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Aerobiosi

e In condizioni aerobiche il piruvato
prodotto dalla glicolisi e dalla
degradazione degli aminoacidi e
ossidato a H,O e CO, nella respirazione
cellulare.

e Ci0 avviene in tre stadi

— Produzione di acetil-CoA (decarbossilazione
del piruvato)

- Ossidazione dell’acetil-CoA a CO, (Ciclo di
Krebs)

- Trasferimento di elettroni e fosforilazione
ossidativa (produzione di H,O e ATP con
consumo di O, ).
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Trasporto del piruvato

e Il piruvato e trasportato all’interno della
matrice mitocondriale dove viene ossidato ad
acetilCoA dal complesso enzimatico piruvato
deidrogenasi.

e Il piruvato viene trasportato attraverso la
membrana mitocondriale attraverso un
trasportatore specifico che lo scambia con ioni
OH-.

e La membrana esterna mitocondriale permette
il passaggio a ioni e piccole molecole e
contiene canali anionici voltaggio dipendenti
(VDAC: voltage dependent anion channels).
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I mitocondri
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Complesso piruvato deidrogenasi

¢ Il complesso piruvato deidrogenasi € un gruppo di enzimi
associati non covalentemente che catalizzano la
decarbossilazione del piruvato e formazione di Acetil-
CoA.

¢ La reazione forma contemporaneamente NADH
trasferendo uno ione H- al NAD+.

e Il NADH passa gli elettroni alla catena respiratoria

e La reazione ha un AG®°’' = -33.4 kJ/mol (essenzialmente
irreversibile).

NAD+ NADH

_ CoA—sH
0s__O
I _CoA

H,c” Yo TPP, Lipoato, FAD

v
)
+
8

Complesso piruvato deidrogenasi
(E, + E, + E;)
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Complesso piruvato deidrogenasi

e |l complesso piruvato deidrogenasi catalizza
cinque reazioni sequenziali, richiede tre enzimi e
cinque coenzimi.

e | cinque coenzimi sono:
e Il FAD e il NAD* sono trasportatori di elettroni.
e La TPP trasferisce il gruppo acetile al lipoato.
¢ Il lipoato ¢ trasportatore di elettroni e di acili.

¢ Il CoA ¢ il trasportatore di acili, lega in modo
covalente il gruppo acilico attraverso un legame
tioestere ad alta energia.
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I reagenti e i prodotti
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Le cinque reazioni nel complesso

Idrossietil-TPP Lipoamide
O‘H
-
HsC” TPP
R
I_’iruvato Diidrolipoil
deidrogenas transacetilasi
El EZ
(o]

TPP

Acetil-diidrolipoamide

B g
H5C /J\
NS
HsC o]
CoA-
R

FAD
E NAD*

Diidrolipoil
deidrogena

EFAD NADH
I
? Diidrolipoamide

R
CoA

v. 3.5.1 © gsartor 2001-2020 Metabolismo dei carboidrati - IIT -21-
I tre enzimi del complesso
FAD
F NAD*
Diidrolipoil
Idrossietil-TPP Lipoamide deidrogenasi
OoH Es
co, \ NADH
/C; ‘ A/
HsC TPP |
R
Riuvatogs Diidrolipoil Diidrolipoamide
deidrogenasi transacetilasi
E, E,
O\ (ol o) R
)‘\ _CoA
N TPP HaC
HyC” 0 S
FRegN!
CoA-
R
Acetil-diidrolipoamide
v. 3.5.1 © gsartor 2001-2020 Metabolismo dei carboidrati - IIT -22-

22

gsartor

11



Metabolismo dei carboidrati - 111

31/03/2020 10:09:15

co,

cinque coenzimi

FAD

idrolipoil

Idrossietil-TPP deidrogenasi
E,

OH
‘ NADH
¢
HsCc” DTPP
Piruvato
P . Diidrolipoamide
deidrogenasi transacetilasi P
El EZ
R

|
N

Acetil-diidrolipoamide

v. 3.5.1 © gsartor 2001-2020 Metabolismo dei carboidrati - IIT -23-
I - - =
Iil o Iil (o]
H;C N\C+H\NH wHe H3C N wH
LU == XXX
HjC H;C N N (¢} H3C N I‘Il o
Base di Sh\ff‘" | | H
ridotta H H R R
U HO FAD FADH+ FADH,
Ribosio in nOH (ossidato) (ridotto)
forma aperta \WH
HO
O\ 9 NAD+ NADH
O//P‘\O/F\\,O H O +H- (H++2e) HH O
N
= 4—
SO Z fﬁ)t
| S
R N§/N N o. || |
v
HO OH X Z o ‘\O/P‘\_O R
=N
HO OH (o] N/_/ NHy
Protone acido \
L NN
Ho on
(o]
W7 I |
P P~
/j\/\ \)\/\ /\o 0TV IO Hpoamie 2H e $HEH
- +2H+ +2e-
NH, L, o M \/W K)\/\/\.r N 4
Tiamina pirofosfato (TPP) Diidrolipoamide
v. 3.5.1 © gsartor 2001-2020 Metabolismo dei carboidrati - IIT -24 -

