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Варење хранљивих материја

Под храном (хранљивом намирницом) подразумевамо биљне, животињске или друге производе који се користе у људској исхрани. Храна је другим речима, смеша различитих нутрицијената. Нутрицијенти се уносе преко уста у дигестивни тракт, где се разлажу на оне саставне делове који се могу апсорбовати преко зида црева тј. ентероцита у крвоток. Највећи део нутрицијената у уравнотеженој исхрани, чине: угљени хидрати, липиди и протеини. Због значаја који имају у нашем организму, неопходно је споменути и нуклеотиде и нуклеинске киселине.  

Варење и ресорпција угљених хидрата

Од угљених хидрата који се уносе храном, 2/3 чине скроб и други полисахариди, а 1/3 је заступљена у виду дисахарида. Моносахарида има веома мало у исхрани човека.Најважнији извор угљених хидрата у исхрани човека представља скроб, чија дигестија почиње још у усној дупљи.
Пљувачка садржи α-амилазу која насумице, без одређеног реда, хидролизује α-1-4 гликозидне везе скроба. Ензим α-амилаза (птијалин) разлаже скроб преко низа међупродуката, који се називају декстрини, а крајњи продукт разградње је малтоза. Пошто се храна задржава у устима релативно кратко време, свега 3-5% скроба у усној дупљи се разложи до малтозе. Птијалин се инактивира при вредностима pH од 4,0, па у желуцу, убрзо после доспевања хране, престаје његово деловање. У желуцу се делом одиграва и кисела хидролиза скроба, као и унетих дисахарида под дејством HCl желудачног сока. Од почетка деловања птијалина у устима, до престанка деловања због изразите киселости желудачног сока 30-40% скроба се разложи до малтозе. Поред птијалина, у усној дупљи се налази и ензим малтаза. Она је α-глукозидаза која делује на присутну малтозу и разлаже је до глукозе.
По преласку хране у танко црево, наставља се разградња скроба под утицајем панкреасне и цревне амилазе. Оне такође припадају α-амилазама. Слично птијалину панкреасна амилаза (дијастаза) разлаже скроб, преко декстрина до дисахарида малтозе, трисахарида малтотриозе и олигосахарида познатих као декстрини који садрже α-1-6 места гранања у свом молекулу. При разградњи скроба под дејством α-амилазе, најпре настају амилодекстрини, затим еритродекстрини и на крају, ахроодекстрини, а сви су добили име по боји која се добија при њиховој реакцији са Луголовим раствором. Од дисахарида који се уносе храном, највише има сахарозе и лактозе. Хидролиза олигосахарида насталих из скроба, као и унетих дисахарида, до њихових моносахаридних јединица се врши под дејством специфичних ензима који се налазе у мембрани епителијалних ћелија интестиналне мукозе, а припадају групи карбохидраза, чији је погоднији назив олигосахаридазе.
У олигосахаридазе спадају: 

1. α-декстриназе или debranching ензими – амило 1,6 глукозидазе (ензими који раскидају места гранања) које хидролизују α-1-6 и α-1-4 везе.
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малтазе и сахаразе из групе α-гликозидаза, које разлажу малтозу и сахарозу до моносахарида и 

3. лактазе, β-глукозидазе које разлажу лактозу.

Разградња дисахарида се одвија кад дођу у контакт са мембраном епителијалних ћелија која садржи поменуте ензиме. Ослобођени моносахариди се затим апсорбују и транспортују путем крви до јетре.

Постоје два специфична механизма за апсорпцију моносахрида, активним транспортом и олакшаном дифузијом. Глукоза и галактоза, које су по структури скоро идентичне, апсорбују се активним транспортом наспрам њиховог концентрационог градијента. Захваљујући томе омогућена је ресорпција ових моносахарида иако се они налазе у већој концентрацији у међућелијској течности него у лумену црева. Ресорпција глукозе и галактозе је омогућена постојањем специфичног носећег протеина у мембрани ћелија интестиналне мукозе, који поред способности да везује и преноси ове моносахариде, у истом правцу транспотује и јоне Na+. 

