Introduzione allo studio del
metabolismo

Parte I



FOTOTROFI

Le piante ed alcuni tip1 di batteri ricavano I’energia libera
dal Sole mediante la fotosintesi, un processo in cui
I’energia luminosa € convertita 1n energla chimica
(processo  esoergonico). L’energia chimica viene
successivamente utilizzata nei processi endoergonici come
la capacita di produrre un lavoro meccanico, il trasporto
attivo di molecole attraverso le membrane e la biosintesi di
molecole complesse.

CHEMIOTROFI

Ricavano I’energia libera necessaria per 1 processi
endoergonici, dall’ossidazione dei composti organici
(carboidrati, lipidi e proteine), ottenuti da altri organismi
(processo esoergonico).



Introduzione allo studio del metabolismo

METABOLISMO:
Insieme delle reazioni chimiche che avvengono in un organismo

VIA METABOLICA:

Successione di reazioni che convertono un composto A in un
composto X attraverso un numero n di stadi

(A——B

v
v
v
v
v

>X)

Una via metabolica deve soddisfare almeno due requisiti:

1) Le reazioni devono essere specifiche;

2) La serie di reazioni che costituiscono una via deve essere
termodinamicamante favorita.




METABOLISMO

Il metabolismo ¢ il complesso dei processi mediante i quali
gli organismi viventi producono ed utilizzano 1’energia

CATABOLISMO:

Insieme delle vie metaboliche che convertono composti
complessi in composti piu semplici

Insieme delle reazioni che operano I’ossidazione delle
sostanze organiche complesse (processi esoergonici).
(degradazione dei composti biologici; produzione di energia e
potere riducente)

ANABOLISMO:

Insieme delle vie metaboliche che convertono composti semplici
in composti piu complessi (processi endoergonici).

Reazione di riduzione

(sintesi dei composti biologici)



ANABOLISMO:
La conversione di composti semplici in composti piu
complessi richiede energia ed elettroni (potere riducente)

i
COMPOSTI INORGANICI X & COMPOSTI ORGANICI
e COMPOSTI ORGANICI +—> COMPLESSI
SEMPLICI !

(Amminoacidi, Proteine,

(CO,, CH;COOH, NOy, Zuccheri, Polisaccaridi,
Nucleotidi, Acidi Nucleici

SO,*, ecc.) Lipidi, ecc.)



Le vie sono interdipendenti e sono regolate attraverso I’azione
di numerosi enzimi allosterici

Le vie metaboliche possono essere lineari o ramificate
Le vie cataboliche generalmente sono convergenti
Le vie anaboliche generalmente sono divergenti
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CONCETO DI RIDUZIONE E
OSSIDAZIONE NEI COMPOSTI ORGANICI

0X red
Mg = Mg?* + 2e- OSSIDAZIONE Perdita di elettroni
F%l + 2e- = 2F- RIDUZIONE Acquisizione di elettroni
re 0X

L’assegnazione dell’appartenenza degli elettroni si basa sulla
elettronegativita degli elementi

Elettronegativita Contributo allo stato
di ossidazione del
Carbonio
O, N, S >C +1
H <C -1
C =C 0

Legami multipli I contributo complessivo ¢ dato dal contributo
dell’elemento per il numero di legami

C=0 T’ossigeno da un contributo di +2 all’atomo di C



L’atomo di carbonio puo essere progressivamente ossidato

H H H

| -4 | -2 | 0 +2 (||)+4
H—C—H H—C—OH C=0 H—C=0 C
| | | | (")
H H H OH
Alcano Alcool Aldeide Acido carbossilico
red >  0OX

OSSIDAZIONE Aumento del numero di ossidazione
RIDUZIONE Diminuzione del numero di ossidazione

IN PRATICA
OSSIDAZIONE Inserimento di O,N,S
RIDUZIONE Inserimento di H




Stati di ossidazione del carbonio nelle molecole biologiche

—CH, —CHj4 Alcano
_CH2 _CHon AICOI

O
7 |
—CH, —C\ Aldeide (chetone)