24

gsartor

12



Metabolismo dei carboidrati - 111

31/03/2020 10:09:15

I tre enzimi

e Il complesso piruvato
deidrogenasi PDC consiste in
tre enzimi:

- piruvato deidrogenasi
e EC1.2.4.1
e (E,, arancio) (B),
- diidrolipoil transacetilasi
e EC2.3.1.12
* (Ey verde) (A),
- diidrolipoil deidrogenasi
e EC1.8.1.4
¢ (E5, violetto) (C).

e In E. coli il complesso consiste
in 24 coppie di E;, 24 coppie di
E, e di 12 coppie di E;.

e E, funziona come “core” del
complesso (C).

v. 3.5.1 © gsartor 2001-2020 Metabolismo dei carboidrati - II.
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I tre enzimi

e Ogni coppia di E, contiene
tre molecole di lipoato
legate covalentemente.

¢ Il lipoato ha un braccio
flessibile che trasporta le
molecole di acetile da un
sito attivo ad un altro.

e E, ha come coenzima il
molecola di TPP ed E; ha
come coenzima il FAD.
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I tre

e Ogni coppia di E, contien
tre molecole di lipoato .
legate covalentemente. -

e Il lipoato ha un braccio
flessibile che trasporta le
molecole di acetile da un
sito attivo ad un altro.

e E, ha come coenzima il
molecola di TPP ed E; ha
come coenzima il FAD.
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Piruvato deidrogenasi (E;) EC1.2.4.1

CH; R CH3

H — %NLR
E( ol cn

H O
TPP ) CO c DO

e Gli intermedi rimangono legati al

Co2

complesso.

e Il piruvato reagisce con il TPP CHs
legato a E, e viene decarbossilato R [ RH
al derivato idrossietil-TPP % N N
(carbanione reattivo stabilizzato \(N\R -« R
per risonanza). L

Ho/ \CH3 HO CH;
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Piruvato deidrogenasi (E,) EC1.2.4.1
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Piruvato deidrogenasi (E,) EC1.2.4.1
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Piruvato deidrogenasi (E;) EC1.2.4.1

o

TPP
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Diidrolipoil transacetilasi (E,)

R'w/(HD H(+ R'Y{HJ

— — .

N NI_

\(\R - /3 R
lox Yo

HO/< s H—0" | CH:

Lipoamide

/N
"

e Il gruppo idrossietile derivato da idrossietil-TPP &
trasferito al lipoato (legato ad una His di E,) come
acetile, attraverso |'attacco nucleofilo del carbanione
sull’atomo di zolfo della lipoamide.
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Diidrolipoil transacetilasi (E)

! CH - - -
N e Il braccio del lipoato si
<R muove sul sito di legame
del acetil-CoA e ne
0 CHs . .
y bidroacetilipoamide transesterifica il gruppo

SH formando AcetilCoA.
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Diidrolipoil transacetilasi (E,) EC2.3.1.12

Dominio k_catalitico
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Diidrolipoil transacetilasi (E,) EC2.3.1.12
Dominio catalitico

AcetilCoA

Lipoamide

v. 3.5.1 © gsartor 2001-2020 Metabolismo dei carboidrati - IIT -38-

38

31/03/2020 10:09:15

19



Metabolismo dei carboidrati - 111

gsartor

AcetilCoA

Lipoamide
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Diidrolipoil deidrogenasi (E;)
° N/\/ oo [
H NN
FAD FAD : FADH,
- - —L
— ‘ NAD*
NADH + H*
e Il lipoato ridotto viene riossidato dall’E; utilizzando il FAD
che si riduce a FADH,.
e Il FADH, viene riossidato dal NAD* che si riduce a NADH
e H*
e Sirigenera la piruvato deidrogenasi
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Diidrolipoil deidrogenasi (E;) EC1.8.1.4
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Diidrolipoil deidrogenasi (E;) EC1.8.1.4
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e La diidrolipoil transacetilasi (E,) €
centrale in questo meccanismo.

e I| braccio flessibile del lipoato:

—lega il gruppo acetile e lo trasferisce al
CoA e

—accetta due elettroni dalla piruvato
deidrogenasi (E,) e li trasferisce al
diidrolipoil deidrogenasi (E;).
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Legame del piruvato
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Decarbossilazione del piruvato
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Formazione di diidroacetillipoamide
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Legame del Coenzima A
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Formazione di Acetil-CoA
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Ossidazione della diidrolipoamide
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Riduzione del FAD a FADH,
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Riduzione del NAD*a NADH + H*
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Ritorno al punto di partenza
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Ritorno al punto di partenza

v. 3.5.1 © gsartor 2001-2020 Metabolismo dei carboidrati - IIT -55-

55

Ritorno al punto di partenza
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Controllo della piruvato deidrogenasi

e Inibizione competitiva da prodotti
- NADH compete con NAD* in E;
- Acetil-CoA compete con CoA-SH in E,

e La concentrazione dei due coenzimi regola
anche la direzione della catalisi di E, e E;.

e Negli eucarioti E; puo essere fosforilato da una
chinasi attivata dalla forma acetilata di E,

e La forma fosforilata di E; € inattiva mentre la
forma defosforilata e attiva.

v. 3.5.1 © gsartor 2001-2020 Metabolismo dei carboidrati - IIT
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Controllo della piruvato deidrogenasi
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Controllo della piruvato deidrogenasi

HsC o}
o/ 0"

NAD*
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Acetyl-Cok
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Ciclo di Krebs

Ciclo degli acidi tricarbossilici

63
Premio Nobel per la Medicina 1953
"for his discovery of the citric acid "for his ry of co-enzyme A
cycle" S rtance for intermediary
y o
Hans Adolf Krebs Fritz Albert Lipmann
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Ciclo di Krebs

e Il ciclo di Krebs e al centro del
metabolismo.

¢ Le vie degradative (catabolismo) lo
alimentano, le vie sintetiche
(anabolismo) ne usano i
componenti.

e E una via "ANFIBOLICA”, opera
infatti sia nel catabolismo che
nell'anabolismo cellulare.
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Ciclo di Krebs

e Tutte le reazioni avvengono nella matrice
mitocondriale.

¢ Nei mitocondri vi sono anche gli enzimi della
fosforilazione ossidativa e quelli della ossidazione
degli acidi grassi e degli aminoacidi.

AcetilCoA + 3 NAD* + FAD + GDP + Pi + 2H,0

\
2CO, + CoASH + 3 NADH + FADH, + GTP + 2H*
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Carbohydrate

trioscphosphate or lactic acd
.l, —zH
pyruvic acid
! +H,0—zH

oxaloacetic acid L eitric acid + CO,

A i S
# 2H H.0 \

malic acid cis=aconitic acid
T +H,0 +H,O !
i ¥
fumaric acid isocitric acid

\—:H - -l:/

succinic acid TH:O a-ketoglutaric acid
+CO; —:H +CO,

Krebs and Johnson (1937) “The role of citric acid in the
intermediate metabolism in animal tissues”.
Enzymologica 4:148-156.
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Ciclo di Krebs

Acetil-CoA
CoA co,

o . “o__0
Nuo ’ Y I
- CH
0,0 3 HsC
N 0 |
H,0 Con
OH -0 g
A N 0y 0"
° Ossalacetato o
- Malato - OH
05O o
o
= Citrato 7
Fumarato .
[
FADH, 0y 0"
FAD Q
o

cis-Aconitato

op . 0,0~
'K O?ul.x:lnll -CoA Isocitrato Q
GDP +Pi ©
o
Con - HO °
o co, S

NADH + H*

Piruvato

a-C
| ~ - o
CoA D\ {9 o 0, (o)
NAD*
NADH +H*
o NADH + H*
NAD*
o /O o 0
[ o~
co,
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Ciclo di Krebs

Aceti-CoA oA
NADH + H* \ e 0

Ossalacetato
Malato - OH

cAN .
E % T. ‘ I Carbohvdrate
Con Piruvato -

O triosephosphate or lactic aad

¢ —2H

7 Fumarato Citrato Oro pyruvic acid
0P o Ho | +H.0—:zH
i

FADH, - . . . - -
anq/‘ o " oxaloacetic acid —T citric add 4+ CO,
0l o cis-Aconitato ©’ R //r_gﬂ —H.0 .
Succinato H “ P \
malic acid cis=aconitic acid
CoA
o 0" I H,0
14101937 sno|
- o, OSUCCi""'CM\ Isocitrate 0 N0 _‘ . L v
P+l . fumaric acid isocitric acid
oA a-Chetoglutarato (o HoY7 2 \-— 2H 3H
I
c A LN oL 5 . . .
o :’W 2 o succinic acid +H:O g-ketoglutaric acid
NAD* ?—( (o] e + Coz — ZH -i_ Coz
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| crtrate cveLE (Tca cycLE) |

Phosphoenol-
41137 Lokl Glyoolysis /
== Gllcoeogenesis
4118 og

Fatty acid biosynthesis Jo-————x,

Fatty acid elongation in mitochondria p ————-—, i | Rl ]
Val, Leu & Ile degradation _——“\ |
|