Глукоза се брже ресорбује од галактозе јер има већи афинитет за овим носачем. Овај активан траспортни механизам захтева истовремено и утрошак метаболичке енергије.

Фруктоза, која настаје разградњом сахарозе или се као таква уноси воћем, ресорбује се пасивно, процесом олакшане дифузије. Одмах по ресорбовању 20-50% фруктозе се преводи у глукозу, док се извесна количина фруктозе унутар ћелија интестиналне слузокоже одмах метаболише гликолизом до пирувата или лактата, чиме се обезбеђује, одигравање процеса олакшане дифузије, која је много бржа од просте дифузије. Овај процес не захтева утрошак метаболичке енергије.

ГЛИКОЛИЗА И ХЕКСОЗО-МОНОФОСФАТНИ ПУТ

· гликолиза – реакције и ензими

· кључни, регулаторни ензими гликолизе

· механизми регулације гликолизе

· хексозо-монофосфатни пут – значај

· оксидативне и неоксидативне реакције хексозо-монофосфатног пута

· недостатак глукозо-6-фосфат дехидрогеназе
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ГЛИКОЛИЗА
Грчки:
glykys = слатко       lysys = раздвајање

ГЛАВНИ ПУТЕВИ КОРИШЋЕЊА ГЛУКОЗЕ У ЋЕЛИЈИ

Гликолиза – скоро универзалан, централни пут разградње глукозе, метаболички пут који има највећи флукс угљеникових атома у ћелији. Ланац ензимских реакција гликолизе одвија се у цитосолу ћелије. У неким ткивима глукоза (оксидативно разлагање гликолизом) је главни извор енергије – еритроцити, ћелије медуле бубрега, сперматозоиди.

ГЛИКОЛИЗА – укратко - 10 реакција у три фазе
· ПРВА ФАЗА – ПРИПРЕМНА ФАЗА (инвестирање енергије у облику 2 молекула АТР-а)
1. фосфорилација глукозе на –ОН групи 6С атома
2. конвертовање (изомеризација) у фруктозо 6-фосфат
3. фосфорилација на –ОН групи 1С атома 
За обе реакције – и прву и трећу - донор фосфатне групе је АТР
У овој фази 2 молекула АТР се инвестирају у метаболичке међупродукте гликолизе
У припремној фази гликолизе енергија АТР се инвестира, подиже се енергетски садржај гликолитичких интермедијера и угљоводонични ланци метаболисаних хексоза се претварају у фруктозо-1,6-дифосфат или фруктозо 1,6 -бисфосфат.

· ДРУГА ФАЗА – ФАЗА ПОДЕЛЕ (подела молекула међупродукта глукозе од 6С атома на два молекула од 3С атома)
4. реакција је цепање фруктозо-1,6-бисфосфата (6С) на 1 молекул дихидрокси-ацетон фосфата (3С) и 1 молекул глицералдехид 3-фосфата (3С).
5. реакција је изомеризација дихидроксиацетон фосфата у молекул глицералдехид 3-фосфата. 
Изомеризација у 2. реакцији гликолизе је кључна за фосфорилацију у 3. кораку и цепање -С-С- везе у 4. кораку метаболичког процеса.
· ТРЕЋА ФАЗА – ФАЗА ДОБИЈАЊА ЕНЕРГИЈЕ, ОКСИДОРЕДУКТИВНА - ФОСФОРИЛАЦИЈСКА ФАЗА (стварање енергије у облику АТР-а, NADH+H+ и конзервирање енергије у облику пирувата)
У 6. реакцији сваки молекул глицералдехид-3-фосфата подлеже оксидацији (синтеза NADH+H+) и фосфорилацији  на рачун неорганског фосфата.
У 7. реакцији настанак првог АТРа; фосфорилација на нивоу супстрата.
У 8. долази до преноса фосфатне групе са 3С на 2С и настанак 2-фосфоглицерата.
У 9. реакцији долази до настанка фосфо-енол-пирувата (РЕР).

