaza electroni, stabilizind constituirea sarcinii
negative necesara decarboxilarii. Protonarea formeaza hidroxietiltiamino pirofosfatul.
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R CH 0" o R CHj
CO0" L ey
e + C/ ‘ L-::u HO—C-C “ =
CH; | CH;3 1 CO,
Rl Rl
Piruvat Carbanion - TPP Produs intermediar
e p A
/Nlc ~ N=C A i /NLC
- / LR
HO—C—C{ | Ho—(‘::c/ld | =% HO—C\Q\ |
Lo o + '-S_
CHs T oy CH; |
R] R] Rl
Forme rezonante ] Hidroxietil - TPP

In etapa urmétoare grupa hidroxietilici legati de TPP se oxideazi o dati cu formarea
acetil radical si simultan se permuta pe lipoamid. Ca oxidant serveste grupa disulfidica,
care setransformdin sulfhidrilica. Reactia ¢ catalizatd de E, (dihidrolipoil transacetilaza)
cu formarea acetillipoamidei.

R CH; CHs R GG
|| 0
CH; OH N"C CH;—8~C=0 N_C
4 ., 7 ] E -/
HaC + -(|:—c\ 3 HC + € H
CH—S 5—C CH—SH S—C
| CHs | | |
R, R, R, R,
Lipoamid Hidroxietil - TPP Acetillipoamid Carbanion - TPP

(forma ionizatd)

La etapa a ITl-a grupa acetil se translocheaza pe CoA, formind acetil-CoA. Procesul
catalizat similar de E , translocarea fiind insotitd de mentinerea legaturii macroergice
lloesterice.
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— G O —SH
_CH,;~S~C=0 CH,

HyC CH, + HS-CoA % B, + H;C—C~ SCoA
CH—SH (|JH—~SH j:l)
|
R, R, .
Acetillipoamid Dihidrolipoamid Acetil-CoA

Inetapa a IV-aare loc regenerarea formei oxidate a lipoamidei. Reactia e catalizati
de E, Oxidantul e NAD", sirolul prostetic ii revine FAD.

Fom /_\ By

FAD E; FADH,  H,C
S .
(le—SH (|3H—S
Ry B
Dihidrolipoamid NADH+H" NAD" Lipoamid

Procesul e ireversibil, avind aG°=-8 kcal/mol. Etapa descrisa este cheia ireversibila
a metabolismului. Animalele nu sunt capabile sa transforme acetil-CoA in glucoza.
Acetil-CoA se incadreaza in ciclul Krebs sau in sinteza lipidelor. Reactiile pot fi reproduse
schematic in felul urmator:

R___(E:() TR = / R(% ~ S‘—Tr ~ P HS-CoA
COO- O SH
E, E, E;
S SH '
7 \ (|)H o L/ | L< \ ﬁ)
co R—CH-— TPP “S. E; SH R—C ~ SCoA
2 <
FADH, FAD
Nt

Pl .
NAD NADH+H

Complexul fermentativ descris mai sus se regleaza prin:

1. Inhibarea prin rezultantele reactiei (retroinhibitie) de acetil-CoA, NADH—primul
compus inhibind E,, NADH-E,. Efectul este reversibil la actiunea NAD™ si HSCoA.
Inhibitia alosterica este amplificatd de acizii gragi macromoleculari.

2. Reglarea nucleotidica, prin sarcina energetica. Este inhibat complexul de GTP si
activat de AMP. Activitatea complexului se reduce atunci cind celula contine energie
accesibila i se amplifica, in caz contrar.

3. Complexul piruvat dehidrogenazic (CPDH) isi pierde din activism la fosforilarea
serinei de ATP (modulator pozitiv pentru kinaza piruvat dehidrogenazei) o daté cu

- 184 -




formarea fosfopiruvat dehidrogenazei (reglarea covalenta). Daca ATP se micsorea-
za, are loc scindarea hidrolitica a fosfatului de CPDH. Reactia este catalizata de
fosfataza piruvat dehidrogenazei. Atit kinaza, cit si fosfataza persista in complexul
piruvat dehidrogenazic.

2ATP p
Proteinkinaza
) x\\\\\\ )
CH,OH CH,—O—PO;
Complexul PDH ‘Complexu] PDH
activ inactiv 2.
— JCH,~OH CH,—0—P0;
® Fosfoprotein fosfataza /
2+
g T Ca__
'/\ @ Acetil-CoA, NADH
2P 20 © CoA, NAD, piruvat

Reglarea covalentd a complexului piruvat dehidrogenazic

Fosforilarea se amplificad la raportul inalt de ATP/ADP; acetil-SCoA/HSCoA;
NADH/NAD", iar defosforilarea—la concentratii inalte de piruvat si ioni de Ca*".

CICLUL KREBS

Reprezinti un ciclu primordial pentru functionarea sistemelor vii. Sistemul enzimatic
actioneaza cu o finete deosebita. Ciclul incepe curetrocedareade catre acetil-CoA
— oxaloacetatului grupei acetil, cu formarea compusului de 6 atomi de carbon - citrat.
Prima reactie este catalizata de citrat sintaza — ferment reglator. Produsul interme-
diar il constituie citril-CoA. Reactia sumara deviaza spre dreapta (AG®=-7,7 kcal/
mol), rezultanta a hidrolizei.

HZC'"" COO- $H2_ COO'
ﬁI—COO' + ch—ﬁl ~ SCoA + H20-—~1-—H0_(|:_C00' +HS-CoA +H"
Oxaloacetat Acetil-CoA CHZ Etrca?o

Enzima, aconitaza, catalizeaza transformarea reversibila a citratului in izocitrat prin
formarea produsului intermediar cis-aconitat, ce nu deviaza de la centrul activ al enzimesi.
Izomerizarea se realizeaza prin dehidratare, succedata de hidratare. Confinutul izocitratului
e mai mic de10%,reactia evolueaza de la stinga spre dreapta, i produsul ei se incadreaza
rapid, succesiv, in celelalte stadii ale ciclului. Aconitaza reprezinta o enzima compusa, ce -
contine fier i sulfacidolabil, formind centre fiero-sulf.
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(|:H2—c00' H,0 (|:H—-c00" H,0 ‘00C----(|:H—0H

HO—(—C00™ <~ C-800" e L
CH,~CO0"  CH,—COO" CH,—CO0’
Citrat cis-aconitat Izocitrat

Decarboxilarea oxidativa a 1zocitratului, catalizata de izocitrat dehidrogenaza-
(ICDH), este prima reactie de oxido-reducere din ciclu, cu formarea ulterioara a o-
cetoglutaratulu.

™ T i

= +

00C—CH NaD'@) NAPHE)H 00C—C g+ o, C—CO0

) ] ; A

ooc—(|:H . ooc—(!:H S (|:H2
CH,—COO’ CH,—COO0" CH;—CO0
Izocitrat Oxalosuccinat o-cetoglutarat

ICDH este o enzima de doud tipuri—NAD" si NADP* dependenta: NAD*d —
localizatad in mitocondrii; NADP*d — localizata atit in mitocondrii, cit siin citozol.
Modulator pozitiv al reactiei este ADP, enzima practic nu functioneaza fara ADP;
reactia necesita ioni de Mg?* sau Mn?*".

A doua reactie de oxido-reducere (a patra in ciclu) este decarboxilarea oxidativa a
o-cetoglutaratului, catalizatd de complexul o-cetoglutarat dehidrogenazic cu forma-
rea succinil-CoA sia COz, NADH+H". Mecanismul acestei reactii e asemanator cu
transformarea piruvatului in acetil-CoA. Sunt utilizati aceiasi cofactori ai trei enzime: o~
cetoglutarat dehidrogenaza, (A"), transsuccinilaza (B') si (C") dihidrolipoil
dehidrogenaza. Miezul complexului e subunitatea B', iar subunitatea C' este identica
pentru ambele complexe. Aceste doud complexe reprezinta asociatii omoloage de enzime.