{ Fattyacia ! LS Seesmo EETRE z
ce 0l - De!UWl)'\‘l!D
Alanine, aspartateand g Tpoanide B
glutamsle metsholizm | woe—{1214

Dihyelro-
Gy and ooyt g ——— ' h;gayg"\éz-ﬁ

=

1399.1

Suecingl-Coks

3
Succinate -5

113 (4213} [4213]
I_-_’ %Oxalweme 2333 j) m_a,mmm
41271
4136

Grhlake [t1142]
.
\I Oreloswcinate ® [T,
Aginine and polie |\, 5 Funase
[L112]

Iso Elhnh

2-Oxo-
glutarate
-~

I
Vol Leuéelle | )
degradation

Ascorbate and aldarate
| retabolism

v.3.5.1 © gsartor 2001-2020 Metaboiismo dei carboidrati - 111

| Alanine, aspartate and
:‘—— —— | glutaraate mp:lﬁolsm
“————{ D-Gln & D-Glu metsbolista

70 -

70

gsartor

35



Metabolismo dei carboidrati - 111

31/03/2020 10:09:15

Nucleotidi
trifosfati

2CO0,
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[Enon A Equivalenti ¥'

Ciclo di Krebs

AcetilCOA O, coa—sH _

0 _o
CoA's (o]
050
o OH

riducenti o

co,
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d Succinato EC4.2.1.3
FAD deidrogenasi
EC 1.3.5.1

Ciclo di Krebs

o

OH o
yvo/ ~ Malato Citrato sintasi ENLH
O deidrogenasi EC 2.3.3.1 a

EC 1.1.1.37

Ox% Fumarasi
E EC 4.2.1.2
=
o .

Aconitasi

[o o
SuccinilCoA
con Sintetasi Aconitasi
o o~ [ EC 6.2.1.4 EC 4.2.1.3
GTP ’X’ a-Chetoglutarato
Gop 4 pi ;/o deidrogenasi

EC 1.2.4.2 Isocitrato
deidrogenasi

EC1.1.1.41 Ho 7~

oA
0y_0O"
0 X
NAD*
NADH + H*
? NADH + H*
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CoA
NADH + H* for < ’ “o.__0
0
NAD* \f k/ I
|
H,0 CoA
~ Malato [Citrato sintasi 0y 0"
©1 deidrogenasi EC 2.3.3.1 Q
- EC 1.1.1.37
Ox° Fumar o
EC 4.2.1.2
=
0% o Aconitasi ¥A
FADH, Succinato EC4.2.1.3 o
FAD deidrogenasi
EC1.3.5.1 \
O,
Deidrogenasi
inilCoA
con Sintetasi Aconitasi
o 0 I EC 6.2.1.4 EC 4.2.1.3
are a-Chetoglutarato
GoP 4 Pi EN deidrogenasi Tsocitrato
EC1.2.4.2 - - o
deidrogenasi
ToR EC 1.1.1.41 HO 0
H
N o
on On°
NAD*
NADH + H* NADH 4
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NADH + H* D
NAD*
% & H C
E Malato Cltrato sintasi
©"  deidrogenasi C 2.3.3.1
. EC 1.1.1.37 -
0" Fumarasi o o
EC 4.2.1.2 o
=
7 8 1 y
- o
070 Aconitasi "
FADH, Succinato EC 4.2.1.3 o 0, o
FAD deidrogenasi 6
EC 1.3.5.1 o
oo 2 o
H
SuccinilCo. o°
P con Sintetasi Aconitasi
o 0 I EC6.2.1.4 4 3 EC 4.2.1.3 H,0
are a-Chetoglutarato ENGLN
0y 0" deidrogenasi -
GDP +Pi X EC1.2.4.2 Isocitrato o
deidrogenasi
oA EC1.1.1.41 HO' 0
o €0, H o
Con [NgLH 0 OO
NAD*
NADH + H* o NADH 4
MDT A0 GO
o o
co,
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Ciclo di K

rebs

[
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del CICLO e (01 ™7
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Ciclo di Krebs
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Ciclo di Krebs
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Ciclo di Krebs

" " : Aconitasi
Citrato sintasi
(EC2.3.3.1) (EC4.2.1.3) Isocitrato deidrogenasi
: /1 (EC1.1.1.41)

Malato deidrogenasi
(EC1.1.1.37)

Fumarasi
(EC4.2.1.2) ¢ a-chetoglutarato deidrogenasi

(EC1.2.4.2)

Succinato deidrogenasi
(EC1.3.5.1)

SuccinilCoA sintetasi
(EC6.2.1.4)
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Citrato sintasi (EC2.3.3.1)

AcetilCoA

CoA’sY

&:‘o‘\'SH
Citrato sintasi
EC 2.3.3.1
Ossalacetato
Citrato 0

o
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Citrato sintasi (EC2.3.3.1)