У 10. реакцији настаје пируват и настаје други молекул АТРа; II фосфорилација на нивоу супстрата.
НЕТО  ДОБИТАК ЕНЕРГИЈЕ ПО  МОЛЕКУЛУ  ГЛУКОЗЕ: два молекула АТР-а и два молекула NADH+H+ 
У секвенцијалним реакцијама гликолизе, три типа хемијских трансформација су нарочито значајна:.
1. деградација угљеничног костура глукозе (6С) до пирувата (3С).
2. фосфорилација ADP до ATP, фосфорилација на нивоу супстрата.
3. редукција NAD+ и настанак NADH+H+.
Даља судбина пирувата – могућа су три катаболичка пута:
1. у аеробним условима – пируват се оксидише и декарбоксилише до ацетил-СоА и укључује у ТСА циклус у митохондријама где се потпуно оксидише до СО2 а електрони из ових оксидација упућују се до молекуларног О2 (стварајући воду) преко респираторног ланца.
2. у анаеробним условима (или условима хипоксије) - пируват се редукује до лактата; прима електроне од NADH+H+ да би се регенерисао NAD+ што омогућава наставак гликолизе (у ретини и у Еr); процес анаеробне гликолизе.
3. алкохолна ферментација - у анаеробним условима или условима хипоксије пируват се конветрује до етанола и СО2 (у пивском квасцу, микроорганизмима, неким биљкама АЛИ НЕ У ХУМАНОМ ОРГАНИЗМУ).
4. АНАБОЛИЧКА СУДБИНА ПИРУВАТА - обезбеђује угљенични костур за синтезу амино-киселине аланин.
Енергетика процеса гликолизе

Током ГЛИКОЛИЗЕ енергија из молекула глукозе конзервира се у молекулу АТР-у, a много више Е остаје у производу целог процеса, пирувату.

Свеукупна једначина гликолизе је:

Глукоза + 2NAD+ + 2ADP + 2Рi → 2пирувата + 2NADH+H+ + 2Н+ + 2АТР + 2Н2О

Конверзија глукозе до пирувата је егзергона реакција: 

Глукоза + 2NAD+ → 2пирувата + 2NADH+H+ + 2Н+
При стварним, интрацелуларним концентрацијама АТР-а, ADP и Pi, глукозе и пирувата, ефикасност гликолизе као метаболичког процеса (гледано кроз добијање енергије у виду АТР-а) је око 60%. Ипак, знатан део енергије остаје да се искористи у молекулу пирувата (као хемијска потенцијална енергија глукозе) кроз оксидативне процесе у циклусу лимунске киселине и кроз процесе оксидативне фосфорилације.
Значај фосфорилисаних интермедијера гликолизе:

1. Фосфорилисани интермедијери гликолизе (свих 9) не могу да изађу из ћелије – зато што у плазма мембрани ћелија не постоје транспортери за фосфорилисане шећере. После иницијалне фосфорилације, фосфорилисани интермедијери остају у ћелији упркос великој разлици у интрацелуларној и екстрацелуларној концентрацији.

2. Фосфорне групe су неопходне за ензимску конзервацију метаболичке енергије. Енергија која се добија цепањем фосфоанхидридних веза (као што су оне у АТР-у) се делимично одржава формирањем фосфатних естара као што је глукозо 6-фосфат. Високо-енергетске фосфатне компоненте настале у гликолизи (1,3-бисфосфоглицерат и фосфоенол-пируват – РЕР) дају фосфатну групу у циљу синтезе ATP од ADP.

3. Везивање фосфатних група за активна места ензима снижава Еа и повећава специфичност ензимских реакција. Фосфатне групе АТР, ADP и гликолитичких имтермедијера формирају комплексе са Mg2+; места за везивање супстрата на неким ензимима који учествују у гликолизи су специфични за ове Mg2+ комплексе. Већина гликолитичких ензима захтева јон Mg2+ за своју активност.