CHQ_CHZ_ C—COOH HSCoA CHZH_— CHZ_ C ~ SCoA

CO2
l I B, " | I
COOH O T~ CcooH O

/
o-cetoglutarat NAD?' NADH+H™ Succinil-CoA

Hidroliza succinil-CoA di aproximativ 8 kcal/mol. Scindarea e cuplata cu fosforilarea
GDP, catalizata de succinil-CoA sintetaza si formarea GTP.

CHy~ CHy—C~SCoA + GDP + Pi . CH;~CH, + GTP + HSCoA

COOH O COO COO
Succinil-CoA Succinat
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Enzima nucleozidfosfo kinaza transfera grupa fosfat de la GTP la ADP cu formarea
ATP. Ea este unica reactie a ciclului, fiind insotita de formarea directd a compusilor
macroergici fosfati. E o fosforilare la nivel de substrat — drept izvor de energie serveste
oxidarea unei substante organice.

GTP + ADP E= ATP + GDP

Succinatul este dehidrogenat, cu formarea fumaratului — reactie catalizata de succinat
dehidrogenaza (SDH), avind ca acceptor H,-FAD. In molecula de SDH inelul
izoaloxazinic a FAD-ului e legat covalent de partea proteica cu restul histidinei din centrul
activ (CA) al enzimei. Molecula contine 4 atomi de fier i 4 atomi de sulf, formind proteine
fiero-sulf.

FAD FADH, H
| _ | _
00C—CH,—CH,—C00" _“E./_  00C—C=C—C00
Succinat Fumarat H

SDH contine doud componente:

- 1. 70 FAD kDa si doua clastere de FSP (proteine fiero-sulf);

2.27 kDa — claster proteic.

Enzima SDH este o proteind integrald a membranei interne din mitocondrit, iar
inhibitor concurent al SDH este malonatul. FADH, format nu se desprinde de enzimd,
electronii sunt direct transferati pe Fe** al enzimei. Acceptor final poate serviO,
molecular.

Urmatoarea reactie consta in hidratarea fumaratului cu formarea L-malatului catalizata
de enzima stereospecifica fumaraza (are loc o transaditionare de H §i OH). Enzima e
compusa din 4 subunitati identice (4LPP).

e Gese= o 00C—C—C—CO0
|
H
Fumarat I},IrmI;t

L-malat dehidrogenaza,componenta matricei mitocondriale, catalizeaza dehidroge-
narea L-malatului (NAD"), cu formarea oxaloacetatului (OA). Echilibrul e deplasat (la pH
=17,0, concentratie -1,0 M) spre stinga, insa in celulele intacte —spre dreapta, oxaloacetatul
se asimileaza rapid i concentratia reald e foarte mica in celule (10 mol).

HO NAD  NADH+H
i | =C—C00"
00C — CH— CH,— COO’ LJ-E‘—“’A @ i}
Ho— GO0
L-malat Oxaloacetat
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In urma acestui ciclu de reactii are loc: 1) regenerarea oxaloacetatului, care
interactioneaza cu o noud moleculd de acetil-CoA; 2) gruparea acetilica se asimileaza in
doud molecule de CO,; 3) sunt captati ionii de hidrogen, bogati in energie.

Stoichiometria ciclului:

Acetil-CoA + 3NAD® + FAD + GDP + P, +2H,0 — 2CO, + 3NADH
+ FADH, + GTP + 2H* + HSCoA.

Reactia descrisi confirma c¢d O, molecular la ciclul Krebs (CK) nu participd nemijlo-
cit, ciclul functionind numai in conditii aerobe, deoarece NAD' si FAD in mitocondrii pot
firegenerate numai dupa transferul electronilor pe O, molecular. Ciclul manifesta
caracter aerob, spre deosebire de glicoliza, ce decurge atit in conditii aerobe, cit si
anaerobe. Cauza consta in faptul ca la transformarea piruvatului in lactat in cadrul glicolizei
are loc regenerarea de NAD".

(0]
I
@ CH3;— C ~SCoA
: H,0
Acetil-CoA .2
Condensarea : CoASH i
Citrat sintaza ?"2_('00
Qu=C—COO" HO—C—C00™
H,—COO™ | : @
: CH,— COO .
Dehidrogenarea / Chiloniatal Citrate  Dehidratarea

H,O
Aconitaza )

(ljﬂr.-mo-'
cis-Aconitat | C—COO
thOO_
Fumaraza \ Ll Aconitaza 8 H,0
Hidratarea % 7 Hidratarea ! @
“O0C—CH-OH
. 00C—-C—H
Izocitrat |
| -
00" Succinat
.. / dehidrogenaza Lzacitrat
@ dehidrogenaza Decarboxilarea
Dehidrogenarea: ¥ oxidativa
i Bio" CompYexul S Y
1 2 - a-cetpglutarat CH,— COO" CO
CH, Succinil-CoA dehidrogenazic | =

sintetaza
00" Mg
Succinat

®

Fosforilarea la GIP/ DE C~SCoA
nivel de substrat ATP GDP

Decarboxilarea
(ADP) oxidativa
+ P

Figura 3.2. Ciclul acizilor tricarboxilici (Ciclul Krebs)
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Care-i esenta biologica a prezentei ciclului acizilor tricarboxilici? Care-i cauza
ca oxidarea grupei acetilice solicitd un ciclu atit de complex?

Molecula acidului acetie, cu dimensiuni mici §i o structura relativ simpla, are o
particularitate deosebitd: grupa sametilicd e foarte rezistentd la oxidarea chimica.
Pentru o oxidare directd pind la CO, sunt necesare conditii rigide, incomparabile cu |
cele din celula. In timpul evolutiei celulele se conforma céilor din cele mai adaptabile, ce
nu comportd energie mare de activare. Celulele atageaza acetatul la OA, cu formarea
citratului care se dehidrogeneaza si se decarboxileaza cu mult mai ugor decit acetatul.
La aparentd, unele reactii sunt foarte complicate, dar studierea principiilor ce stau la
baza acestor mecanisme ale reactiilor organice atesta descoperirea celei mai rezonabile
cai chimice ce asigurd atare transformare.

Ciclul acizilor tricarbonici (CAT) e calea principald de scindare comund
a glucidelor, proteinelor, lipidelor ce asigura generarea ATPF.

Reactii anaplerotice

Ciclul Krebs indeplineste si alt rol — furnizeazd produse intermediare pentru
procesele de biosinteza. Utilizarea lor pentru biosinteza trebuie sa fie insotita obligatoriu
de compensarea lor, in caz contrar functia ciclului se va sista. Reactiile fermentative,
ce asigurd completarea produselor intermediare ale ciclului, se numesc reactii
anaplerotice sau reactii de completare.