Aceti ICoA

C*
EC 2.3.3.1
Ossalacetato
Citrato 0

o

¢ Quando lega ossalacetato cambia conformazione,
e Si crea il sito per acetil-CoA,
e L'ossalacetato non & piu accessibile all’acqua.

v. 3.5.1 © gsartor 2001-2020 Metabolismo dei carboidrati - IIT -82-

82

gsartor 41



Metabolismo dei carboidrati - 111

gsartor

Citrato sintasi (EC2.3.3.1)

¢ Quando lega ossalacetato'cambia conformazione,
e Cicrea il sito per acetil-CoA,
e L'ossalacetato non & piu accessibile all’acqua.

v. 3.5.1 © gsartor 2001-2020 Metabolismo dei carboidrati - IIT -83-

83
Citrato sintasi (EC2.3.3.1)
Ossalacetato
Acetil-CoA
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His320

e La condensazione del

di citril-CoA

e E una catalisi acido base
che coinvolge His274 e
Asp375.

e L'idrolisi del legame
tioestere nel citril-CoA
porta alla formazione di
citrato e CoA-SH. P

e La reazione & spontanea a o X
causa dell’idrolisi del o”
legame tioestere (-31.5 Cirato
kJ/mol) che coinvolge His-

320.

Ossalacetato
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|

H N

0 ~

. J
ossalacetato con acetil- o0 O,,H/ijsm
CoA porta alla formazione ng oo —
e
o]
H

e
>—§ Asp375
O

Citrato sintasi (EC2.3.3.1)

(- His320

¢
N
i r
i o /N\/>_"
(o] Fa- JH His274
‘R o
CoA
8 ch)\ -

HO
—] Asp375
4
o

His-320

0 >_,§ Asp375

[¢)
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e La condensazione del
ossalacetato con acetil-
CoA porta alla formazione
di citril-CoA

e E una catalisi acido base
che coinvolge His274 e
Asp375.

e L'idrolisi del legame
tioestere nel citril-CoA
porta alla formazione di
citrato e CoA-SH.

e La reazione & spontanea a
causa dell’idrolisi del
legame tioestere (-31.5 £
kJ/mol) che coinvolge His-
320.
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Citrato sintasi (EC2.3.3.1)

La regolazione della citrato sintasi € data
dalla disponibilita di substrati,

La concentrazione di ossalacetato e limitante,

L'ossalacetato & anche substrato della
gluconeogenesi,

In mancanza di ossalacetato si accumula
Acetil-CoA,

La presenza di Acetil-CoA stimola la piruvato
carbossilasi a produrre ossalacetato.
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Citrato smta5| (EC2.3.3.1)

1cts
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Aconitasi (EC4.2.1.3)

Metabolismo dei carboidrati - IIT

(o}

O,
-o H
Citrato O,

Aconitasi H0
EC4.2.1.3 o_ 0o~

"o
cis-Aconitato o
Aconitasi
EC4.2.1.3 H,0
o -
Isocitrato
e
HoNg®
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Aconitasi (EC4.2.1.3)

Catalizza la conversione
stereospecifica del citrato in
isocitrato attraverso una
deidratazione e una reidratazione,

- L'intermedio cis-aconitato non &
rilasciato dal sito attivo,

- Nel sito attivo vi & un cluster FeS
(Fe,S)

— Tre degli ioni Fe sono complessati
da un S di tre Cys, il quarto ¢ il
sito che lega il substrato.

Il AG della reazione & positivo, il
prodotto viene rimosso, il AG si
avvicina a zero a concentrazioni
reali.

Metabolismo dei carboidrati -
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O,
-o H
Citrato O,

Aconitasi H0
EC4.2.1.3 o_ 0"

K
cis-Aconitato
o
Aconitasi
EC 4.2.1.3 H,0

O,
Isocitrato
e
HoNg®

<]

1I
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Cys y —\
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Aconitasi (EC4.2.1.3)

Fo H  Fe—
7 i
Asp-100 i~ fe Asp-100 "o fe
sp- 3 -
p \Tlsﬂor._ ‘/ +/Fe TT—His101 ‘/ —re
‘Fe— : .Fe—
o H\H .- Fe o f‘*

Arg+580

cis-aconitato

intermedio
H
Ser642—0" ° Sers42—0__
Citrato )
Rovesciamento
di 180°
H Fe
w ! /] ./
Asp-100 0, Fe
TT=His101 ™, ‘ Fe
G, ez
r‘< _-Fe—
Arg+580 H—oY . :
o
— o
Ser642—0_ B
H o
Ser642—0"
(2R,3S)-Isocitrato
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Aconitasi (EC4.2.1.3)
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Aconitasi (EC4.2.1.3)

ACONITASE

http://pdb101.rcsb.org/learn/videos/aconitase
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Aconitasi (EC4.2.1.3)

