Glicogenoliza

A fost studiata de Carl si Gerty Cori. S-a demonstrat ca glicogenul e scindat de
ortofosfat, formind un tip nou de zahar, identificat glucozo-1-fosfat (ester Cori). Acesti
savanti au capatat si au cristalizat enzima glicogen fosforilaza (GF), ce catalizeaza
aceastd reactie. .

a) Glicogen | + P, — Glucozo-1-P + Glicogen

Ortofosfatul scindeaza legétura glicozidica dintre atomul de carbon C-1 al restului
terminal si C-4 alrestului invecinat. Ruperea legéturii este specificd mentinindu-se o-
conformatie la C-1. /n vivo reactia este deplasata in directia scinddrii glicogenului,
cauzata de raportul P/G-1-P -—= 100. Scindarea fosforilitica e economa, zaharul
cliberat e fosforilat. In continuare, glucoza fosforilatinu difundeazi din celula inraport
cu glucoza liberd. Sub actiunea glicogen fosforilazei glicogenul se scindeaza intr-un
grad mic. Legaturile o-1,6 in punctele de ramificare nu sunt sensibile la G-F (glicogen-
fosforilaza). Efectul ei se stopeaza la restul terminal situat de la ramificare cu 4 resturi
de glucoza. E necesard o noua enzima. O transferaza transfera blocul din tret resturi de
glucoza de pe o ramura externa pe alta. Enzima hidrolitica e atestata ca enzima de
deramifiere (debranching enzima). Mai departe, fosforilaza isi continua nestingherita
actiunea pind in apropierea unuinou punct de ramificare. Ca urmare a actiunii acestor
enzime, se obtin G-1-P si mici cantitati de glucoza. )

b) G-1-P este convertit la G-6-P sub actiunea fosfogluco mutazei. In centrul activ al
enzimei e prezenti o serini fosforilata. n cadrul catalizei grupa fosforil posibil e transferata
laOH al C, din G-1-P cu formarea G-1,6-diP, dupa care grupa fosforil a acestui produs
intermediar este transferatd pe restul Ser in centrul activ si in final se formeaza G-6-P,
regenerind enzima fosforilata. Amestecul rezultant contine 95% G-6-fosfat. Enzima
necesitd, drept cofactor, ionul de Mg*";
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. ¢)inficat G-6-P (ester Robinson) este hidrolizat sub actiunea enzimei glucozo-6-
fasfataza Enzima se contine in rinichi i mtestme

G-6-P +H,0 & Glucoza + P
- Ficatul mentine glucoza in singe la un nivel relativ constant. El elibereaza glucoza in
timpul activitati intensive (efort fizic) sau in intervalul dintre alimentéri. Glucoza eliberatd
e utilizata in primul rind de muschi si creier (fig. 4.4). Glicogenoliza nu necesita aport
energetic suplimentar.
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Tip II: Boala Pompe
(deficit de a—1,4 -glucozidaza lizozomali)
- defect inndscut dec enzima lizozomali;
- generalizat (ficat, inimd, musgchi);
- concentratii excesive de glicogen in

vacuole anormale din citozol;
- valori normale ale zaharului sanguin;
; - cardiomegalic scverd, de regula,

- cu moartc timpurie;

.-_kstmctura glicogenului este normali.

Tip V: Sindromul McArdle

(deficienta glicogen fosforilazei din mugchii sche-

A 4 letici)

- mugchiul scheletal este afectat, enzima

hepaticd cste normald;
Pi \ - slabiciunc temporard i crampe ale muschilor
\ scheletali dupa efort;

- lactatul nu creste in singe in timpul unui efort

mare;

Capetele
nereducitoare

Glicogen fosforilaza

- dezvoltarc mentald normali;
o - mioglobinuric la virstd inaintatd;
".‘: s - pronostic bun;
. & Glucozo-1-P - in mugchi nivel crescut de glicogen cu structurd
',. normala;
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{Tip I: Boala Von Gierke i etagelor E a
.- este afectat ficatul, rinichil i intestinul; P

‘- hipoglicemic severa in caz de post;
.- ficat gras, hepatomcgalie;

.- hiperlactatacidemie §i hiperuricemie;
! - structura glicogenului cste normali,
{ rezerve crescute de glicogen.

Glucozo-1-P + Glucozi

Fosfogluco mutaza

\ Glucozo-6-P===
ey N‘;( L iy,

Este
"seliberatd
in singe

Glufoza

Figura 4.4, Schematic e redati degradarea glicogenului cu deregliirile respective

In afari de maladiile mentionate, sunt cunoscute si alte glicogenoze ca:

a) afectiunea Cori defectd e enzima 0-1,6 glucozidaza (enzima de deramifiere), este
implicat in proces ficatul, inima, muschii scheletali (maladia Forbes);

b) maladia Anderson este cauzata de deficienta enzimei de ramifiere (o-1,4-1,6
transglucozidaza), este afectat ficatul, splina, intestinul, unde se acumuleaza glicogen cu
catene neramificate. Progreseaza ciroza ficatului i evolutia este fatald pina la virsta de 20
any