H(R)
e | .
—CH, —C\ Acido carbossilico
OH

O0=C=0 Anidride carbonica



Formale
appartenenza degli
elettroni di legame

all’atomo di carbonio
nella biosfera sulla
base della differente
elettronegativita

Metano H: *H
H
H H
Etano H:C:C:H
(alcano) H H
H, . H
Etene ‘gi:Q!
(alchene) H' H
H H
Etanolo H:C:C:0:H
(alcol) H H LO
Acetilene o
(alchino) HEICEEEIEEE
H.' e
Formaldeide L0,
H
Acetaldeide H:C:C™
(aldeide) e e
H 0
B0
Acetone H:C:C:C:H
(chetone) - 4

O:
Acido formico St
(acido carbossilico)y H? € o
o
Monossido HEEEELE:
di carbonio

Acido acetico H .;.U :
(acido carbossilico) H: C:C .

B Oy

Biossido 0::¢11 0,
di carbonio ’ .



Scissione
omolitica

Scissione
eterolitica

| |
_(|3 . H —_— _(l; ] + ] H
Radicale Atomo
del di

carbonio idrogeno

| | |
—C—C— =— —C" "+ C—

Radicali del carbonio

| |
—(|3—H . —(f:— + H

Carbanione Protone

| |
B S

Carbocatione [one
idruro

| | |
DR

Carbanione Carbocatione



Nucleofili

Ve
—QO:
Ossigeno carico
negativamente

(come in un ossidrile non
protonato, o in un acido
carbossilico ionizzato)

P
—S:

Sulfidrili carichi

negativamente

| A~

Carbanione
e
_NI' -

Gruppo amminico
non carico

pe—

N:
N/

Imidazolo

N
H—O:

Ione idrossido

Elettrofili

Atomo di carbonio
di un gruppo carbonilico
(I'ossigeno piu
elettronegativo del gruppo
carbonilico tiene gli elettroni
lontani dal carbonio)

\f_+
/ urf_

H

Gruppo imminico protonato
(attivato per l'attacco
nucleofilico sul carbonio
dell'immina protonata)

] U
O
Fosforo di un gruppo

fosfato
‘R
G
Protone



SPONTANEITA’ DI UNA REAZIONE
ENERGIA LIBERA DI GIBBS

A+B&< C+D
AG =2G E(}re:clgenti

AG =AG° + RT In [C] [D
[A] [B]
AG?® ¢ la variazione di energia libera standard
R ¢ la costante dei gas
T ¢ la temperatura assoluta
Stato standard in cui la concentrazione di ciascun reagente ¢ 1 M

prodotti ~

AG <0 (-) Spontanea esoergonica

AG =0 Equilibrio non si ha una
trasformazione netta

AG>0(+) Non spontanea endoergonica

¢ necessario fornire
energia per farla
avvenire




Considerazioni energetiche

La variazione totale di energia libera di una serie di
reazioni ¢ uguale alla somma delle energie libere delle
singole reazioni

Una reazione termodinamicamente sfavorita puo
procedere se accoppiata ad una reazione
termodinamicamente favorita

Accoppiamento energetico
Intermedio comune
Conformazione attivata di un enzima
Addotto covalente con il substrato

Addotto covalente con I’enzima




Una reazione termodinamicamente sfavorevole puo
essere resa possibile mediante|accoppiamento|con una
reazione termodinamicamente favorevole

AG
Enz
A \4 B+C + 5 kcal mol! (+21 kJ mol!)
B > D -8 kcal mol! (-34 kJ mol! )

A Enuma | 14 -3 kcal mol! (-13 kJ mol!)