ГЛИКОЛИЗА
Гликолиза је процес који се састоји од низа 10 тј. 11 реакција и којим се глукоза конвертује у пирогрожђану киселину - пируват и при чему се производи релативно мала количина молекула ATP-а  - конзервирање енергије и  ствара се NADH+H+. 

У аеробним организмима гликолиза је праћена Кребсовим циклусом и процесом оксидативне фосфорилације који се дешава на респираторном ланцу, у којем се и производи највећа количина молекула АТP-а, (АТP је извор енергије коју ћелије користе). У аеробним условима, тј. у присуству кисеоника, пирогрожђана киселина, пируват, улази у митохондрије, преводи се у ацетил-СоА (оксидативна декарбоксилација на PDH комплексу), и потпуно се оксидише у угљен диоксид и воду у Кребсовом циклусу. Ако је количина кисеоника неадекватна, на пример као у мишићима током интезивне активности (трчање, интезивни физички рад) пирогрожђана киселина бива конвертована у млечну киселину – то је анаеробна гликолиза. У потпуно анаеробним условима, у условима где кисеоник није присутан, пирогрођжана киселина се конвертује у етанол. Ова трансформације пирогрожђане киселине у етанол је пример ферментације.

Улазак глукозе у ћелију
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Глукоза не може директно да дифундује у ћелију.
Улази путем два транспортна механизма:

1. Котранспорт са Na+- против концентрационог градијента, уз утрошак енергије; луминална страна ентероцита.
2. Na+ независном олакшаном дифузијом – процес је посредован фамилијом од најмање 14 протеина транспортера у ћел. Мембрани; сва остала ткива.
Транспортери за глукозу означени су са GLUT 1 – 14. Сам пренос глукозе се одвија тако што се глукоза везује за посебно место на носачу, а затим долази до конформационих промена унутар молекула носача, чиме долази до "премештања" молекула глукозе са једне на другу страну мембране.

Транспортери за глукозу имају различиту дистрибуцију у ткивима: 

GLUT 1 и 3 су заступљени у готово свим ћелијама и у условима физиолошке гликемије (3,6 – 6,1mmol/L) обезбеђују сталан унос глукозе у ћелију. 

GLUT5 се налазе на аблуминалној страни ентероцита танког црева.

GLUT2 уноси глукозу у β-ћелије панкреаса и хепатоците.

Под дејством инсулина врши се мобилизација GLUT4 транспортера и поспешује се транспорт глукозе у мишићно и масно ткиво.

Реакције гликолизе
1. Реакција гликолизе – фосфорилација глукозе на ОН групи 6С атома; I фосфорилација.
- Глукоза улази у ћелију помоћу специјалних транспортних протеина процесом олакшане дифузије – GLUT протеини.
- Фосфорилише се у глукозо-6-фосфат.

Слика 3.
- Врши се трансфер фосфорил групе са молекула АТР-а на хидроксилну групу С-6 атома глукозе. 

- Реакција је катализована ензимом хексокиназом која је заступљена у свим ткивима осим у јетри; у јетри глукокиназа фосфорилише глукозу.
- Реакција је иреверзибилна под ћелијским условима, РЕГУЛАТОРНА.
- Утрошак првог АТР.
2. Изомеризација глукозо-6-фосфата у фруктозо-6-фосфат.

Следећи корак у гликолизи је изомеризација глукозо 6-фосфата у фруктозо 6-фосфат. Алдехид на С-1 атому реагује са хидроксил групом на С-5 атому и ствара прстен фурана. Ова изомеризација претвара молекул алдозе у кетозу и реакцију катализује ензим фосфохексозо изомераза тј. фосфоглукозо изомераза, реакција је реверзибилна и функционише и у гликолизи и у глуконеогенези.
3. Фосфорилација фруктозо-6-фосфата у фруктозо-1,6-бисфосфат. 
 Још једном фосфорилацијом помоћу фосфорил групе са молекула АТP-а, фруктозо 6-фосфат се конвертује у фруктозо-1,6-бисфосфат. Ова реакција је катализована ензимом фосфо-фруктокиназом 1, алостерним ензимом. Брзина осталих реакција гликолизе директно зависи од активности овог ензима, и самим тим од ове реакције.