¢) glicogenoza Hers se caracterizeaza prin diminuarea activitatii fosforilazei hepatice,
avind in consecinta depuneri masive de glicogen normal in ficat. Manifestarile clinice sunt
asemanatoare unei forme atenuate a maladiei Von Gierke;

d) insuficienta fosfofructo kinazei cauzeaza maladia Tarui — sunt afectati muschii
scheletali, eritrocitele ce determind o hemoliza intensa, acumularea lactatului. Diagnosticul
si tratamentul este mult mai complicat la asocierea a mai multor tipuri de glicogenoze;

e) deficitul de glicogen sintetaza provoaca o hipoglicemie, cu accentuarea cetogenezei
s se caracterizeaza prin retard de crestere, deces precoce;

f) sunt descrise si glicogenoze de tip IX si X, cu deficit respectiv de fosforilaz kinaza
s1 proteinkinaza ce conduc la hipoglicemie i hepatomegalie.

Majoritate glicogenozelor sunt afectiuni ereditare ce duc la acumularea glicogenului in
tesuturi i afectarea metabolismului glucidic, cu generarea simptomelor clinice ca:
hepatomegalie, hipoglicemie, hipotonie musculard, deficit energetic in caz de efort fizic.
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GLICOGENOGENEZA

Practic, are loc in orice tesut, procesul fiind deosebit de activ in ficat i mugchii
scheletali.

1. o-glucoza + ATP —= D-G-6-P+ADP

Reactia este catalizata de hexokinazd, ce necesitd ioni de Mg,

2.D-G-6-P =—= G-1-P
Reactia e catalizata de enzima fosfogluco-mutaza.
3.G-1-P+ UTP —» Glucoza-UDP + PP,

Reactia-cheie a sintezei glicogenului e activarea glucozei catalizata de enzima-G-1-P
uridil-transferaza.

O altd enzima, pirofosfataza, hidrolizeaza PP 1a 2P, :

PP+H,0 — 2P,

4. Transferul grupelor glucozil de laUDP pe capatul nereducator al moleculei ramificate
de glicogen e catalizat de glicogen sintaza (GS):

) UDP -G +Glicogen  —= UDP+ Glicogen _,

In procesul acestei reactii se formeaza o legaturd o-1,4 intre C-1 al restului de
glucoza si al C-4 restului terminal glucozid din lantul glicogenului.

Echilibrul e deplasat in dreapta spre sinteza glicogenului. Enzima, ca activator,
necesitd ramura (initiator, primer) moleculei de glicogen, cu numai putin de 4 resturi
de glucoza, la care enzima, consecutiv, aditioneaza grupe glucozidice din capatul
nereducator. Rolul UDP-glucozei a fost evidentiat de biochimistul argentinian Luis
Leloir, decernindu-i-se Premiul Nobel in 1970.

Ramificarea se realizeaza sub actiunea 4-6 transglucozidazei (enzima de ramifie-
re) s1 implica transferul fragmentului oligozaharidic, cel putin 6, 1a capatul nereducator
al ramurii ce contine nu mai putin de 11 resturi de glucoza pe OH al C, al glucozei din
aceeasl ramura sau alta, dar orientata spre interiorul moleculei. Ca rezultat, se formeaza
o ramuri noud. Glicogen sintaza poate atagala ea resturi de glucozi. In situatia in care
nu exista un primer glicogenic se recurge la un primer de natura proteica — glicogenina.
Ultima prezintd o proteind catalitica glucozil transferazica, care permite initierea procesului
de sinteza §i adaugarea succesiva a citorva resturi glucozil. Procesul presupune transferul
unui rest glucozil din UDP-glucoza pe gruparea OH a tirozinei din molecula glicogeninei.
Sinteza glicogenului necesita un aport energetic echivalent cu 2 molecule de ATP.

Ramifierea amplifica solubilitatea glicogenului §1 numarul de capete nereducatoare
(fig. 4.5).

Reglarea proceselor de liza si sinteza a glicogenului

Asadar, glicogenul se supune mai lesne actiunii glicogen fosforilazei si glicogen

intazei.

Enzimele respective se regleaza reciproc atunci cind una e activa, cealalta e inhibata.

licogen fosforilaza si glicogen sintaza sunt prezente in doua forme: fosforilate si

fosforilate. Controlul metabolic variat si complex este realizat atit prin reglarea cova-
ta, cit §i prin cea alosterica. S-a stabilit ca: G-Fa e activa in forma fosforilata si G-Fb

mai putin activa defosforilatd, pecind G-Sa e activa in forma defosforilata si G-Sb

1 putin activa — fosforilata.
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Figura 4.5. Metabolismul glicogenului Glicogen

Interconversia celor doud forme ale G-F se realizeaza gratie actiunii antagoniste a
doud enzime: glicogenfosforilaz kinaza si glicogenfosforilaz fosfataza. Kinaza fos-
forileaza restul de serina in centrul activ al G-Fb, cu ajutorul ATP. Fosfataza scindeaza
hidrolitic P de la G-Fa.