Le variazione di energia libera sono additive

Le due reazioni sono accoppiate dall’intermedio comune B




L’idrolisi dei legami fosfoanidridici ad alta energia dell’ATP
¢ una reazione esoergonica (favorita) ACCOPPIATA a
reazioni endorgoniche (sfavorite)

NH,
legame
fosfoestere _— N
legami N A\
fosfoanidridici K ‘ ;
S N/
_ N

B |y | | |
e I‘{Y O~ P O P ~O—CH, O
O O O H H/
HO OH
. . /
Adenosina
k v 4
AMP
\ - :
ADP 5
N J

.
ATP



L’idrolisi dei legami fosfoanidridici
ATP: il donatore (quasi) universale di energia

MH
M, . oy e ge s
0 "9 -9 & N 2 legami fosfo-anidridici
AP R ope h—t ad alta energia
074 0 0 o N ol
d "0 0 o
ATP# HO H
Adenosina trifosfato (ATP)
2-3OP'O'PO32- — 2HPO42-
-7.3 kcal mol! 10.9 k 1
¥ 2- -10.9 kcal mol
HPO,
NH
2- g 0 L D b
; 5 N ,
| N 2 0 T
“EF :I. _,_,.o-'F, F I Mbh.
'-'_"-'#"I WD_.- H'::l xm _:__:,-' IL | T“
§ ¢ : 07 o = W
d V=
ADP3- HO OH _\ > AMP?-
Adenosina difosfato (ADP) HO OH

HP042- Adenosina monofosfato (AMP)



4

L’idrolisi dei legami fosfoesterei fornisce
basse quantita di energia

AMP?

NHz

", - .--\q\_

nosina monofosfato (AMP)

CH,OH

H—C—OH o
| Vs

\o/ \ X0

Legami

(0)
licerolo 3-fosfato

fosfo-estere

~-2 kcal mol!

NV

HPO >

-2.2 kcal mol!
—\ >

HPO >

> HO/WN | g =
/

MH
ML [
A ., = -"'\.\_""\-\.

HO OH

CH,OH
H—C—OH

H,C
OH



L’idrolisi dell’ATP puo indurre nell’enzima un cambio
conformazionale trasformandolo in una forma attivata capace
di effettuare una reazione energeticamente sfavorevole.

L’idrolisi dell’ATP sposta ’equilibrio delle reazioni accoppiate

s 24 a\» P + 5 kcal mol!
ATP + H,O > ADP + HPO /* - 7.3 kcal mol-!
o
S+ ATP + H,O————P + ADP + HPO> - 2.3 keal mol-!

Conformazione attivata di un enzima




S Enzua P + 8 kcal mol!

ATP + H,O > AMP + 2HPO * - 10.9 kcal mol!

Enzima

S+ ATP + H,O >*P + AMP + 2HPO,* - 2.9 kcal mol!

Conformazione attivata di un enzima




ATP puo formare un addotto covalente con il substrato
o con un residuo amminoacidico di un enzima

S Enzma | P + 5 kcal mol!

ATP + S > ADP-S + HPO/* -x kcal mol
ADP- S > P+ ADP - y kcal mol-!
ATP +§ —228ma_, p . ADP +HPO2 2 keal mol-!

Accoppiamento mediante addotto covalente con il substrato




ATP puo formare un addotto covalente con il substrato
o con un residuo amminoacidico di un enzima

S Enzma | P + 5 kcal mol!

ATP + > ADP-E + HPO > -x kcal mol-!
ATP-E + S > ADP-S + £+ HPO,>  -n kcal mol!
ADP- S > P+ ADP - y kcal mol-!
ATP +§ —228ma_, p . ADP +HPO2 2 keal mol-!

Accoppiamento mediante addotto covalente con ’enzima

La reazione catalizzata dalla DNA ligasi segue questo schema



NMN AMP

E—Lys—NH, + \I—R—()—I’—()\jl*—() R— A
() ()
covalente con NMN
PENZIMA
O AMP
E—Lys —I:Ing —P—0O—R—A

(@] (@]
Y
J\Om /(--)\ + E—Lys —NH,
O )/D\(_)‘ Addotto
AMP P covalente con il
S SUBSTRATO