- Иреверзибилна фосфорилација, ГЛАВНИ РЕГУЛАТОРНИ ЕНЗИМ гликолизе.
- Утрошак другог молекула АТР.
- Регулација фосфофруктокиназе 1 (PFK 1), алостерног ензима, регулишу га:

- АТР и цитрат – ИНХИБИЦИЈА.
- АМР и фруктозо 2,6-бисфосфат – АКТИВАЦИЈА.
- хормонска регулација: ИНСУЛИН (активира) и ГЛУКАГОН (инхибира).
4. Настанак глицералдехид-3-фосфата.

Цепањем фруктозо-1,6-бисфосфата добијају се два једињења: глицералдехид-3-фосфат и дихидрокси-ацетон фосфат. Даља једињења у гликолизи се састоје од  3С атома уместо шест угљеникових атома. Цепање фруктозо-1,6-дисфосфата је постигнуто реакцијом коју катализује ензим алдолаза. Глицералдехид 3-фосфат је алдехид и у облику је који је потребан да би се наставио процес гликолизе, док је дихидрокси-ацетон фосфат кетон и да би наставио метаболички пут мора се превести у алдехид.
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Слика 4.
- Реакцију катализује ензим алдолаза, реверзибилна реакција.
- Настају: глицералдехид 3-фосфат и дихидрокси-ацетон фосфат.
5. Изомеризација дихидрокси-ацетон фосфата

Дихидрокси-ацетон фосфат не може да настави пут гликолизе у облику у којем је, већ се врло лако може преобратити у глицералдехид 3-фосфат. Ова два једињења представљају изомере. Реакција изомеризације ова два једињења је катализована од стране ензима триозо фосфатизомеразе. Реакција је веома брза и повратна. 

Триозо фосфат изомераза катализује реакцију реверзибилне интерконверзије дихидрокси-ацетон фосфата (DHAP) у глицералдехид 3-фосфат (GAP).

До овог корака, у гликолизи је већ уложена енергија у виду два молекула АТP-а. Реакције које следе у гликолизи су оне у којима се производе молекули АТP-а, а уложено се враћа. Од 5. реакције (добијања GAP од DHAP) имамо два молекула глицералдехид 3-фосфата и кажемо да реакције у гликолизи теку дупло.
6. Оксидација глицералдехид 3-фосфата и настанак 1,3-бисфосфоглицерата.
Ова реакција представља конверзију глицералдехид-3-фосфата у 1,3-бисфосфоглицерат, коју катализује глицералдехид 3-фосфат дехидрогеназа. Овом оксидо-редукцијом се ствара једињење високог енергетског потенцијала. Алдехидна група на првом угљениковом атому (С1) се трансформише у ацил фосфат. Енергија потребна за стварање овог анхидрида, која има високи енергетски потенцијал, од оксидације алдехидне групе. У овој оксидацији NAD+ је акцептор електрона и долази до његове редукције (настаје NADН+H+).
- Конверзија глицералдехид 3-фосфата у 1,3-бисфосфоглицерат, реакција је катализована ензимом глицералдехид 3-фосфат дехидрогеназом.
- Прва оксидо-редукциона реакција у процесу гликолизе.
До овог корака, у гликолизи је већ уложена енергија у виду два молекула АТР, следе реакције у којима се производе молекули АТР-а, а уложена енергија се враћа.
Механизам глицералдехид-3-фосфат дехидрогеназне реакције:
1. Ензим формира ковалентну везу са супстратом, користећи –SH групу  АК-цистеин у активном месту. Близу активног места везан је NAD+.