Glicogen fosforilaz kinaza (G-F-K) reprezintd o enzima constituitd din 4 tipuri de
subunitati, fiecarei fiindu-i proprii 4 copii. Subunitatea y— subunitate cataliticd; o—p—o
au functii reglatorii; y e reprezentata de calmodulini - proteina ce fixeaza Ca** i care, in
functie de concentratia citoplasmica a acestuia, isi modifica conformatia.

Insisi enzima glicogen fosforilaz kinaza are doud forme interconvertibile: transforma-
rea formei inactive in activa are loc prin fosforilarea realizatd la o si 8, cu contributia
ATP si a kinazei (Proteinkinaza dependenta de AMPc). Se inactiveaza de catre o

fosfoprotein fosfataza. AMPc e mesagerul secund format ca raspuns la actiunea
adrenalinei, glucagonului care stimuleaza activitatea kinazei (AMPc dependentd), efectuind
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fosforilarea kinazei si activind C-Fb, concomitent fosforilind-o si accelerind scindarea
glicogenului. G-Fb in muschi e activatd de AMPc (modulator pozitiv), iar ATP este
modulator negativ. Activitatea finald e determinata de raportul AMP/ATP. Glicogen
fosforilaza “a” este AMP independenta.

Studiul roentgencristalografic al A= Cap.N terminal
formelor “a “ si “b”ale glicogen d Y @]

fosforilazei au favorizat perceperea VG J‘“; # P
mecanismelor catalitice §i reglatorii ale a AMPc ,@.,MEF{; N = T
acestei enzime cardinale a metabolis- TR
mului. S-a stabilit ca 841 de resturi
de aminoacizi sunt aranjate compact in
3 domenii structurale: domeniul amino-
terminal (310); domeniul fixator de
glicogen (160) si carboxiterminal
(371). Centrul catalitic e localizat in ; < i
adincul subunitatii formate din resturile ' e Ay
aminoacide ale celor 3 domenii, fiind ]
aparat de mediul apos ce faciliteaza
predomjnar ea fosforilarii faté de hidro- Figura 4.6. Imaginea schematici a carcasei

liza (fig.4.6). a-carbonice din fosforilaza “a”

Vit.B necesard pentru activitatea
enzimei se fixeaza in apropierea locului de fixare a G-1-P. Molecula enzimei inlesneste
un locus de fixare a glicogenului la o departare de 30A de la centrul activ, ce favorizeazi
fosforilarea multor capete de glicogen, nedisociind si resociind dupa fiecare ciclu
catalitic. Contine, de altfel, si doud locusuri alosterice de reglare la hotare intre
subunitati (AMPc si locusul de fosforilare a serinei). Enzima se studiaza incontinuu, dar
siinprezentse poate afirma cd ea reprezinta un integrator fin informativ al metabo-
lismului energetic celular.

Proteinkinaza (PK) favorizeaza fosforilarea conform reactiei:

G-Sa+2ATP — G-Sb + 2ADP,
pe cind fosfoprotein fosfataza (FPF) detaseaza fosforul, activind sintaza:
G-Sb +2H,0 — G-Sa+ 2P,

Aceste doua enzime reglatoare ale glicogen sintazei suntidentice cu cele doua
ale glicogen fosforilaz kinazei. De aceea, enzimele se regleaza reciproc. O actiune
aditionald intreprinsa de celulapentrua evita desfagurarea simultand a defosforilarii
si a fosforilarii consta in inactivarea fosfoprotein fosfatazei de catre o proteina —
inhibitorul de fosfataza, activ prin fosforilare AMPc dependenta. Aceasta fosforilare
este realizata, insa, cu reziduu de treonind, nu si de serind, ca in celelalte cazuri. Prin
atasarea inhibitorului de fosfataza la FPF este suprimata numai actiunea hidrolitica a
enzimei asupra reziduurilor de fosfoserind, nu si asupra celor de fosfotreonina. G-S se
regleaza de catre modulatorii alosterici, G-Sb se activeaza de catre glucozo-6-fosfat si
aceasta forma e denumitd dependenta.

Sporirea concentratiei de AMPc produsa prin activarea adenilatciclazei (activata de

4, "Locusgl de fostorilare

"}‘ : §@?§,

RS
== Locusul
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glucagon si adrenalind) activeaza proteinkinaza AMPc dependenta ce efectueaza fos-
forilarea simultana a G-F-K, G-F, G-S si a inhibitorului de FPF (ultimul inactiveaza
FPF), excluzind functionarea simultana a celor doua enzime antagoniste (PK si FPF).
Procesul de glicogenoliza se va declansa, suprimindu-se sinteza (fig. 4.7).

10
AMPc = AMP
FDE
i ATP ADP
PK in PKa Iu}‘l_i_bitor FPF in Inhibitor FPF a
\ FPF// ?‘y
FHZO HZO
oo ADP ATE r ADP
GF-Kin GFKa FPF a FPF in
FPF__~ \}/——(
e H,O P e
ATP ADP
G-Sa G-Sb
ATP ADP
| N_FPF_~
H,0
GFb G-Fa
\_ /
k N0 FPF

Pj '
am) _\___ . @G (n-1) + Glucozo-1-P

Figura 4.7. Reglarea sintezei si lizei glicogenului

Reducerea concentratiei de AMPc (adicda concentratiei de glucagon si adrenalind)
sau, respectlv, cresterea concentratiei de insulind (activeaza fosfodiesteraza) inactiveaza
proteinkinaza AMPc dependenta 1, deci, sisteaza fosforilarea G-F-K, G-F, G-S sia
inhibitorului FPF.