Reactia de carboxilare a piruvatului cu CO, si formarea oxaloacetatului are o
insemnatate primordiald. Ea este catalizata de piruvat carboxilaza st decurge intensiv
in ficat, rinichi. Ca modulator pozitiv serveste CH, — CO~SCoA

$H3 - (%Hz—COO"

(|:=0 + ATP + CO, +H,0 M5 (|:=o + Pi + ADP + 2H*
COOH COO~

Piruvat Oxaloacetat

Enzima catalizatoare de reactie este complexa, contine 4 grupe prostetice (4
biotine). Vitamina H este covalent legata de aminogrupa restului de lizina din centrul
activ al enzimei. Reactia decurge in doua etape: _

1. Oxidul de carbon in primul rind se fixeaza de atomul azot din biotina, se activeaza
cuutilizarea ATP (covalent).

ATP + CO, + E-biotin + HOH — E-biotin-CO, + ADP + P +2H"

2. Apoi are loc transferul de piruvat pe enzima cu formarea oxaloacetatului.

E-biotin-CO, + Piruvat —» E-biotin + Oxaloacetat

Piruvat carboxilaza reprezintd o enzima reglatoare. CH,—COSCoA asiguri, cind
e in surplus, cu combustibil ciclul Krebs (CK), stimulind si reactia piruvat carboxilica.
In final, se formeaza surplus de oxaloacetat, deci rezulta ¢ si ciclul in ansamblu va
utiliza mai mult acetil-CoA in reactia de sinteza a citratului. Diminuarea de viteza la
formarea oxaloacetatului e cauzata de mica convertire a acetil-CoA in ciclurile respective.
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Inmiocard §i muschii scheletali reactia anaplerotica principala e catalizati de
Jfosfoenolpiruvatcarboxi kinaza. Are loc scindarea fosfoenol piruvatului — produs ma-
croergic format in procesul de glicoliza. Energia eliberata se utilizeaza pentru carboxila-
re cu formarea oxaloacetatului, restul de energie se depoziteaza in GTP.

COOH CH~C00
i & BO_ |
(ﬁ_o PO3; + CO, + GDP e T C|,‘:0 + GTP
Mn 5
CH, COO
Fosfoenolpiruvat Oxaloacetat

Produsele unui tur al ciclului citric sunt reprezentate in fig.3.3.

Acetil-CoA

Figura 3.3. Produsele unui tur al ciclului citric

Reglarea ciclului Krebs

Procesul e coordonat perfect cu necesitdtile de ATP in celuld. Urmétoarele reactii
suntreglate:

1. Sinteza citratului:

a) e dependentd de concentratia de substraturi — oxaloacetat si acetil-CoA, ce
servesc ca modulatori pozitivi;

b) e dependenta de activitatea citrat sintazei, ce e inhibata de succinil-CoA; acizii
grasi; NADH; citrat — ultimele 2 substante au efect numai in unele celule.

2. Reactia catalizata de izocitrat dehidrogenaza:

a) este activatd de ADP — se confirma efectul cooperativ intre legarea izocitratului
cuMg* si ADP; -

b) este inhibatd de NADH si NADPH.
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3. Reactia catalizata de complexul a-cetoglutarat dehidrogenazic. Complexul
enzimatic este inhibat de succinil-CoA si NADH, produsele reactiei. De altfel, este
inhibat i de sarcina energetica mare.

Patologiile medicale

Deficitul enzimelor implicate in ciclul Krebs (fumaraza, ct-cetoglutarat dehidrogenaza)
este frecvent pe parcursul unor afectiuni ereditare, caracterizate prin:

a) acidoza lactica, produsa in urma acumularii piruvatului rezultat din glicoliza, care nu
poate fi metabolizat prin conversia in acetil-CoA si este transformat in acid lactic;

b) deficit energetic marcat, cu repercusiuni asupra dezvoltarii neuromotorii, manifestat
prin retard mental, hipotonie si aparitia encefalopatiilor severe;

c) amplificarea excesiva a cetogenezei, pe baza moleculelor de acetil-CoA, care nu
pot fi degradate prin ciclul Krebs.

Formele cele mai severe se manifesta inca in perioada perinatald, prin leziuni neurologice
si musculare. Aceste afectiuni sunt rare, deoarece functionarea normala a enzimelor din
ciclul Krebs este esentiala pentru dezvoltarea organismului i desfagurarea normald a
activitatilor celulare. Deficitul energetic marcat conduce la degenerarea si moartea rapida
a celulelor afectate.

Deficitul piruvat carboxilazei sau al uneia din subunitatile piruvat dehidrogenazei se
manifestd prin reducerea semnificativa a functionarii ciclului Krebs, ca urmare a
deficitului energetic si acumularii de acid lactic, piruvat, o-cetoglutarat (in cazul deficitului
dihidrolipoil dehidrogenazei din structura CPDH, subunitate comuna tuturor o-cetoacid
dehidrogenazelor). Alanina si acizii ramificati prezinta niveluri plasmatice inalte, ca urmare
ablocarii catabolismului lor in conditiile reducerii fluxului intermediatorilor in ciclul Krebs.

Situatiile caracterizate prin scaderea marcata a oxigenarii tisulare (hipoxie sau anoxie)
intervin in cazul insuficientei cardiorespiratorii acute, al starilor de soc s.a. Aportul
insufucient de oxigen cauzeaza incetinirea fluxului metabolic la nivelul lantului respirator
mitocondrial si, implicit, inactivarea ciclului Krebs. Rezultd un deficit energetic important,
deoarece ATP nu poate fi regenerat decit in baza glicolizei anaerobe, a carei randament
energetic este scazut (2ATP). Acumularea piruvatului rezultat din glicoliza conduce la
aparitia acidozei lactice.

+4

Hans Krebs 1900 -1981
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OXIDAREA BIOLOGICA - RESPIRATIA TISULARA

Oxidarea biologica reprezinta totalitatea proceselor de oxido-reducere ce decurg
in celule g1 tesuturi. Cum se oxideaza moleculele cu rol de combustibil? Oxidarea
are loc prin dehidrogenare, adica prin donarea atomilor de hidrogen. Ei sunt
transferati in forma de protoni (H") si electroni (e), cu ajutorul coenzimelor specifice,
dar nu direct la O,. Forma redusa transmite pe lantul respirator in membrana interna
a mitocondriilor electroni cu un mare potential energetic. Acest transfer este
insotit de formarea ATP din ADP si P.. Procesul e numit fosforilare oxidativa —
sursa de baza a ATP la organismele aerobe. De altfel, electronii cu inalt potential energetic
pot fi utilizati s1 in procesul de biosinteza, ce necesita ATP si echivalente reduse.

Acceptorul principal de electroni este NAD™. Inelul nicotinamidic activ aditioneaza
ionul de hidrogen si doi electroni, constituind echivalentul hidridionului.

i N

!
f ]-CONHZ +H+2% o E ]»CONHZ
\ L]

+
N i
R
R
NAD" NADH

NAD" serveste ca acceptor in reactii de tipul:

+

R—CH—R; + NAD" —= NADH + R—C—R,; +H
= I
OH 0

Al doilea H* ramine in solutie.
Altacceptor principal este FAD si participa in reactii de tipul:

FAD + R—CH,—CH;—R;,== FADH, +R,—CH=CH—R
Portiunea activa e inelul izoaloxazinic, unde se aditioneaza protonii §i electronii.

0 0
H N L H B¢
? Cal S NH + . ~N ~NH
I ) +H+2e — | (1:_0
SN SO 4C - e

H;C H
’ | | H
C|1H2 (lez
(CHOH);—CH,0OH (CHOH);—CH,0OH
Riboflavina oxidata Riboflavina redusa
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Compusii ce joacd rol de precursori in biosinteza sunt oxidati mai puternic decit
produsele reactiei. De aceea, pentrurealizarea procesului sunt necesare, in afara
de ATP, si echivalente reducatoare. Rolul de donator il are forma redusad a
NADP* —= NADPH. Diferd de NAD* prin prezenta fosfatului conjugat cu legatura
estericd prin 2'-OH a adenozinei, utilizindu-se numai in procesele de biosinteza, pe
cind NADH — preponderent la generarea ATP.