2. Супстрат се оксидује, формирајући високо-енергетску тиоестарску везу и NAD+ се редукује у NADH+H+ и отпушта од ензима и замењује новим молекулом NAD+.

3. Pi напада тиоестарску везу, отпушта продукт 1,3-бисфосфоглицерат и регенерише активну форму ензима који је спреман за нову реакцију.

7. Синтеза 3-фосфоглицерата и продукција АТРа.
Висок потенцијал трансфера фосфорил групе са 1,3-бисфосфоглицерата даје могућност за синтезу молекула АТP-а. Фосфоглицерат киназа катализује трансфер фосфорил групе са ацил фосфата 1,3-бисфосфоглицерата на АDP (aденозин дифосфат). Продукти овог трансфера су молекул АТP-а и 3-фосфоглицерат. 
· Конверзија 1,3-бисфосфоглицерата у 3-фосфоглицерат, катализована је фосоглицерат киназом. 
· Реакција је реверзибилна и користи се и у гликолизи и у глуконеогенези.
- ПРВО МЕСТО СИНТЕЗЕ АТР-а.
- Глицералдехид-3-фосфат дехидрогеназа/фосфоглицерат киназа систем је пример ФОСФОРИЛАЦИЈЕ НА НИВОУ СУПСТРАТА.
8. Пребацивање фосфатне групе са 3С на 2С и настанак 2-фосфоглицерата. 
Реакцијом премештања фосфорил групе коверзијом 3-фосфоглицерата добија се 2-фосфоглицерат. Реакцију катализује ензим фосфоглицерат мутаза под чијим дејством долази до интрамолекуларног премештања хемијских група, у овом случају фосфорил групе.

- Фосфоглицерат мутаза конвертује 3-фосфоглицерат у 2-фосфоглицерат.
- Реверзибилна реакција у којој је 2,3-бисфосфоглицерат облигаторни интермедијер у активном месту ензима:

Еnz.-фосфат + 3-фосфоглицерат ↔ Еnz. + 2,3-бисфосфоглицерат
Еnz. + 2,3-бисфосфоглицерат ↔ Еnz.-фосфат +2-фосфоглицерат
СУМАРНО: 3-фосфоглицерат ↔ 2-фосфоглицерат
9. Дехидратација 2-фосфоглицерата и настанак фосфоенол пирувата (РЕР).

Дехидрацијом (одузимањем молекула воде) 2-фосфоглицерата формира се енол. Енолаза катализује ову реакцију и као продукт настаје фосфоенолпируват (фосфоенол пирогрожђане киселине - РЕР).
- Реакцију катализује енолаза. 
Дехидрацијом 2-фосфоглицерата долази до редистрибуције енергије у молекулу 2-фосфоглицерата и формира се фосфоенолпируват (РЕР); он садржи високо-енергетску везу. Реакција је РЕВЕРЗИБИЛНА упркос високо-енергетској природи продукта реакције (РЕР).
10. Синтеза пирувата и продукција АТР.

У последњој реакцији аеробне гликолизе, формира се пирогрожђана киселина, пируват и истовремено се добија још један молекул АТP-а. Пируват киназа катализује ову реакцију. Киназа (пренос фосфатне групе) припада класи ензима који се називају трансферазе. 
- Конверзију РЕР у пируват каталузује пируват киназа. 
- Ово је трећа иреверзибилна р-ја процеса гликолизе. 
- Друго место у процесу гликолизегде се дешава ФОСФОРИЛАЦИЈА НА НИВОУ СУПСТРАТА.
Механизми регулације пируват киназе: 
1. Позитивна повратна спрега (у јетри, дејством фруктозо 1,6-бисфосфата) 

У јетри пируват киназа је активирана фруктозо-1,6-бисфосфатом. Долази до повезивања две киназне реакције: фруктозо-1,6-бисфосфат је продукт фосфофруктокиназе 1, повећана фосфофруктокиназна активност повећава количину фруктозо-1,6-бисфосфата што активира пируват киназу.
2. Ковалентна модификација пируват киназе - 

У јетри, фосфорилација сАМР-зависном протеин киназом доводи до инактивацијепируват киназе – ефекат глукагона преко повећања нивоа сАМР.
(недостатак пируват киназе у Er доводи до хроничне хемолитичке анемије.)