Inhibitorul devine inactiv, permite actiunea FPF, care defosforileaza cele trei
enzime implicate in glicogenoliza. Caurmare, G-S se activeaza. Activarea glicogeno-
lizei coincide in timp cu inactivarea glicogen sintezel.
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Glicoliza (calea Embden-Mejerhof)

Glucoza indeplineste roluri metabolice multiple in organism, fiind indispensabila
entru el, si serveste drept combustibil excelent pentru tesuturi. Utilizarea glucozei drept
a de energie necesita parcurgerea glicolizei —degradarea e1 incompleta pind la piru-
$i, incontinuu, pind la CO,.

Calea centrala a catabolismului e universala, se deosebeste prin caracterul reglarn
ei scindarii si prin evaluarea metabolica a piruvatului.

1. Reactia de fosforilare a glucozei

°CH,OH 6 CH,0—PO;
5 0) o
; OH v g ATP Hexuh‘:nuza
HO T3 2 OH HO
OH
a-D-glucoza o-D-glucoza-6-P

Enzima fosforilarii — hexokinaza — e prezenta in toate celulele, are o structura
tridimensionald, legarea se face dupa tipul inductiei coordinative. Molecula enzimei sufera
modificari conformationale profunde (fig. 4.8).

E reprezentata de izoforme diferite — toate
catalizeaza aceeasi reactie, dar cu viteze diferi-
te. Glucoza in muschi fosforileaza cu viteza ma-
Xima §i enzima e inhibata de G-6-P —produs si
inhibitor alosteric.

In ficat, glucokinaza se caracterizeaz prin:

a) e specificd numai pentru D-glucoza;

b) G-6-P n-o inhiba;

c)conferaK mare (10mM), comparativ cu
0,10mM pentru hexokinaza. E activa la

e

)
. g . e
Figura 4.8. Imaginea schematicd a o-

concentratii mari de glucoza, ce favorizeaza de-
punerea ei in glicogen. La bolnavii de diabet
zaharat cantitatea glucokinazei e redusa, avind

o0 cantitate mica in singe.
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*CH,0—PO;
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H ——

HO - S OH Fosfogluco izomeraza
H o-D-glucozo-6-P

scheletului de carbon din hexokinaza din
drojdii. Doud subunititi identice interactio-
neazi nesimetric

consecinte grave: nivelul glucozei in singe e inalt, iar nivelul glicogenului in ficat e scazut;
d)K mare oferd posibilitate creierului si muschilor sd utilizeze glucoza primordial la

2.Urmitoarea reactie reprezinta conversia glucozo-6-fosfatului la fructozo-6 fosfat

6 1
O:P—Q,HC O_ CH,OH

5 2
H
OH

OH o-D-fructozo-6-P



Enzima fosfogluco izomeraza este o aldolaza, ce necesitd prezenta Mg** si
transforma aldoza in cetoza. Grupa carbonil e transferatd din pozitia 1 in 2.

3. Fosforilarea fructozo-6-fosfatului este reprezentata prin urmatoarea reactie:

o-D-F-6-P + ATP —» «-F-1,6-diP + ADP + H*

Enzima fosfofructo kinaza catalizeaza reactia ireversibila care prezintd un indice
important de control al glicolizei. Reprezinta o enzima compusa, inhibata de ATP, citrat,
acizi grasi. Reactia decurge lent s1 determina viteza glicolizei, in ansamblu.

4. Scindarea fructozo-1,6-bifosfatului in 2 trioze:

POY”
6 2-
OH,C~ _O_'CH,0—PO; CHO-P0: =6
5 2
HO - |
3OH Fructozodifosfat cl: O ¥ (J:H "OH 5
aldolaza -
OH CH,OH CH,0—PO;
a-D-fructozo-1,6-diP DHAP GA -3-P

Enzima e o fructozodifosfat aldolaza (aldolaza), ce nu necesita Mg?**, dar la unele
organisme necesita Zn**. Produsele sunt momentan utilizate in alte reactii. Reactia e
dependenta de temperatura, fapt ce grabeste formarea rezultantelor.

5. Conversia triozelor fosforilate prezinta urmatoarea reactie:

H
2 v
CH,0—P0; o
(ljto Triozc-)“iu'iip;.E H —'C —OH
izomeraza 2
CH,0H ’ CH,0 —PO;
DHAP GA-3-P

Enzima e o triozofosfat izomeraza. Reactiae deplasatd spre formarea cetoformei
~DHAP (95%), dar pe masura utilizrii gliceraldehid-3-P are loc formarea lui.

Asadar, in cele 5 etape ce reprezinta prima faza a glicolizei, molecula de glucoza,
utilizind doua molecule de ATP. s-a scindat in doua trioze.