Culminarea respiratiei tisulare o reprezinta transportul de electroni si fosforilarea
oxidativa. Omul cu o greutate medie de 70 kg utilizeaza pe zi circa 2800 kcal. Pentru a
receptiona aceasta energie din ATP in conditii standard e nevoie de 2800 : 7,3 =384
mol ATP sau 190 kg de ATP. Organismul uman contine 50g de ATP. Pentru satisfacerea
necesitatilor de ATP, ea trebuie sa fie scindata si sintetizatd de mii de ori. In limite foarte
mari se modifica viteza sintezei ATP in organism: minimum — somnul $i maximum — la
eforturi intensive, ceea ce denota ca fosforilarea oxidativa (FO) este nu numai un
proces primordial si incontinuu, dar si un autoreglator foarte fin.

Lantul respirator

Este un ansamblu de proteine aranjate
intr-o anumita succesiune cu grupe
prostetice fixate rigid, care poseda
capacitatea de a aditiona si a dona electroni
s1 protoni saturati de energie. Electronii,
transferindu-se de la o proteina la alta, isi
pierd energia libera. O parte considerabild
a el seacumuleaza in ATP, prin intermediul
mecanismelor moleculare.

Fiecarei perechi de electroni, transferati
delaNADH Ia O, pe lantul respirator, i
se sintetizeaza 3 molecule de ATP.
Locusurile, unde energia se elimind in
cadrul proceselor de oxido-reducere, cu

ATP sintaza R R e
(FF) Membrana externd

. permeabild  pentru
‘moleculele si ionii
mici

Membrana interni
mpermeabila pentru
majoritatea moleculelor

Lantul respirator;
DP-ATP translocaza;
sintaza;
transportori
membranari

Matricea
Contine;

formarea de ATP,se numesc puncte - Complexul
de fosforilare. La o rotatie a ciclului Soeia
. - . I“gc‘wnc)
Krebs dehidrogenazele specifice scindea- - - Enzimele
= 5 4 . §  ciclului
za de la Eubstraturl 4pere_ch} Fle atomvl (& acidului citric;
de H, care intr-un locus anumit isi doneaza - DNA, ribozomi;
electronii lantului respirator si se i‘;l’;ﬁargfm
transforma in H*, cu deplasarea in mediul - Multe alte
-+ - Ribozomi enzime; .
apos. Electronii parcurg pe lantul respirator : _ . ATP, ADP, Pi,
pind la O,—acceptorul final al electroni- ~ Canalele poroase S Mg, Cat K
: B = Al intermediari
lorlaorgaplsmelegerol?el o Sl
Fosforilarea oxidativa e localizatd in ~solubili

mitocondri (fig.3.4). Aceste organite ovale

contin enzime ale ciclului Krebs si enzime Figura 3.4. Structura mitocondriei
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ale oxidarii acizilor grasi. Mitocondriile poseda doua sisteme de membrane: externd si
internd, ultima are o suprafata foarte mare si formeaza cristele. O parte indispensabila
a membranei interne reprezintd ansambluri respiratorii §i enzime ce catalizeaza
sinteza ATP.

Membrana internd are o structurd complexa gi-1 impermeabild pentru majoritatea
ionilor. Membrana externd, dimpotriva, are o permeabilitate majora pentru ionii i
moleculele mici. Ea contine monoaminoxidaza. In spatiul intermembranar se afld
enzima adenilatkinaza, in matrice (compartiment determinat de membrana interna) sunt
localizate dehidrogenazele specifice ciclului Krebs, precum si enzimele oxidarii acizilor
grasi.

In ce constd esenta reactiilor de transfer al electronilor?

Acestea sunt reactii de oxido-reducere. In calitate de donatori servesc reduca-
torii, drept acceptor — oxidantii. In comun functioneaza caredox-pereche.

D = &+A

o™ s & B

Fe*' si Fe' — > suntredox-pereche.

Distingem 4 modele de transfer al ¢ de la 0 molecula la alta:
1) Transfer direct al electronilor:

Fe4 Da¥* =~ Fe* 4 Oy
2) Transferul in componenta atomulut de H (H* si e):

AH, == A +2H"+ 2¢

) AH, + B — A + BH,

3) In forma de hidrid ion (:H") in cazul transferului de NAD dehidrogenaze.

4) Transferul la interactiunea directa a reducatorului organic cu O,, ce conduce
la formarea unui produs care include O, legat covalent:

R-CH,+1/20, —= RCH,OH

Toate modelele de transfer al electronilor sunt proprii celulelor vii. Capacitatea de a
dona reversibil electroni se exprima cantitativ prin potenfialul redox-standard. E_-
marime egald cu forta electromotoare exprimata in volti, ce apare insemiconductor,
in care donatorul de electroni si acceptorul cuplat cu el actioneaza in concentratii de 1,0
mol laT=25°CsipH=7.0, formind un echilibru cu electrodul ce aditioneaza e de
la donator si-i transferd la acceptor. In calitate de semielement standard se ia
electrodul de hidrogen. Forta electromotoare la concentratia ionilor de H* 1,0 mol
(pH=0) si T=25°C e egala cu zero. Pentru pH = 7,0 potentialul standard e egal cu
0,41V. E acceptata formula potential de reducere. Daca potentialul sistemului e negativ,
rezultd o capacitate mai mare de a elibera electroni. Cu cit valoarea lui e mai pozitiva, cu
atit e mai mare capacitatea de a aditiona electroni. Stiind marimea E  a diferitor redox-
perechi, se poate pronostica directia torentului de electroni de la o pereche la alta.

Torentul de electroni e orientat in directia micsorarii energiei liberea sistemului.
(fig.3.5.) Cu cit maimare e diferenta potentialului dintre doud redox-perechi, cu atit
mai mare e diminuarea energiei libere la transferul clectronilor. Trecind prin lantul
respirator de la NADH (-0,32V) la O, (0,82V), electronii pierd o cantitate suficienta
de energie libera. AG® poate fi calculata dupa formula:
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AG=-nx FAE , unde n este numarul de electroni;
F - indicele Faraday egal cu 23062 cal - V-' - mol"';
AE_ - diferenta de potential.

AG°= -2 x 23062 [0,82-(-0,32)] =-52,6 kcal - mol' =-220 kJ - mol'. Energia
respectiva este efectiv suficientd pentru sinteza a 3 mol de ATP (3 x (-7,3) =-21,9 kcal).

In lantul respirator se pot identifica ugor trei segmente, in care transferul electronilor e
insotit de scaderea brusca a energiei libere: locusuri de sintetizare ATP. Forta motrice
a fosforilarii oxidative reprezinta potentialul de transfer al electronilor inerenti NADH
sau FADH,.

Succinat  Fumarat NADH+H  NAD'(-032V)
X

B il

| FAD i :
Conplex IT | J( Complex 1 | ¢ 5
! I i
Succinat l , NADH ‘ FMN
Coenzima Q FeS Coenzima Q | |
reductaza | ¢ reductaza | Y |
- | FeS |
l c1tb560& lL : Rotenona
sl Amobarbital
Piericidina A
l Alte flavoproteine ‘_, > Coenzima Q (+0,04V)
_ "
Complex III | cit bsg,
Coenzima QHa| .
CitocromC | Cit Pses et
reductim - o ntimicina A
FeS
cit|c1
1'r
CitocromC(+0,25V)
Cu
Complex IV +A
CitocromC | cita
oxidaza ¢
cit a,
| Cup Cianida
: i e Azida,CO
T T
i N
1120, H,O(+0.82V)

Figura 3.5. Lantul respirator mitocondrial



Caracteristica complexelor lantului respirator
Complexul I. NADH-Q-oxidoreductaza.
Torentul de electroni din lantul respirator in mare masura este determinat de activitatea
dehidrogenazelor NAD' sau NADP* dependente si doar foarte putine dintre ele
semnificativ (GDH) pot s interactioneze cu

CDI{IPIEXI.I] I

Figura 3.6. NADH: ubichinon
oxidoreductaza (Complexul I)

Ulterior perechea de echivalenti redusi
e transferatd pe flavinproteide (FMN
dependente), iar electronii sunt preluati de
complexele fiero-sulf cu rol de grupe
prostetice. Flavinmononucleotidul
formeaza cu acesti compusi un complex
enzimatic NADH-Q-reductaza. Fierul nu
e de naturd hemica si rezulta ca proteinele
poartd denumirea fiero-proteine nehemice
sau centre fiero-sulf. Se atesta trei tipurt
de centre FeS:

1. Atomul de Fe e tetraedric
coordonat cu SH grupe a patru resturi de

cisteina proteica, FeS, ( fig.3.8. (a)).