3
% AMP

O

O—l’—()\

La DNA ligasi

La DNA ligasi catalizza ’unione di
una catena di DNA la cui estremita
libera contiene un gruppo ossidrilico
in posizione 3’ (3’-OH) con un’altra
catena la cui estremita libera contiene
un gruppo fosforico in posizione 5’
(5°-P). Negli eucarioti I’energia
per 1l processo ¢ fornita dall’ATP,
idrolizzato ad AMP e PPi, mentre

nei batteri ¢ fornita dal NAD-,

1drolizzato ad AMP e
nicotinammide mononucleotide
(NMN)

Accoppiamento mediante addotto covalente

O



ATP puo essere donatore di gruppi fosforici

Glicerolo + HPO EnZna | Glicerolo 3-P + 2.2 kcal mol!

N\

ATP + H,0O > ADP + HPO > - 7.3 kcal mol-!

Glicerolo + ATP + H,O
l Enzima

Glicerolo 3-P + ADP - 5.1 kcal mol!



Specifiche CHINASI possono catalizzare il trasferimento di
gruppi fosforici tra i nucleotidi

ATP + GDP ¢ > ADP + GTP

ATP + AMP . > ADP + ADP

ATP + dADP 4 > ADP + dATP




Basi molecolari dell’elevato potenziale di
trasferimento del gruppo fosforico del’ATP

I prodotti di idrolisi sono piu stabili

Stabilizzazione per risonanza i

Repulsione elettrostatica ROy AN

. ilg . -, ,
Stabilizzazione per 1dratazione t:-'"jil-"j.ffﬂ-7':3.7;"F'§f"“5;j';:_i:.i'- 'H~Ef\§i7/”_“ s
s T .
ATP* ud b
Adenosina trifosfato (ATP)

I g ! 7
P W U N A Y
HO”/ ~O- HO” /| ~O- HO” /| 0 *HO®/ O-
o O > O



Risonanza e stabilizzazione elettrostatica

> 0 -<
\(H) [ \"Y ?/

O—P QPO
A

-0 O-

Repulsione carica-carica / k HQO

20 - O=

=9 AP

0O PG H+H G PO
\_/

-0 O



Il complesso con Mg?* maschera in parte le
cariche negative

O O O
0 —P”’ —0 P”’ O P”’ O— Rib — Adenina
(l)\ /,(') (|)‘ MgATP?Z~
\M g’ 2+
O O
0 Il-l) O }”) O— Rib — Adenina
(|)\ \ (|) MgADP



Energia libera, G

Energia libera di idrolisi dei
tioesteri e degli esteri

Tioestere

| Stabilizzazione dell’estere

0 /| normale per risonanza
Y
CHj —C\
QD Legame estere
(0ssigeno ) 5+
O stabilizzazione
CH;_;—CI// per risonanza . CH, —C{f
AG AN AN
di idrolisi U =5 O—R
del tioestere S_
AG di idrolisi
del legame estere
O O
7 4
CHj4 —C\ + kSl CHj4 —C\ = R—OH
OH OH

I prodotti di idrolisi hanno lo stesso contenuto in energia libera G



ATP e un trasportatore di gruppi fosforici

AG di idrolisi dei gruppi fosforici

Composto kcal mol!
fosfoenolpiruvato -14,8
1,3-bisfosfoglicerato -11.,8
Creatina fosfato -10,3
ATP ( ad ADP) 7,3
Glucosio 1-fosfato -5,0
Pirofosfato -4.6
Glucosio 6-fosfato -3,3

Glicerolo 3-fosfato

-2,2

La posizione intermedia
occupata dall’ATP gli
permette di svolgere
efficientemente il ruolo di
trasportatore di  gruppi
fosforici
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ATP non é una forma di conservazione di energia

ATP ADP
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CATABOLISMO

La quantita di energia derivante dall’ossidazione di composti
organici dipende dallo stato di ossidazione del composto.