A doua faza a glicolizei, In care se includ cele doua molecule de GA-3-P in
aceleasi reactii chimice, sunt reactii de oxido-reducere cuplate cu fosforilarea la nivel
de substrat sisinteza de ATP.

1) Oxidarea fosforilanta a gliceraldehid-3-fosfatului prezinta prima reactie a acestei
faze. Enzima e o gliceraldehid fosfat dehidrogenaza. Grupa aldehid se oxideaza si
nuse formeaza acidul carbonic, dar un amestec din anhidrida a acidului fosforic sia
acidului 3-fosfogliceric, adica 3-fosfoglicerolfosfat, care, de fapt, este un acilfosfat, ce
se caracterizeaza printr-o valoare de AG = 11,8kcal. O parte considerabild a energiei
libere, ce se elimina la oxidarea grupei aldehidice, se pastreaza in grupa fosfat a
acilfosfatului (la C-1).
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H

o:c/ €00 ~ PO
H——F“OH + NAD + Pi m H- C ~OH + NADH + H
CH,O— PO; fosfat dehidrogenaza CHE? PO3 ﬁ)
GA3-P -DPG i S g
Mecanismul de actiune a dehidrogenazei e complex: (|)_

a) aditia unei grupe SH din centrul activ al enzimei la
gliceraldehid-3-fosfat, cu formarea unui semitioacetat (legatura covalenta):

0
R—cfH + E—SH =—> R-—cl:H—s—E
OH

b) enzima transfera H* de la substrat la NAD*, fixat rigid cu centrul activ. In urma
transferului apare complexul macroergic acilfosfat, care ulterior interactioneaza cu P
liber, generind 3-P-G-P si regenerind enzima libera:

E=R—=CH—R " E~g~ C—-R P~C—R + B—8H
| Y N\ 7’
OH NAD NADH+H O B

Enzima e compusa din 4 subunitati identice. Fiecare lant polipeptidic contine 330
aminoacizi. Grupele SH pot fi legate de iodacetat (ICH,COOH) —inhibitor necompefitiv.

2) Fosforilarea la nivel de substrat (AG = -4,5kcal) este rezultatul transferului
restului fosforil pe ADP, reactie catalizata de fosfoglicerat kinaza:

COO PO§ 2 00
H_é_OH + ADP Fosflzgliceral H—C_OH + AIFP
| kinaza l 2-
CH,0—PO3" CH,0—PO;

13-DPG 3-PG

3 in continuare, are loc transformarea 3-fosfogliceratului in 2-fosfoglicerat, sub
actiunea unei mutaze specifice si in prezenta obligatorie a ionilor Mg?*:
(AG = +1,06 kcal)

COO~ goo-
| 2+
CH—OH Mg _ CH—O—POS
=‘ 2- l-::‘stogllccrat mutaza |
CH,0—PO; CH,OH
PG 2-PG
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4) Enzima enolaza catalizeaza reactia reversibili de dehidratare. In cadrul acestui
proces are loc repartitia energiei in molecula:

H—-C=0—P0s == omg C—0 PO
| Enolaza !
CH,OH H,0 H0  CH,
2-PG 2-P-enolpiruvat

Modificarile energiei libere in aceasta reactie sunt AG=4,2 kcal —= AG=-14,8
kcal. Enzima este inhibata de fluorid (F-) in prezenta fosfatului. Realmente, fluorid
fosfatul ce leagd ionii Mg"* este inhibitorul autentic.

5) Transformarea 2-fosfoglicerat in piruvat e catalizata de enzima piruvat kinaza.
Are loc o fosforilare la nivel de substrat. Forma enol rapid se transforma in ceto
(nefermentativ), ce predomina la pH = 7,0 (AG =-7,5kcal/mol):

COO COO’

I 2. Mg2+ |

F_O~PO3 1} ADP? IC_OH + ATP

CH; CHy
2-P-enolpiruvat Enoilpiruvat

Reactia e deplasata in dreapta, forta motrice o constituie degajarea de energie. Reactia
e ireversibila.

In glicolizd se observa reactii chimice de 3 tipuri:

1) scindarea scheletului hidrocarburic al glucozei, cu formarea piruvatului (via C);

2) fosforilarea ADP de compusi SME (via P),

3) via transferului de electronti (via H).

E de mentionat ca:

1. Enzimele ce catalizeaza reactiile glicolitice in citozol sunt solubile.

2. De la glucoza pina la piruvat sunt antrenati 9 metaboliti intermediari fosforilati, care
indeplinesc urmatoarele functii:

a) la pH=7,0 fosfatul poarta sarcina negativa, membranele celulare sunt impermeabile
pentru moleculele cu sarcina si, dect, intermediarii glicolizel nupot parasi celula. Glucoza,
lactatul, piruvatul au sisteme de transport specifice;

b) acesti metaboliti reprezinta componentele necesare in procesul fermentativ de
acumulare a energiei metabolice — transferul la ADP, cu sintezd de ATP;

c) grupele fosfat indeplinesc functii de identificare, fapt ce atestd ca moleculele
produselor intermediare ale glicolizei ocupa o pozitie justa fata de centrul activ al enzimelor
corespunzatoare. Aproape toate enzimele necesiti ioni de Mg*, care formeazi complexe
cu grupele fosfat in ADP, ATP, la fel ca si intermediarii glicolizei. O anumita specificitate
manifesta fata de complexele cu ioni de Mg*™.
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Soarta piruvatului. Piruvatul se afla la rascrucea drumurilor metabolice. Poate fi
utilizat in urmatoarele directii:

1. La organismele aerobe e supus decarboxilarii oxidative — calea studiatd mai sus.
Reactia sumara a degradarii este schematic redata in continuare:

+
Glucoza + 2? + 2ADP + 2NAD

Calea Embden-Mejerhof

2 piruvat + 2ATP + 2NADH + 2H* + 2H,0

\ (3x2) 6

2x2) — Imolecule ATP

2SHCoA | 2NAD

7 ¥\ Decarboxilarea
' A~ oxidativi

2C0, 2NADH +2
2CH3—|(|: ~SCoA

(3x2)—> 6 molecule ATP

Ciclul Krebs
5i fosforilarea
oxidativa

2 x (3NADH + FADH, + ATP)

'

2 x (249+1) =2 x 12 molecule ATP

38 sau 36
molecule de ATP

Teoretic, eliberarea energiei libere are un randament egal cu:
38x7,3/686 x 100% = 40%

In celula intacta eficacitatea transformarilor e si mai mare = 70%, cauzata de
concentratia intracelulard a O,, concentratia P, ADP, ATP nu ¢ egald, dar mai mica decit
1,0M.

2. In conditii anaerobe are loc reducerea piruvatului in lactat — glicoliza anaeroba
—sursa principald a ATP la efort fizic:

Piruvat+ NADH+H* <= Lactat + NAD"

Necesarul de NADH este asigurat de oxidarea gliceraldehid -3-fosfatului. Reactiile
au loc in mod coordonat si permit generarea imediata a energiei.

Reactia este deplasata spre dreapta. NAD™ regenerat poate fi utilizat in glicoliza.
Enzima reprezinta lactat dehidrogenaza. Am mai mentionat cd ea este o izoenzimd, ce
difera dupa K _pentrupiruvat, V__ si gradul de inhibitie alosterica de piruvat.
Izoenzima ce contine 4 subunititi identice (H ,este LDH , careareo K micd pentru
piruvat si este inhibata puternic de acesta. Forma compusi din unitati identice —(M,)
-LDH, —~areK mare, nuse inhibd de piruvat si are o activitate cataliticd mult mai
mare decit LDH. .
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Stoichiometria glicolizei anaerobe:
Glucoza + 2ATP + 2P, + 2NAD" + 2NADH + 2H' + 4ADP —
—» 2Lactat +2H" + 4ATP + 2H,0 + 2NADH + 2H" + 2NAD*+ 2ADP

Sumar: Glucoza + 2P, +2ADP —» 2Lactat +2ATP +2H"+2H,0

Obtinerea unei cantitati mici de ATP eliberata rapid este avantajoasd pentru necesitatile
imediate de energie sau activitatea unor tesuturi cu necesitéti energetice minime. In tesuturile
anaerobe, inclusiv si in ficat, acidul lactic este transformat in acetil-CoA si utilizat ca
substrat in ciclul Krebs.

3.0alta cale de metabolizare este sinteza etanolului. Unele microorganisme, de
exemplu drojdiile, fermenteaza glucoza la fel pina la piruvat. Apoi:

a) Piruvat+ HOH —= CH,-CH=0 +CO,

Enzima e piruvat decarboxilaza (Mg**, TPP). Reactia in celula e ireversibila. Enzima
nu se contine 1n tesuturile animale.

b) CH-CH=0O + NADH + H* == CH,CH,OH + NAD"

Enzima reactiei este alcool dehidrogenaza. In 1856, Louis Pasteur a argumentat
fermentatia zahdrului in alcool, prin actiunea microorganismelor. In conditii sterile,
fermentatianu are loc. De pe bobitele de poama proaspete s-a izolat cultura de drojdie
si s-a determinat ca ea e responsabila de fermentatia sucului. Transformarea vinului in
otet e cauzatd de alte microorganisme.

Reglarea glicolizei. Viteza reactiilor catabolice principale ce asigura scindarea
glucozei si utilizarea energiei chimice sub forma de ATP, in fiecare moment se regleaza
in corespundere cu necesitatile celulei in ATP, indiferent de calea in continuare a
utilizarii ATP — biosinteza, transfer activ sau lucru mecanic. Enzimele reglatoare percep
diferite semnale ale cailor metabolice si sunt receptive la ele.

Prima reactie reglatoare (1) e catalizatd de hexokinaza ce fosforileaza glucoza
libera cu ajutorul ATP in pozitia 6. E o enzima alosterica ce se inhiba de G-6-P.
Glucokinaza ficatului nu se inhiba, si surplusul de glucoza e transformat prin G-1-P in
glicogen. In conditii normale, insulina stimuleaz3 sinteza ghicokinazei. In inanitie i diabet,
activitatea glucokinazica e redusa.