2. Fe,-S, contine 2 atomi de Fe si doi
disulfizi neorganici aditionati la 4 resturi de

cisteina ( fig.3.8. (b)).

ambele coenzime.(fig.3.6).

Unele dehidrogenaze sunt localizate in
mitocondrii, altele in citozol, dar semnificativ e
- ¢d dehidrogenazele din citozol cit si cele din
mitocondrii interactioneaza cu NAD™, respectiv.
- Membrana mitocondriala e
pentru aceste coenzime. Coenzima NAD" are
Matrice (N) functia de colector, adunind H, de la diferite
substraturi (NADPH, izocitrat, o-ceto-glutarat,
piruvat, lactat, malat, -oxibutirat, 3-hidroxiacil-
CoA) (fig.3.7.).

impermeabila

Glicerol 3-fosfat Glicerol 3-fosfat
§paﬁu (citozolic) i hidrogenaza
intermembranar

(@

NADH NAD® Succinat oxidoreductaz
Acil-CoA
dehidrogenaza

Matrice (N)

Acil-CoA

Figura 3.7. Transferul electronilor de la NADH,
succinat, acil-CoA si glicerol-3-fosfat pe
ubichinona

3.Fe,-S,-4 atomi de Fe si4 disulfizi neorganici aditionati la 4 resturi de cisteina

(fig.3.8.(c)).

S-a confirmat ¢ NADH-Q-reductaza contine doud centre: Fe-S, si Fe,-S,.

De la Fe-S al enzimei electronii si H* sunt transferati la coenzima Q.

Reducerea de potential constituie 0,42V, aG =-19,4 kcal/mol si e suficient pentru
sinteza a 2 mol de ATP, dar se sintetizeaza un singur mol de ATP, restul energiei
risipindu-se sub forma de caldurd. Enzima NADH-Q-reductaza e compusa din 16

subunitati polipeptidice.
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roteina

Figura 3.8. Centrele fiero-sulf

Coenzima Q sau ubichinona are o raspindire vastd in sistemele biologice. Coada
izoprenica determina capacitatile hidrofobe ale Q, ce permit o difuzie rapidd in membrana
interna a mitocondriilor.

g g g
s _ G 5
(] T
CH3 o) Forma oxidata CH3 CH3 OH Forma redusa CH3
Coenzima Q

Coenzima Q, unicul translator al electronilor fixat nerigid de proteina, nu aditioneaza
covalent la ea. Ea indeplineste functia de colector, aditionind echivalentele reduse de la
NADH si de la complexul succinat-Q-reductaza (dependentd de FAD), electronii
fiind transferati spre proteinele Fe-S, apoi spre Q. Complexul enzimatic (11) e
component integral al membranei interne a mitocondriilor.

Transferul electronilor de la QH, mai departe e realizat de proteinele Fe-S si de
citocromi (1925, David Keilin). Citocromii sunt proteine ce transfera electroni, molecula
r continind hemul ca grupi prostetica. in procesul de transfer al electronilor atomul de
e se afld fie in stare redusa (Fe?"), fie oxidati (Fe*").

Grupa hemului, asemanatoare cu Fe-S centre, transfera numai un electron. Asadar,
olecula de QH, transmite 2 electroni ai sai saturati de energie la 2 molecule de
itocrom b. Citocromii b, b, ¢, si proteina Fe-S reprezinta complexul QH ,—
itocrom C reductaza (I11) (fig.3.9.). Valoarea de potential in cadrul acestui transfer
te de 0,21V (AG° =-7,75 kcal), ceea ce asigura sinteza unui mol de ATP.
Citocromul ¢ transfera electronii de la acest complex la complexul citocrom C
idazic (IV), ce contine citocromii a §i a,. Citocromul C joacd acelasi rol ca si coenzima
, adicd asigurd transferul electronilor din diferite complexe ale lantului respirator
3.10).

Citocromii difera dupa structura si proprietati. Grupa prostetica a citocromului b,
omului ¢, citocromului ¢ este protoporfirina IX, hemul constituind aceeasi grupa
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: Spatiu intermembranar
Citocrom ¢,

Centrul
" 2Fe-28 Citocrom ¢
: . . Gk j
Proteina fiecro-sulf . *." Proteina fiero-sulf

tocrom b Citocrom ¢, . a lui Rieske

Matrice (N)
(a) (b)

Figura 3.9. Complexul QH — citocrom C reductaza (I1I). Complexul este un dimer compus din
monomeri identici, fiecare cu 11 unitati diferite. Structura unui monomer (a). Unitatea functionali este
dimerica (b). Citocromul ¢, 5i proteina fiero-sulf a lui Rieske proiectatid pe suprafata P poate interactiona
cu citocromul ¢ in spatiul membranar. Complexul are doud situsuri distincte pentru fixarea ubichinonei,
0, 5i Q,, ce corespund situsurilor de inhibitie a doud substante ce blocheazd fosforilarea oxidativi. Antimicina
A blocheaza fluxul de electroni de la hem b, la Q, se leagi lu O, aproape de hemul b, in locusul
N(matrice) al membranei. Myxothiazolul previne fluxul electronilor de la OH, la proteina fiero-sulf a lui
Rieske, se leagi la Q, lingd centrul 2Fe-2S 5i hem b, pe partea P a membranei. Structura dimerici este
esentiali pentru functia complexului ITT

£3

Figura 3.10. Calea electronilor rovensy .
prin complexul IV. Cele trei ; L ACite
proteine implicate in transferul Spafiu }
electronilor sunt I, IT §i IIl
Transferul de electroni prin
complexul IV incepe cind doudi
molecule de citocrom c redus
doneazd fiecare cite un electron
centrului binuclear Cu . De aici
electronii trec prin hemul a citre
centrul Fe-Cu (citocromul a, si
Cuy). Oxigenul legat la hemul
a, este redus la derivatul lui
peroxid (0 %) de doi electroni de
la centrul Fe-Cu. Primirea a incd
doi electroni de la citocromul ¢
converteste O in doud molecule
de apd, consumind patru
«substraty — protoni din matrice.
In acelagi timp, incd patru protoni ;
Suntpompa;r'fie la mi‘:ric;;)rintr- Matrice (N)
un mecanism incd putin elucidat

. ! - £
intermembranar .\4*3 &

4H* 4H* 2H,0
(substrat)
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| prostetica ca si lamioglobina si hemoglobina. In citocrom » hemul nu e legat covalent
de proteind, in citocromii ¢ §i c,—covalent cu legaturi tioesterice (grupele sulfhidrilice
a 2 resturi de cisteind la grupele vinil ale hemulur).

Citocromii a §ia,au alta grupa prostetica (fieroporfirinica), ce se deosebeste de
citocromiicsic,, avind grupa formil ( in loc de metil) si un lant hidrocarbonat (in loc de
vinil). Complexul final mai este denumit si citocrom-oxidaza.

Citocrom C oxidaza prezinta dimer proteic asimetric, in care fiecare monomer e
compus din 13 subunitati diferite. Ca componenti ai subunitatilor I sunt 2 heme A, trei
atomi, cu raportul Fe/Cu 2:3, un atom de Mg si Zn si citeva molecule de fosfolipide.