Arg580

Ser642
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Aconitasi (EC4.2.1.3)

trans-aconitato
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Aconitasi (EC4.2.1.3)
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Isocitrato deidrogenasi (EC1.1.1.41)

o-

O,
Isocitrato ygocitrato,
deidrogenasi -0’
a-Chetoglutarato EC 1.1.1.41 (o)
- HO;
Ossalosuccinato H _
g /(4

NAD+

00" 0O
o NADH + H*
o 0 A0
o~ 0~
,L/M
co,
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Isocitrato deidrogenasi (EC1.1.1.41)

e (Catalizza la decarbossilazione ossidativa del isocitrato,

e La porzione nicotinamidica del NAD* (o del NADP+ in un
isoenzima) ossida il gruppo OH a carbonile,

e Siforma l'intermedio ossalosuccinato nel quale vi &
l'interazione con lo ione Mg*+ (Mn*+),

e Il gruppo COO- non interessato nella formazione del
complesso esce come CO,,

e Siforma a-chetoglutarato:

. -
- [*]
Isocitrato ygocitrato,
deidrogenasi e
a-Chetoglutarato EC 1.1.1.41 (o)
- HO;
Dssalosuccinato _
=\
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Isocitrato deidrogenasi (EC1.1.1.41)

e La reazione & altamente spontanea, sia il processo di
decarbossilazione che quello di ossidazione sono
spontanei (AG°’' = -20.9 kJ/mol).

e L'isocitrato deidrogenasi € regolata:
- Attivata allostericamente da ADP (ATP antagonista)
- Attivata da Ca*+ e NAD* (NADH antagonista)
- Quando il rapporto ATP/ADP €& basso il ciclo di Krebs

\ .
€ attivo.
0 0"
Isocitrato jygocitrato
‘ deidrogenasi -0
a-Chetoglutarato EC 1.1.1.41 o)
. ‘ . Ossalosuccinato H -
: 00" 040
NAD+
o' NADH + H+
(‘)?—— 0
(o}
[
co,
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Isocitrato deidrogenasi (EC1.1.1.41)
3blw
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Isocitrato
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Isocitrato deidrogenasi (EC1.1.1.41)

Mg++

C-OH ossidato a C=0

Metabolismo dei carboidrati - IIT

Esce come CO,
.

Isocitrato
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a-chetoglutarato deidrogenasi (EC1.2.4.2)

SuccinilCoA

_ a-Chetoglutarato
O ° deidrogenasi
EC1.2.4.2
a-Chetoglutarato
/CoA
o co.
(l:oA °y°
NADH + H*¥|
NAD& o]
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succinil-CoA e CO,.

tioestere

deidrogenasi (E;, E,, E;)

- E, ha diversa specificita di substrato.

SuccinilCoA
a-Chetoglutarato

08,0~ deidrogenasi
EC1.2.4.2
a-Chetoglutarato
/CoA
o co,
(l:oA '%\') Oy°
NADH + H¥|
NADa 0
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e E un complesso enzimatico che converte I‘a-chetoglutarato a
e La reazione produce NADH e conserva l’'energia nel legame

e La reazione & spontanea (AG®' = -33.5 kJ/mol).
e Meccanismo quasi identico a quello del complesso piruvato

- E, ed E; sono conservati nei due complessi enzimatici,

a-chetoglutarato deidrogenasi (EC1.2.4.2)

- 105 -

105

v. 3.5.1 © gsartor 2001-2020 Metabolismo dei carboidrati - III

a-chetoglutarato deidrogenasi (EC1.2.4.2)
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a-chetoglutarato deidrogenasi

piruvato deidrogenasi
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SuccinilCoA sintetasi (EC6.2.1.4)

o-

o, Succinato
SuccinilCoA
sintetasi
oP~o- f°R EC6.2.1.4
HS

SuccinilCoA
GTP

0 0"
GDP + Pi ?
o

bun
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SuccinilCoA sintetasi (EC6.2.1.4)

e Converte il succinil-CoA in
succinato e produce GTP (ATP)
da GDP (ADP) e Pi.

e L'enzima é fosforilato in una His.
e E un eterodimero:
- La subunita a contiene il sito

080" succinato di fosforilazione (His) e lega
TS con
0P~o- foA EC 6.2.1.4 R Y [T
SuccinilCon - La subunita B da la specificita
R N per ATP o GTP.
GDP + Pi . \ .. , . .
H e La reazione e vicina all’equilibrio
(o}
L. (AG°'=-2.9 kJ/mol).
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M -
- o o-
O\ o X
C‘)’
+ P > +
_A=o
o 0" b= =
|
CoA
SuccinilCoA
o -
;
0= No-
Succinato
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SuccinilCoA sintetasi (EC6.2.1.4)

Sito di
Fosforilazione
(fosfoistidina)
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SuccinilCoA sintetasi (EC6.2.1.4)

Mitocondriale
2fp4
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Succinato deidrogenasi

e Per completare il ciclo il succinato deve
venire convertito in ossalacetato.

e Il succinato & deidrogenato a fumarato
stereospecificatamente dalla flavoproteina
succinato deidrogenasi con produzione di

e La succinato deidrogenasi € il solo enzima
di membrana del ciclo di Krebs.