11. Реакције гликолизе - РЕДУКЦИЈА ПИРУВАТА У ЛАКТАТ, само у анаеробним условима.
Активношћу ензима лактат дехидрогеназе редукцијом пирувата настаје лактат, финални продукт анаеробне гликолизе у еукариотским ћелијама. Ово је главни начин добијања енергије у Еr, сочиву и рожњачи, медули бубрега, тестисима и леукоцитима.
РЕГУЛАЦИЈА ГЛИКОЛИЗЕ
Три главна регулаторна ензима гликолизе:

1. ХЕКСОКИНАЗА

Инхибирана је производом реакције – физиолошким концентрацијама глукозо-6Р. Ако глукозо-6Р не уђе у метаболичке путеве (нпр. гликолизу), нагомилава се и инхибира активност хексокиназе. У јетри, где постоји глукокиназа која има висок Км за глукозо-6Р, инхибиција није изражена у толикој мери па истовремено могу да теку и глколиза и синтеза гликогена и масних киселина.

[image: image14.emf][image: image2.wmf]
Слика 5. Аеробна и анеробна гликолиза.
2. ФОСФОФРУКТО-КИНАЗА 1 – PFK 1

То је RATE-LIMITING, главни регулаторни ензим гликолизе и контролише брзину уласка глукозо-6Р у процес гликолизе. PFK 1 је алостерни ензим и има 6 места за везивање лиганда: на два везује супстрате (Мg-ATP и фруктозо-6Р) и 4 алостерна регулаторна места. Алостерна места су на физички одвојеним доменима од активног места ензима. Кад се алостерни ефектор веже, то мења конформацију активног места и активира или инхибира каталитичку активност ензима. 

ИНХИБИЦИЈА - Мg-ATP, цитрат и др. анјони. 

АКТИВАЦИЈА – АМР, фруктозо 2,6-бисР и други бисфосфати.

АЛОСТЕРНА РЕГУЛАЦИЈА PFK 1, ефекат АТР И АМР

АТР се везује за два различита места на ензиму, за супстрат-везујуће место и алостерно-инхибиторно место. Под физиолошким условима у ћелији, концентрација АТР је довољно висока да засити супстрат-везујуће место и инхибира ензим везивањем за АТР алостерно место. 
Овај ефекат АТР опонира дејству АМР, који се везује за различито активаторно алостерно место. Везивање АМР повећава афинитет ензима за фруктозо-6Р – тако, пораст конц. АМР повећава брзину ензима, нарочито кад је конц. фруктозо-6Р ниска.
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РЕГУЛАЦИЈА PFK 1 фруктозо-2,6-бисфосфатом 
Фруктозо-2,6-бисР је алостерни активатор PFK 1 који опонира инхибиторном ефекту АТР. Има сличан ефекат као АМР али су им места везивања за ензим различита. Фруктозо-2,6-бисР НИЈЕ метаболички интермедијер гликолизе и синтетише га ензим који врши фосфорилацију фруктозо-6Р на позицији 2. Зато се и зове PFK 2 – ФОСФОФРУКТОКИНАЗА 2. Ензим има два функционалана домена који имају различиту каталитичку активност. Киназни домен фосфорилише фруктозо-6Р на позицији 2 па настаје фруктозо 2,6-бисР, а други, фосфатазни домен хидролитички разлаже фруктозо 2,6-бисР на фруктозо-6Р. У скелетним мишићима, високе концентрације фруктозо-6Р активирају киназни а инхибирају фосфатазни домен PFK 2 што повећава конц. фруктозо 2,6-бисР и активира гликолизу.
3. Регулација ПИРУВАТ КИНАЗЕ, РК
Пируват киназа има ткивно-специфичне изоензиме. Изоензим у мозгу и мишићима нема алостерну регулацију тако да нема утицај на регулацију гликолизе у овим ткивима. 