Se observa cd partea internd a scheletului de c-atomi de carbon a structurii
cristalice e compusa dintr-o cantitate vadita de o spirale, ce sunt aranjate in 2 suprafete
paralele, la departarea de 50 A. Acest sector o spiralat prezintd partea proteica trans-
membranara situatd in membrana interna mitocondriala.

E stabilit ca primele trei
subunitati codificate de genele
mitocondriale formeazanucleul
monomerulur, celelalte 10
subunitati codate de gene nu-
cleare formeazd spatiul
perinuclear (fig.3.11). Functiile
subunitatilor I si IT constau in
formarea centrelor metalice de
oxido-reducere si a terminatiilor
de transfer al protonilor, functiile
celorlalte subunititi sunt Figura 3.11. Organizarea tridimensionalid in monomer a

5 ; 5 subunitatilor codificate de genele nucleare din structura
discutabile. E confirmat cd  citocromului C oxidazic. Subunititile codate de genele (a)

pTOtOI‘lii antrenati in formarea miwc‘c‘mdrfaie. b — hemul a si a, ¢ — in fiecare monomer

: : : atomii de Cu™
gradientului transmembranar
siin sinteza apei sunt transportati pe cai diferite. Caile efective de transport al H" sunt
determinate de cavitati, in care sunt fixati aminoacizii capabili de formarea legaturii de
hidrogen. Alte cavitdti, orientate haotic, pot contine molecule de apa miscatoare. Cavitatile
pot sa-si indeplineasca rolul lamodificarile conformationale ale resturilor de aminoacizi,
la inductia lor sub influenta proceselor de oxido-reducere sau a modificarilor fixarii lega-
turilor in centrele metalofixatoare.

Controlul riguros la viteza de intrare a oxigenului joaca rolul decisiv la functionarea
enzimei, daca torentul de e e suficient, apoi surplusul de oxigen in centrul de reducere al
sau favorizeaza formarea particulelor de oxigen activ. Sunt depistate 2 canale pentru
oxigen in subunitatea I1I §i in hemul A . Molecula de oxigen nu poate trece liber prin
cavitatea canalelor, ceea ce confirma controlul riguros al difuziei de oxigen prin ele.
Expulzarea moleculelor de apa sintetizata in centrul de reducere a oxigenului in
ea citoplasmica e, de altfel, strict controlatd. Sunt depistati aminoacizii hidrofili,
anjati liniar in jurul hemului A, si pina la atingerea cu subunitatile I si IIse
rmeaza o cale hidrofild — canal posibil pentru apd. Aminoacizii sunt compact aranjati,
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asa incit torentul invers al apei e practic imposibil. Analiza RS confirma lipsa unor alte
structuri, ce ar indeplini aceasta functie. Modificérile conformationale ale acestor canale
sunt induse de modulatorii starilor de oxido-reducere si ligandofixatoare ale centrului de
reducere a oxigenului.

Transferul schematic al electronilor in lantul respirator este prezentat in felul urmator:

3. NADH~X FMN\_/Feq S,(+2)- \/Q

NAD* FMNHZA Fe;S,(+3) / k‘

Complexul enzimatic -NADH-Q reductaza

L
QH; cit.b (+3) s(+2) cit.c; (+3)Xcit.c (+2)
Q cit.b (+2¥X —8(+3) mt.cl (+2) cit.c (+3)
3 Complexul enzimatic — QYHE - citocrom C reductaza

H,0

cit.c (+2) cit.a (+3) c1t.a3(+2)\l/ Cu (+2)><

cit.c (+3 cit.a (+2) cit. a3(+3)/\ Cu(+)

Complexul enzimatic - " citocrom C oxidaza

Revenind la lantul respirator, ne-am referi la unele probe ce confirma faptul ca
proteinele acestuia functioneaza in secventa descrisa mai sus.

a) Valoarea potentialului redox devine pozitiv la deplasarea spre oxigen .

b) Fiecare proteina din acest lant e specifica numai pentru un anumit donator gi un
anumit acceptor de hidrogen.

¢) Din membrana mitocondriald s-au extras complexe structurale izolate functional
legate intre ele prin transferul de electroni (4 complexe si doi componenti de legatura).

Inhibitorii lantului respirator. Studiul transferului de electroni s-a facilitat datorita
utilizdrii metodei de inhibitie specifica, ce blocheaza etapa concreta a procesului
(fig.3.9).

1.Complexul I este inhibat de rotenona (insecticid de origine vegetala folosit de indienii
americani ca otrava pentru pesti), Na amital - (barbiturat), pericidina (antibiotic), care
blocheaza transferul electronilor pe segmentul NADH" la coenzima Q.

2.Antimicina A (antibiotic foarte toxic) comportd actiune de blocaj transportului de
electroni intre QH, si citocromul c.

3.Cianida blocheaza functia citocromului aa, (aa, este blocat i de CO).

4. Complexul Il este inhibat de citre malonat, care actioneaza ca inhibitor competitiv.
Coenzima Q este inhibata de doxorubicina, preparat din clasa antraciclinelor.

5. ATP sintetaza este blocata si de compusii arsenicului, care in forma ionilor de
arseniat substitue ionii fosfati, blocind formarea ATP.
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6. Componentele lantului respirator pot fi inactivate in deficit de fier, deficit al vit.

B, hipoxie sau prin atacul radicalilor liberi asupra coenzimei Q.

S-a constatat ca pina la fiecare blocaj proteinele sunt mai reduse, 1ar dupa blocaj —
mai oxidate. Cind echivalentii de reducere intra in lantul respirator prin complexul I, se
considera ca lantul functioneaza prin “ramura lunga”, intrarea prin complexul II se asigura
prin “ramura scurta” (fig.3.5).

Fluxul de electroni de laNADH la O, e un proces exergonic si poate fi exprimat
prin:

NADH +H"+20,+ 3P +3ADP —= NAD"+3ATP +4H,0 (-52,6kcal/mol)

Treimoli de ATP contin numai 21 J9kcal/mol. Rezultd ca randamentul utilizarii energlel
libere va fi de 42%. Procesul de transfer al electronilor e cuplat de fosforilarea ADP 1
sinteza ATP. Potentialul redox in punctele de fosforilare trebuie sa fie mai mare decit
0,224V necesar pentru sinteza de ATP. Lantul respirator e o cascada, datoritd careia
celula acumuleaza energia liberd eliminata de combustibilul celular intr-o forma accesibila.

Generarea radicalilor liberi. Procesul de transferare a patru electroni finalizeaza
cu formarea apei, insa se stie ca hemul transferda numai un electron. Modul incare
| jonctioneaza patru electroni pentru reducerea moleculei de oxigen nu este distinct:

O, + 4H* + 4¢ —= 2H,0

La reducerea mcompleta cuaditiaa 2e’, se formeaza apd oxigenata (H,0,). La
aditia unui electron se formeaza radicalul superomd( :0,). Ultimele doud substante
sunt toxice i, interactionind cu restul acizilor grasi din hpldele membranare, lezeaza
membranele celulare.