¢ Gli elettroni passano dal succinato al FAD,
che & legato covalentemente alla proteina
attraverso un residuo di His.

e Il FADH, € riossidato a FAD dal Coenzima Q
nella catena di trasporto degli elettroni.

¢ Il malonato, strutturalmente analogo al
succinato, & un forte inibitore competitivo e
blocca il ciclo.
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Succinato deidrogenasi (EC1.3.5.1)

1nek
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.
Fumarasi (EC4.2.1.2)
00"
H,0
'OH
% '0 ~Malato
O 0" Fumarasi
EC4.2.1.2
Fumarato
070"~
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Fumarasi (EC4.2.1.2)

0 0"
H,0
OH
[} ~Malato
O 0  Fumarasi
EC4.2.1.2
Fumarato
o= o~

e La fumarasi catalizza I'idratazione reversibile del
fumarato, si forma (S)-malato (L-malato).

e E una reazione stereospecifica, viene idratato il
doppio legame trans ma non il cis (maleato).

¢ Nella reazione inversa solo il L-malato e substrato
dell’enzima non 'isomero D.
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Meccanismo
Carbanione
0
e
OH _O%'OH H+
H
0 \
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0
el y
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Fumarato \ Hi')LO' V S-Malato
e ct
o
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Carbocatione
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Fumarasi (EC4.2.1.2)

1fuo
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Malato deidrogenasi (EC1.1.1.37)

NADH + H*
NAD+ "0 0
0y 0
(]
'OH 0" Yo
0P~o- Ossalacetato
Malato Malato

deidrogenasi
EC 1.1.1.37

¢ La L-malato deidrogenasi ossida il malato a ossalacetato
rigenerando il composto di partenza del ciclo e
producendo NADH.

e La reazione é sfavorita (AG°'= 29.7 kJ/mol), ma la
concentrazione di ossalacetato € bassa (<106 M), il che
spinge la reazione in avanti.

¢ Inoltre la reazione successiva catalizzata dalla citrato
sintasi € altamente favorita (AG°’= -31.5 kJ/mole) e
sottrae ulteriormente 'ossalacetato dal mezzo.
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Citosolica
5mdh
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Energia

AG (kJ/mol)
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Ciclo di Krebs

Ossalacetato Amtll-CnA
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ATPo_
0 g A{ ﬂg 2 NADH +H*
g5 - l2am
= = —[2&F]
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o R
2 . % % B - |onscHERT
5 Fermentazione 83 3
E 00 = % 2NADH +H*
o Glicolisi Anaercbia 2 2
2 . .
800 § o
@ g % 2 NADH +H*
S as
Respirazione : g
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e Le vie degradative (catabolismo) lo
alimentano, le vie sintetiche (anabolismo) ne
usano i componenti.
e E una via "TANFIBOLICA", opera infatti sia nel
catabolismo che nell’anabolismo cellulare.
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Ciclo di Krebs

c, °2
C,— 4\K |
7 C6

129

o
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GDP + Pic4 C . C6
'%“C . Ce A

https://www.youtube.com/watch?v=X6allwxrDQg https://www.youtube.com/watch?v=yk14dOOvwMK
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Citrato sintasi
(EC2.3.3.1) (EC4.2.1.3) Isocitrato deidrogenasi
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Malato deidrogenasi
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Fumarasi
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Piruvato Piruvato

NADH
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Glucosio

MATRICE
MITOCONDRIALE
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Reazioni anaplerotiche

e Gli intermedi del ciclo di Krebs sono
risintetizzati dalle reazioni anaplerotiche.

» La concentrazione degli intermedi nel ciclo
rimane pressoché costante.

e La principale reazione anaplerotica € quella
che porta alla produzione di ossalacetato da
CO, e piruvato. La reazione e catalizzata dalla
piruvato carbossilasi.

e La produzione di ossalacetato avviene
principalmente nel rene e nel fegato.

e La piruvato carbossilasi e fortemente stimolata
da acetil-CoA.
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e Ci sono prove che suggeriscono la
formazione di complessi
multienzimatici per il ciclo di Krebs.

e Cio potrebbe facilitare la
canalizzazione dei substrati tra i
siti attivi.