Reglarea majora (2) a glicolizei e determinata de activitatea fosfofructo kinazei, enzi-
ma alosterica conjugata, reglata de un numar suficient de modulatori pozitivi §i negativi.
Activitatea ei e dependenta de concentratia substraturilor (ATP s1 F-6-P), produselor
(ADP si F-1-6-diP). Sunt semnificativi AMP, citratul, Mg?*, fosfatul i alti metaboliti.
Principalii modulatori negativi sunt ATP si citratul, pozitivi— AMP, F-1,6-diP.

Carezultat al actiunii alosterice, viteza reactiilor creste desute de ori la trecerea
muschiului din stare de repaus in stare activa. Cu alte cuvinte:

1) stimularea glicolizei are loc in conditiile unei sarcini energetice mici in celula ce
solicita energie;

2) continutul mare de citrat, ca o consecinta a surplusului de compusi ce joaca rolul
de precursori ai energiei. Tn final, scindarea glucozei nu e oportuna;

3) un suficient efector alosteric pozitiv constituie F-2, 6-difosfatul, integrator meta-
bolic sintetizat de o enzima bifunctionala: fosfofructo-2-kinaza/fructozo-2,6-difosfataza
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(PF-2-K/F-2,6-diP-aza) (fig. 4.9). Enzima a fost izolata s1 secventionata, include 470
aminoacizi care pot fi divizati in doud domenii: kinazic —aminoterminal (1-249) si cel
fosfatazic — C terminal (250-470).

Enzima se regleaza covalent prin interconversie fosforilare — defosforilare. La
fosforilare este actionata de proteinkinaza A (AMPc dependenta). '

Activitatea kinazei scade, in timp ce activitatea fosfatazei creste. Concentratia hepatica
a F-2,6-diP este controlata de doi factori majori: F-6-P s1 AMPc.

F-6-P mareste concentratia de F-2,6-diP, prin activarea alosterica a PF-2-kinazei g1
inhibitia F-2,6-difosfatazei, conducind la stimularea glicolizei si inhibitia gluconeogenezei.
AMPc scade concentratia de F-2,6-difosfat, inactivind via PK-A (PF-2-K inactiva -
fosforilata) si activeaza simultan F-2,6-difosfataza (activa - fosforilata).

Glucagonul, reducind concentratia de F-2,6-difosfat, inhiba glicoliza, lipogeneza si
activeaza gluconeogeneza. Insulina inhiba gluconeogeneza, lipoliza si stimuleaza glicoliza
(fig.4.9).

B Fructozo - 6 - fosfat-e
Insulina ®  H,0 Glucagonul (P
AMP — Fosfodiesteraza ~ * ,nm. Adenilatciclaza o
2ATP l 2ADP P\\
+” PF-2-K/F-2,6-diP-aza-x _,”  PF-2-K/F-26-diP-azi
N (a) -P —> in o \ n (a) +P
i Fosfoprotein E_cl_)s.fataza e
Insulina
<ATP 2P, 2H,0
ADP
Y = Fructozo - 2,6 - difosfat
l’ ®
o % AMP @
G-6-P ATP O

Fructozo-1,6-diP-aza P-F-1-K Citrat @

Pi Hege ATP
Gluconeogeneza ¢ Glicoliza
H,0 F-1,6-diP ADP

Figura 4.9. Rolul reglator al fructozo-2,6-difosfatului

O alta reactie reglatoare e cea piruvat kinazica (3). Piruvat kinaza este o enzima
osterica. Se afla in trei izoforme, ce diferd dupa repartitia lor in tesuturi gi receptivitatea
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la diferiti modulatori. L-forma predomina in tesuturi capabile de gluconeogeneza (ficat,
rinichi). Enzima e inhibati si de alanina. In conditii de aprovizionare suficientd cu
energie i precursori de glucoza, glicoliza se inhiba creind o situatie favorabila
gluconeogenezei. Este inhibatd de ATP, acetil-CoA, acizi grasi cu greutate moleculard
mare. M-forma nu poseda o atare reglare.

Glicoliza se regleaza subtil, foarte complicat i nu e de mirare, deoarece reprezinta
cea mai veche cale metabolicd, fiind una din pozitiile principale. Glicoliza, ciclul
Krebs, fosforilarea oxidativa sunt coordonate intre ele, functionind in regim de
autoreglare si economie maximd. In celulele cancerigene e dereglati coordonarea lor
si glicoliza e accelerata, formind mult lactat.

Patologiile medicale

Mutatiile la nivelul genei pentru glucokinaza cauzeaza aparitia unei boli monogenetice,
cu debut precoce: diabetul zaharat de tip MODY -2. Diminuarea activitatii glucokinazei
cauzeaza scaderea fluxului glicolizei in ficat si pancreas, care determina cresterea glicemiei
st hipersecretia reactionald de insulina. Cu toate acestea, nivelul insulinei sintetizate de
catre pancreas este mult diminuat, ca urmare a deficitului energetic la nivelul celulelor
beta ale pancreasului.