Celulele aerobe se protejeaza gratie actiunii enzimelor:

1) Superoxiddismutaza — enzima-metal ce transforma superoxidul in H,0,:
20, (:0,) + 2H* — H0, + O,
2) Catalaza transforma H.O, in H,0 51 0,:
2H,0, — 2H,0 + O,
3) Peroxidaza:
H,O0, + RH, — 2H,0 + R
Interactiunea oxigenului poate evolua in felul urmator:

B 57 _PL.H202°+HO OH €*H,_ =*H,_ g0

Arsenalul mecanismelor de protejare nu dispune de enzime ce ar neutraliza OH",
dar benefice sunt sistemele de neutralizare a : O, 51 H,0,, sistind formarea OH". Deosebit
de expuse efectelor nocive ale radicalilor llberl sunt mitocondriile — compartimentul
celular unde se efectueaza reactiile de oxido-reducere in prezenta oxigenului molecular.
Sunt afectate primordial fagocitele si eritrocitele. Deficitul unuia dintre sistemele de protectie
celulara are consecinte severe si inposibilitatea de neutralizare a radicalilor liberi este

amplicata in patogenia diferitelor afectiuni, ca: ateroscleroza, bolile mitocondriale, bronsitele
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cronice, emfizemul pulmonar, cancerul, diabetul zaharat, distrofiile musculare, insuficienta
renald, maladiile degenerative neurologice, accidentele cerebrovasculare.

2:02_+ 21{+_S_O_D_,._ 02 B H202 Efa_ta_]flj?__‘__ 1/2 02 + [{20
. 2

=0 ] o

~—~—— P -
———

/ 7 -
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i
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>
Xy Reductaza A
- " -

— i

e s
+

;
INA DP+ 2ZNADPH +2H

Mecanismele fosforilarii oxidative (cuplarea oxidarii cu fosforilarea)

Se postuleaza mai multe ipoteze:

a) Una din ipoteze este cd in cadrul procesului de transfer al electronilorare loc
formarea unui produs intermediar covalent, macroergic, precursor al ATP (in analogie cu
procesele similare).

b) O alta ipoteza presupune ca energia oxidarii este preluata de o proteina ce se
gaseste intr-o conformatie activa, care ulterior stimuleaza sinteza ATP. Investigatiile n-au
confirmat atare ipoteza.

¢) Piter Mitchell postuleaza, in 1961, mecanismul hemiosmotic.

Savantul a presupus ca anume cuplarea transferului de electroni si sinteza ATP se
datoreaza gradientului de protoni, ce se stabileste intre partea interioara gi cea exterioard
amembranel interne mitocondriale. Anume transferul electronilor (energia eliberata la
transferul lor) pompeaza H* din interior spre exterior, sporind concentratia ionilor H*
in exterior - regenereaza potentialul membranar cu semnul (+).

Figura 3.12. Modelul hemio-
smotic. In aceastd simpla
prezentare a teoriei hemiosmotice
aplicatid mitocondriei, electronii
din NADH si alt substrat
oxidabil trec printr-un lant de
proteine aranjate simetric in
membrana internd. Fluxul
electronilor este cuplat de
transferul de protoni de-a lungul

s i
4L * Citc Spatiul
& . ; @ ... Jdntermembranar

membranei, producind atit un ; , " HIE
gradient chimic (apH), cit si un W Succinat rumanat 12042H" *T " §
gradient electric(ay). Membana . S ADP + Pi «

internid mitocondriali este ~NADH+H NAD

impermeabild pentru protoni;
protonii pot reintra in matrice
doar prin canalele proton-
specifice (F ). Forta motrice ce
conduce protonii inapoi in
matrice asigurd energia pentru
sinteza ATP, catalizata de :
complexul F, asociat cu F), Matrice (N)
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Energia electronilor se stocheaza, deci,
initial in gradientul protonilor, apoi apare o
fortd proton-motrice ce conditioneaza
sinteza ATP in complexul enzimatic ATP-
azic (fig.3.12.).

Esenta generala a mecanismului consta
~infaptul ca actul primar de stocare a ener-
giei il constituie transferul protonilor prin
membrana internd, cu formarea gradientu-
lui proton.

Numeroasele date experimentale con-
firma conceptul lui Mitchell:

1) S-a confirmat generarea gradientului
in cele tret puncte ale lantului respirator.
Gradientul protonic generat in ele se utili-
zeaza la sinteza moleculelor de ATP.

2) S-a demonstrat ca pH matricel
mitocondriale creste, iar amediului extern Figura 3.13a. Complexul mitocondrial ATP-sintaza
al mitocondriilor scade, mediul fiind mat
acid.

3) A fost argumentata teza ca transferul H* din mitocondrii in timpul transferului elec-
tronilor sirevenirii lor prin moleculele de ATP-sintaza sunt comparabile cu viteza lor
din cadrul proceselor de fosforilare oxidativa in mitocondriile intacte.

Teoria hemiosmotica postuleaza ca ionii de H* translocati in exterior datoritd energiei
de transfer a electronilor revin in mitocondrii prin canale speciale, ionice, localizate in
complexul ATP-azic. Acest flux de protoni este forta motrice care determina sinteza
cuplatd a ATP din ADP si Pi.

Complexul enzimatic, denumit A7P-sintaza sau F F,-ATP-aza, se compune din
factorii F_ si F,. Ultimul se afld in matricea mitocondriald. Savantul Efraim Racker
l-a izolat si in aceastd stare izolatd de F_ scindeazd ATP (F - ATPaza). Masa
moleculard e de 380 kDa si contine noud subunitati incluse in cinci tipuri diferite, fiind
jonctionate si continind citeva locusuri de fixare pentru ADP i ATP. F e fixatideF ,
aceasta fiind parte componentd a membranei interne, o transverseaza complet. Zero (nu
e decit o literd) inseamna cd aceasta parte a complexului leagad un antibiotic toxic —
oligomicina ce simultan inhiba fosforilarea oxidativa.

Structura complexului F F,, dedusé prin studii biochimice si cristalografice de John
E.Walker, este redatd in ﬁg 3 133 in F, trei subunititi ot si 3 (3 sunt aranjate precum
feliile alternate ale unei portocale. In centru se afld subunitatea y. Cele doud subunitati 8
ale F_se asociaza ferm cu subunitatile o i  ale F|, mentinindu-le strins lingd membrana.
In F, ° cilindrul membranar al subunitatilor ¢ este atasat la subunitatiley, sigale ui F . in
tlmp ce protonii «curg» prin membrana din directia Pspre N -viaF | complexul c111ndnc
se roteste §i subunitatile B F isi schimba conformatia; subunitatea y se asociazi cu
fiecare in parte.

H*
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In fig. 3.13b este redati conformatia lui F ,» vazutd din directia N membranara, cu
cele trei subunitati B si 3 o la periferie si subunitatea y in centru. Pe fiecare subunitate
B, la interfata ei cu o, este
prezent un site de legare
nucleotidic. Subunitatea y se
asociaza primar cu una din cele
trei perechi o, fortind trecerea
lor in diferite conformatii cu
generare de ATP.

In cursul evolutiei, s-au
dezvoltat citeva tipuri de
transportatori activi ATP-
dependenti, diferentiindu-se in
structura, mecanism, localizarea
in tesuturi specifice si
compartimente intracelulare
(vezitab.3.1)

ATP-azele de tip P sunt

transportatori ai ATP-ului ce

Figura 3.13b. Conformatia complexului F, vizutd conduc cationii fOSfOl‘llaEl

i

din directia N membranard reversibil de catre ATP, ca parte
a ciclului de transport. Toate
ATP-azele de transport de tip P au asemanari in secventa aminoacidicd, mai ales in
apropierea reziduului Asp ce sufera fosforilare, si toate sunt sensibile la inhibitie de cétre
analogul fosfat — vanadatul. Fiecare este o proteina integrala cu multiple regiuni de
,.deschideri” membranare intr-un singur polipeptid, unii avind si o a doua subunitate
(fig.3.14a).
Transportatorii de tip P sunt larg raspinditi. In tesuturile animale, Na*, K*- ATP-aza,
un anticonductor pentru Na*, K*; Ca**- ATP-aza, un uniconductor pentru Ca*. Tipul P
al ATP-azei mentine dezechilibrul in compozitia ionica dintre citozol si mediul extracelular.
Celulele parietale ale stomacului mamiferelor au o ATP-aza de tip P ce pompeaza H si
K" de-a lungul membranei plasmatice, deci acidifica si continutul stomacal. La plantele
superioare, ATP-aza de tip P pompeaza protonii afara din celula, stabilind o diferenta de
2 unitdti pH 1 250mV de-a lungul membranei plasmatice.
O ATP-aza de tip P similara din mucegaiul piinii, Neurospora, pompeaza protonii din
celuld pentru a stabili un potential negativ pe partea interna a membranet, utilizat pentru a
conduce aportul de substraturi s 1onii din mediul inconjurdtor prin transport activ secundar.