CH, + 20,

Energia

~

8e ENERGIA

Ossidazione progressiva

» CO, +2H,0

Energia

massima

H
|

C
A5~
H™ \ "H
H
Metano

AG® gssidazione
(k) mol™") ~820
AG® fossidazione

tkeal moly  ~19°

OH o 0
L | I

\"H C -~
T h H H H™ o
Metanolo Formaldeide Acido formico
-703 -523 -285
-168 -125 -68

minima
O

I
O
Biossido di carbonio



I combustibili piu importanti per [’'uomo
(e gli animali in generale):

CH,OH
H H .
HH : I grassi sono una fonte
di energia superiore ai
HO OH . . T
H o carboidrati perché gli
, atomi di carbonio sono
Glucosio

piu ridotti
]
- 2 2 2 2 2 2 2
ET?CH“c”ﬁg““c”ﬁghﬂcfﬁgx“c”ﬂgH“cfﬁghﬂc”#g““c”#EHECH3
H- H- H- H- H2 H> Hz

Acido grasso



Destino degli elettroni

Ossidazione

composti organici + O, T CO, +2H,0

elettroni

Produzione
di ATP

» \ Potere riducente

Accettore finale di per le reazioni
elettroni O, biosintetiche



Vitamine idrosolubili

0
HzC N
o H3C CHs HsC N N 0]

Vitamina Bs CH Vitamina B3
(Pantotenato) H—}+—OH (Niacina)
° H__OH
Coenzima-A v on N AD(P)+
Trasportatore di CH,OH Trasportatore di
. oys o Vitamina B, elettroni
gruppi acilici (Riboflavina)
FAD
FMN

Trasportatore di
elettroni



HO

HsC

Vitamine liposolubili

HzC  CH5
CHs
N H
3
(0] CHs CHs3

Vitamina K,
CHs

o)

CHs CHy °

CHs 3

Vitamina E («-Tocoferolo)

CH; CH;
A N SN

CH;

Vitamina A (Retinolo)

Vitamina D, (Calciferolo)

CH,OH




— oy,
—-— ’I
\‘ ~

Sito reattivo
H \
H
\ee /
O H
\HO OH’/
U~_~~_J H\(
N
/\Q
._ HO OR

=
=
=
Z




0
H ////ffﬁﬁ\i;hmmw

FMN

N~ SN TS0
H—C—H
H—C—OH
H—C—OH NH;
i N

H—C—OHQ ™ | o~ Hx(' \
H,C L 5 i X { "

2 P

0 6 H

_______________________________________________________________



= |

Z
/
'\.\Z

//
\/
J

Riboflavina
) A \ ?
FMN CH,—O—P O
| |
H— (‘j —QOH O~
Ribitolo < H— C—OH

|
. (EHz
H-C N N
3 - \f/ O
_— NH
H,5C N

T
9!
o
T

Z
L
o

N ‘

Z

O

Q=0
®
&
®

T
I

OH OH

Adenosma

AMP

FAD




I1 NAD™ ¢ un trasportatore di 2 elettroni
Trasferisce 2 elettroni per volta

ne riceve 2 e ne trasferisce 2

NAD* + 2¢ + H* NADH

+ H —
idruro

R

NAD™' NADH



I trasportatori di elettroni

NADH = NAD* + 2e¢ + H*
Nicotinammide- Nicotinammide-
AdeninDinucleotide AdeninDinucleotide

ridotto ossidato

Produzione di ATP

NADPH = NADP* + 2e¢ + H*
Nicotinammide- Nicotinammide-
AdeninDinucleotide AdeninDinucleotide

Fosfato Fosfato

ridotto ossidato

Donatore di elettroni nelle biosintesi riduttive




I1 FAD e un trasportatore di 2 elettroni

Puo accettare il trasferimento di 1 o di 2 elettroni per volta

FAD + 2¢ + 2H* = FADH,
0] 0]
H H N
H=C N HsC N
X NH NH
/K + 2H" + 20 —/— ‘ ’ /J\
X
HC Il\l N 0] H:C I|\I r|\| 0]
H
H R R %
Forma ossidata Forma ridotta
(FAD) (FADH,)

Ossidato Ridotto



Il sistema ad anelli coniugati del FAD
subisce due riduzioni sequenziali di un
elettrone per volta, oppure un