v. 3.5.1 © gsartor 2001-2020 Metabolismo dei carboidrati - III -135-

135
Controllo
e I fattori che controllano il flusso del ciclo sono:
- Disponibilita dei substrati
- Inibizione da prodotti
- Inibizione allosterica nei primi passaggi
e La citrato sintasi, la isocitrato deidrogenasi e
la a-chetoglutarato deidrogenasi possono
essere tutti punti di regolazione:
- La disponibilita di acetil-CoA e ossalacetato regolano
I'attivita della citrato sintasi.
- L'accumulo di NADH inibisce le due deidrogenasi.
e L'accumulo di prodotto inibisce gli altri
passaggi.
136

31/03/2020 10:09:15

68



Metabolismo dei carboidrati - 111

gsartor

Controllo

e L'inibizione della citrato sintasi da
ATP e eliminata da ADP.

e Nei muscoli di vertebrato lo ione
Ca*t attiva la isocitrato
deidrogenasi e la a-chetoglutarato
deidrogenasi.

e Le velocita della glicolisi e del ciclo
di Krebs sono integrate.
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Controllo
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Mancanza di enzimi

NADH + 1 AcetilCoA co, aco—
Aco” \f N I
HsC 0
A&Z ACo— v
Piruvato

In alcuni microrganismi il
ciclo di Krebs serve per
produrre intermedi e non
energia.

Manca la a-chetoglutarato
deidrogenasi.
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NADH + 1 AcetilCoA
- ACo” \f
E Q’ E &A% v
o Ossalacetato oo\ o
u Malato
Citrato
AcetilCoA Aco” YO ¥,
‘ o, o ) N
I Gliossilato
05O w0 cis-Aconitato
E Succinato
Isocitrato b o
e In alcuni organismi (piante, microrganismi...) vi & la
conversione di acetato (acetil-CoA) a carboidrati attraverso il
ciclo del gliossilato.
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Ciclo del gliossilato e ciclo di Krebs
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Da grassi a zuccheri

¢ Nei semi in germinazione
avviene la conversione di acidi
grassi in glucosio.

e Cio avviene in tre
compartimenti diversi:

¢ I vacuoli lipidici, dove i grassi
vengono idrolizzati in acidi
grassi e glicerolo

o I gliossisomi, dove gli acidi
grassi vengono B-ossidati a
AceilCoA e si forma succinato
dal ciclo del gliossilato

Vacuoli lipidici

F:"/
y
&

e Nei mitocondri dove il Gliossisomi Mitocondri
succinato entra per formare
malato che va formare
carboidrati.
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Da grassi a zuccheri

e Nei semi in germinazione
avviene la conversione di acidi
grassi in glucosio.

e Ci0 avviene in tre
compartimenti diversi:

Triacilgliceroli
Vacuolo lipidico

ESOSI
Acidi grassi R
Gluconeogenesi
Acidi grassi Ossalacetato

AcetilCoA Malato

e I vacuoli lipidici, dove i grassi OssaleegRre
vengono idrolizzati in acidi  Malato
. . Citrato Ciclo del .
grassi e g||cero|o Gliossilato \_AcetilCoA ] /t\
- - - . - . " i i marato alato
« I gliossisomi, dove gli acidi tsocirgto _ Shpssieto <‘“ o a '{
grassi vengono B-ossidati a KrebS tachiato
AceilCoA e si forma succinato Succinato S“°%‘"\a‘°c W
. . . iossisoma itrato
dal ciclo del gliossilato “
* Nei mitocondri dove il
succinato entra per formare
malato che va formare
carboidrati.
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__Ciclo di Krebs nel Plasmodium falciparum

extracellulare
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Branched tricarboxylic acid metabolism in Plasmodium falciparum Kellen L. Olszewski, Michael W. Mather, Joanne M. Morrisey,
Benjamin A. Garcia, Akhil B. Vaidya, Joshua D. Rabinowitz, Manuel Llina NATURE, Vol 466, 5 August 2010, pp 774-778
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Branched tricarboxylic acid metabolism in Plasmodium falciparum Kellen L. Olszewski, Michael W. Mather, Joanne M. Morrisey,
Benjamin A. Garcia, Akhil B. Vaidya, Joshua D. Rabinowitz, Manuel Llina NATURE, Vol 466, 5 August 2010, pp 774-778
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Ciclo di Krebs nel Plasmodium falciparum
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Ciclo di Krebs nel Plasmodium falciparum
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Sommario

Il piruvato e convertito in acetilCoA e CO,
dalla piruvato deidrogenasi (E;+E,+E;).

L'acetilCoA ¢ convertito in CO, attraverso il
ciclo di Krebs, si generano: tre NADH, un
FADH,, e un GTP (per fosforilazione a livello
del substrato).

Gli intermedi del ciclo di Krebs sono anche
precursori per la sintesi di altre biomolecole
(acidi grassi, steroidi, aminoacidi, porfirine
purine, pirimidine e glucoso).

L'ossalacetato e riformato dal piruvato
attraverso la carbossilazione catalizzata dalla
piruvato carbossilasi.
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