In ficat are loc diminuarea glicogenogenezei si amplificarea gluconeogenezei, ca
raspuns la reducerea ratei glicolizei. Aceste perturbari explica hiperglicemia persistenta
observata la pacienti.

Deficitul piruvat kinazei cauzeaza blocarea intregului flux al intermediarilor la nivelul
glicolizei. Manifestarile clinice constau in aparitia unei anemii hemolitice ereditare, datorita
imposibilitatii desfagurarii glicolizei in eritrocite.

Enolaza este inhibata sub actiunea fluorurii de sodiu, care actioneaza ca inhibitor
competitiv, blocind glicoliza si producerea acidului lactic in hematii. Cu toate ca structura
NaF nu seamana cu cea a 2-fosfogliceratului, se considera ca efectul inhibitor se datoreaza
formarii unui complex intre fosfat, Mg** si NaF, care blocheaza accesul substratului la
centrul activ al enzimei. Acest inhibitor este utilizat frecvent in laboratoarele clinice,
deoarece permite dozarea corectd a glicemiel, prin blocarea utilizarii glucozei plasmatice
de catre eritrocitele prezente in proba recoltati. In caz contrar, consumul glucozei si
producerea acidului lactic in hematii conduc la rezultate incorecte in cursul dozarilor
efectuate.

Deficitul piruvat dehidrogenazei sau blocarea lantului respirator mitocondrial
antreneaza acumularea excesiva a acidului piruvic provenit din glicoliza. Acesta va fi
convertit in acid lactic sub actiunea lactatdehidrogenazei. Cresterea nivelului de acid
lactic in circulatie determina aparitia acidozei lactice, care poate fi primara sau secundara.

Deficitul ereditar al lactat dehidrogenazei cauzeaza aparitia unei miopatii metabolice,
manifestata prin reducerea nivelului seric al lactatului si intolerant la efort fizic.

Distributia izoenzimelor tisulare de LDH este variabild. LDH, si LDH, sunt principalele
izoforme in inima, rinichi, creier §i eritrocite. LDH, si LDH, sunt predominante in glandele
endocrine (tiroida, suprarenale, pancreas), splind, timus , leucocite, trombocite. LDH, si
LDH, preponderent se afla in ficat i muschii scheletali. Distributia normala a izoenzimelor
LDH in serul sanguin este urmatoarea:
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LDH, <LDH,> LDH,> LDH, <=> LDH,

In infarctul miocardic creste atit LDH,, citsi LDH,, dar LDH >LDH.,. Se constata
cresterea LDH, cu predominarea fati de LDH, in maladiile neoplastice, limfoproliferative
si ale trombocitelor. LDH, si LDH, se majoreaza in infarctul pulmonar. Valori majore
ale LDH;, se depisteaza in afectiunele ficatului si muschilor scheletali.

Acidoza lactica constituie un sindrom metabolic caracterizat prin acumularea acidului
lactic in singe (valori care depasesc 5 mmol/L), concomitent cu scaderea pH-ului sanguin
sub 7,2. Cele mai frecvente cauze care duc la aparitia acidozei lactice sunt:

a) deficitul ereditar al piruvat dehidrogenazei sau carenta de vitamina B ;

b) imposibilitatea regenerarii formei oxidate a coenzimei NAD* la nivelul lantului
respirator mitocondrial, prin deficitul unuia din complexele lantului transportator de electroni
sau prin blocarea fosforilarii oxidative;

¢) producerea exesiva de NADH, de exemplu in caz de intoxicatie cu alcool;

d) blocarea utilizarii acidului lactic pentru gluconeogeneza in caz de deficit al enzimelor
gluconeogenezei, de exemplu deficitul piruvat carboxilazei, responsabila de initierea
gluconeogenezet, deficitul glucozo-6-fosfatazei;

e) accentuarea marcata a glucozei anaerobe, de exemplu in caz de efort fizic prelungit.

Acidoza lactica secundara se intilneste in toate situatiile caracterizate prin hipoxie
sau anoxie prelungita, soc, hipoperfuzie, insuficienta cardiovasculard, precum i in carentele
devitaminaB,.

Tratamentul consta in marirea ratei de perfuzie tisulard, respectiv administrarea vitaminei
B, . Se depisteazi o acidoza lactica si a altor acizi organici la pacientii cu afectiuni ale
intestinului subtire (malabsorbtia, bypass jejunial, rezectia intestinald). D-lactatul este
produsul bacteriilor anaerobe, care apoi, prin via portala, este vehiculat in circulatie. In
terapia acestor maladii se vor utiliza antibioticele, se va limita folosirea carbohidratiilor si
e necesara recolonizarea florei bacteriene.

Acidoza primara va aparea la deficitul uneia din subunitatile piruvat dehidrogenazei
si se manifestd inca in perioada neonatala prin cresterea marcata a acidului lactic in
circulatie (mai mare decit Smmol/L) i deficit energetic tisular, in special in organele cu
activitate metabolica intensa (insuficienta hepato-renala, encefalopatie metabolica, ctc.).
Tratamentul vizeaza administrarea substantelor nutritive de naturd lipidica, a caror oxidare
este independenta de complexul piruvat dehidrogenazic.
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