. . . Flavina adenina dinucleotide (FAD)
trastferimento di 2 elettroni che permette (forma ossidata o chinonica)
di saltare lo stadio semichinonico. %”'

Se accettare 1 elettrone produce:

e Un radicale stabile (semichinone);

FADH- (forma radicalica o semichinonica)

s

Se accetta 2 elettroni produce: R

. H;C N O
ela forma totalmente ridotta
(idrochinone) H G S

O

FADH, (forma ridotta o idrochinonica)



I trasportatori di elettroni

FADH, = FAD + 2¢ + 2H*

Flavin- Flavin-
AdeninDinucleotide AdeninDinucleotide

ridotto ossidato

FMNH, = FMN + 2¢ + 2H*

Flavin- Flavin-
MonoNucleotide MonoNucleotide

ridotto ossidato




Il NAD* ed il FAD partecipano a
specifiche reazioni di ossido-riduzione

O

/é + NAD™ = é + NADH + H*

Gruppo Gruppo carbonilico
alcolico
"-., r"H R ’
L R’
R "‘;f"’ FAD —— »—=( + FADH,
\.| H H

alcano alchene




Trasportatore di gruppi acilici
attivati (unita bicarboniose)

Coenzima A (CoA) o=t NHs :
________ - 2
Gruppo reattivo "_ X - ~—= /N {
OH |
L A AT oy
X , !
HS/\/ Y\/ WQ/// \0/‘/ ~o O N; |
NGO 0] e
OH3C CH3 \\_/—\\ //
' X . ', 0O OH 7
Unita di Unita di pantotenato DS
B-mercapto- ADP
etilammina
O O
: . AG -7,3 kcal mol!
tioestere tioestere ’
/COA /COA CoA ha un elevato
R S HC 5 potere di trasferimento
a ’ 1 r 1|
Acil CoA Acetil CoA del g uppo AL
(esoergonico)




Energia libera, G

Energia libera di idrolisi dei
tioesteri e degli esteri

Tioestere

| Stabilizzazione dell’estere

0 /| normale per risonanza
Y
CHj —C\
QD Legame estere
(0ssigeno ) 5+
O stabilizzazione
CH;_;—CI// per risonanza . CH, —C{f
AG AN AN
di idrolisi U =5 O—R
del tioestere S_
AG di idrolisi
del legame estere
O O
7 4
CHj4 —C\ + kSl CHj4 —C\ = R—OH
OH OH

I prodotti di idrolisi hanno lo stesso contenuto in energia libera G



CATABOLISMO

I composti organici vengono OSSIDATTI per ricavare energia
(ATP) e potere riducente ( NAD(P)H, FADH,, FMNH, )

Metaboliti complessi

ADP + HPO;"
NADP*
Degradazin:me NADH Biosintesi
ossidazioni — EADH > riduzioni

~

Prodotti semplici




GRASSI POLISACCARIDI PROTEINE

Il . Fase |
- - v - v -
Acidi grassi e Glucosio e
glicerolo altri zuccheri

Amminoacidi

VVYy Fase Il
< Acetil CoA >

“_ACell LOA

© Ciclo
' dell'acido " 2 CO,
ctrico

Fase Il

Fosforilazione

/
ossidativa ‘

= 1,0

ATP

L’estrazione
dell’energia dai
composti organici
puo essere divisa in
tre stadi



Gradienti protonici

[’ossidazione dei combustibili puo favorire la
formazione di gradienti protonici, che sono capaci di
indurre la sintesi di ATP




Gli elettroni estratti dai composti organici vengono trasferiti ai trasportatori
di elettroni che, attraverso la Fosforilazione Ossidativa, consentiranno la
produzione di molecole di ATP

\GLUCOSIO\
2 NADH | s | 5 ATP
GLICOLISI
2 ATP
2 PIRUVATO

H 2 NADH | =y 5 ATP

6 NADH | s 15 ATP
2 FADH | e 3 A TP
2 GTP |==p| 3 ATP

CAC