Bacteria foloseste ATP-aza de tip P pentru a pompa in afara ionii metalelor grele, precum
gi Cd*, Ca?.




Tabelul 3.1. Localizarea, tipul de membrand si rolul celor patru tipuri de transportatori ATP-azici

Organism Tip de Rolul
sau tesut membrana
ATP-azele de tip P
Na KT l'esuturi Plasma Mentine scazut Na™, ndicind
animale K™ in interiorul celulei, creaza
potential transmembranar
electrolitic
H*K* Celule acid-
secretorii Plasma Acidifiaza continutul stomacal
(parietale)ale
mamiferelor
3
H Fungi Plasma Creazi gradientul FT pentru a
(Neurospora) b dirija transportul secundar
1% g Plante Plasma [ extracelular in interiorul celulei
superioare J
Ca?t Tesuturi Plasma Mentine Ca?" scizut in
animale citozol
Calt Miocite Reticulul Sechestreaza Cal™ intracelular ,
animale endoplasmatic mentinind Ca?' scizut in
citozol
Cd?*, Hg?', Cu?*  Bacterii Plasma Pompeazi ionii metalelor grele
din celule
ATP-azele de tip V
Animale Vezicule
secretoril,
lizozomale, Creazd un pH mic in
endozomale | compartiment, activind
H* Plante Vacuolar proteazele si alte enzime
superioare ‘ hidrolitice
15 8 Fungi Vacuolar
ATP-azele de tip F
H Eucariote Partea interna
a mitocondriei | Catalizeaza formarea de ATP
H* Plante Tilacoid + din ADP + Pi.
superioare
H* Procariote Plasmi
| Transportatori multimedicamentosi _ i
Celule Plasma Indeparteazd o mare varietate de
animale produse naturale hidrofobe si
tumorale droguri sintetice din citozol,

inclusiv vinblastina, doxorubici-
na. actinomicina D, mitomicina,
taxolul, colchicina, puromicina




O clasa diferita de ATP-aze responsabile de transportul ionilor este corelata cu
acidifierea compartimentelor intracelulare la multe organisme. Vacuolele fungilor si ale
unor plante superioare mentin un pH intre 3 si 6, cu mult sub cel ce inconjoara citozolul
(pH=7,5), prin activitatea ATP-azei de tip V —pompa de protoni. ATP-azele de tip V
(V de la vacuole) sunt responsabile si de acidifierea lizozomilor, endozomilor, complexului
Golgi st veziculelor secretorii din celulele animale.

Structural, nu sunt inrudite cu ATP-azele de tip P, nu sufera fosforilarea ciclica si
defosforilarea, si nici nu sunt inhibate de vanadat. Toate ATP-azele de tip V au o structuré
complexa similard, cu un domeniu integral (transmembranar) (V) ce serveste drept canal
protonic, $i un domeniu periferic (V) ce contine site-ul ATP de legare si activitatea ATP-
azicd (fig.3.14.b). Mecanismul prin care ATP-aza de tip V cupleaza ATP —hidrolizarea
pind la transportul protonic, nu este inca pedeplin cunoscut. Pompele protonice de tip V
sunt asemanatoare structural si, probabil, ca mecanism, cu o a treia familie de pompe
protonice, ATP-azele de tip F.

P—t V-ti F-t
@ )" i

Figura.3.14. Structura subunitari a trei tipuri de ATP-aze transportatoare.

a) ATP-azele de tip P au, in general, doua tipuri de subunitifi proteice integrale. Subunitatea a care este
esentiald, are un reziduu Asp fosforilat in timpul transportului medicamentelor.

b) ATP-azele de tip V au un domeniu periferic V;, compus din 7 tipuri diferite de subunitiafi, incluzind
trei A i trei B, §i un domeniu integral V,, cu tret tipuri de subunitafi ce includ multiple copii ale lui c.
¢) ATP-azele de tip F au un domeniu per:fer:c 5 omot'ag cu V,al ATP-azelor de tip V. Portiunea
integrald a ATP-azelor de tip F, F, de asemened are trei frpm'r de subunitati cu multiple r:apu ale lui c.
Pompele de tipul P, cum ar fi Na*, I( *. ATP-aza misca doi ioni in directii opuse. Pompele de tip V 5i F

INI.SCQPJ"O(DHH intr-o dfrecfre

ATP-azele de tip F joaca unrol central in reactia de conservare a energiei la bacterii,
mitocondrii si cloroplasti. Ele catalizeaza trecerea transmembranard a protonilor, condusa
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prin hidrolizarea ATP, ca si reactia inversa in care fluxul de protoni determina sinteza ATP
(fig.3.14c¢). Inal doilea caz, ATP-azele de tip F sunt denumite ATPsintaze. Gradientul
protonic in fosforilarea oxidativa si fotofosforilare este stabilit de o alta categorie de
pompe protonice ce au ca sursa substratul oxidativ sau lumina solara. ATP-azele de tip
F/ATP-sintazele sunt complexe multisubunitare ce asigura pori transmembranari (proteina
integrala F ) pentru protoni i molecule (proteina periferica F, ),ce fololsesc energiea

eliberata din protoni (F ) pentru a forma
punti fosfoanhidridice de ATP. Sintetizarea
ATP si activitatea ATP-azica se afla in
proteina F (fig.3.14c).

La mijlocul anilor 1980 a devenit
evident cd unele tumori sunt rezistente la
un numar de compusi antitumorali.
Investigatiile au ardtat ca membranele
plasmatice ale acestor tumori contin un
transportator — ATP-dependent ce poate
exporta multi compusi medicamentosi
diferiti, prevenind acumularea lor in
celulele tumorale si efectele lor de inhibitie
tumorald. Medicamentele transportate
diferd chimic, dar sunt hidrofobe.
Transportatorii de medicamente prezinta
o proteina integrald, cu masa moleculara
de 170 kDa, 12 segmente membranare
s1 doud site-uri de legare a ATP-ului. Ele
sunt responsabile de eliminarea
medicamentelor din citozolul celulei
tumorale. Exportul de medicamente are
loc prin hidrolizarea ATP-ului.
Transportatorii de medicamente sunt, de
asemenea, §i canale ionice, care
favorizeaza in mod specific trecerea Cl
ladiminuarea gradientului de concentratie
independent de ATP. In boala genetica
fibroza cistica defectul determinant este
in gena care decodeazd o proteind
transportatoare de CIl- (reglator
transmembranar CFTR), ce poate fi
inruditd cu transportatorul de
medicamente in celulele tumorale.

+ NOz
H +
NO,
u 2,4 DNP transporti
H' prin MIM,
tralizind
H+ Ol g?ﬁdggf:ﬁ:{iprotonic
NO,
T 0 A
Matricea NO, H
pH
[H'] i _ ﬂ
D Membrana
u _mitoc_cmdrialﬁ
Partea l interna (MIM)
citozolica T OH
a MIM
H
gt -
H+ N02 H+ =
+
H
H H+ u ; H+ .
H+ H+ O H
+
4 NO H
H H+ + .
g +
H H
NO,

2.4 Dinitrofenol

Figura 3.15. Influenta DNP la transportul
de H* In mitocondrii
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