У јетри пируват киназа подлеже алостерној инхибицији фосфорилацијом под дејством сАМР-зависне киназе што доводи до инхибиције гликолизе у условима гладовања. Као алостерни активатор овог изоензима је и фруктозо 1,6-бисР који везује брзину активности РК за активност PFK 1.
ХОРМОНСКА РЕГУЛАЦИЈА ГЛИКОЛИЗЕ

Инсулин

Глукагон

СУМАРНО, БРЗИНА ГЛИКОЛИЗЕ У ЋЕЛИЈИ ЗАВИСИ ОД:

· енергетског статуса ћелије (конц. АТР, АМР и Рi) – кад је конц. АТР висока, гликолиза је инхибирана и обрнуто.
· унутрашње средине ћелије (рН)

· доступности алтернативних извора енергије у виду масних киселина или кетонских тела (њиховом разградњом се добија ацетил-СоА који са оксалацетатом даје цитрат  -  довољна количина супстрата улази у ТСА циклис и гликолиза је инхибирана)
· односа инсулин/глукагон у крви (од њега зависи концентрација фруктозо 2,6-бисР, као и активност РК)
ПЕНТОЗОФОСФАТНИ ПУТ, Хексозо-монофосфатни пут (HMP), 6-фосфоглуконатни пут

Стална потреба ћелија за молекулима NADPH+H+, потребним за бројне анаболичке реакције, обезбеђује се великим делом разградњом глукозе пентозофосфатним путем, који се такође назива и хексозо-монофосфатни шант, или фосфоглуконски пут.

Редуковани коензим NADPH+H+ неопходан је у синтези виших масних киселина и стероида, па је разумљиво да се пентозофосфатни пут одвија у јетри, млечној жлезди за време лактације, масном ткиву, тестисима и кори надбубрега. У скелетним мишићима овај метаболички пут се одвија веома слабим интензитетом. Енергатски ефекти хексозо-монофосфатног шанта су занемарљиви, али његови међупроизводи му дају посебан значај, па не може да се сматра споредним процесом разградње глукозе.

Генерално гледано, биохемијски значај пентозофосфатног пута је следећи:

· настајање NADPH+H+;

· конверзија хексоза у пентозе (рибозо-5-фосфат је неопходан за синтезу нуклеотида и нуклеинских киселина);

· конверзија пентоза у хексозе, које затим могу да се разлажу уобичајеним током гликолизе;

· могућност оксидативног разлагања глукозе до CO2;

· очување функционалне способности еритроцита (значај ензима глукозо 6Р дехидрогеназе).

ОСНОВНИ ЗНАЧАЈ ОВОГ ПУТА ЈЕ У СТВАРАЊУ ПРЕКУРСОРА ЗА ПРОЦЕСЕ БИОСИНТЕЗЕ: 

· РЕДУКОВАНОГ NADP+ тј. NADPH+H+ (неопходан за редуктивне биосинтезе – масних киселина, холестерола и редукцију глутатиона)

· РИБОЗА (неопходних за синтезу RNK и DNK)

Ланац ензимских реакција пентозофосфатног пута одвија се у цитосолу ћелије. Све реакције овог пута могу да се поделе у две фазе: оксидативну и неоксидативну. 

Током оксидативне фазе фосфорилисани облик глукозе, глукозо-6-фосфат, прво два се пута оксидише, а потом декарбоксилише. Настаје први пентозни међупроизвод, рибулозо-5-фосфат, СО2 и два молекула NADPН+H+ по једном молекулу глукозо-6-фосфата. ОВА ФАЗА ЈЕ ИРЕВЕРЗИБИЛНА.
Први ензим овог пута, глукозо-6Р-дехидрогеназа катализује иреверзибилну оксидацију глукозо-6-фосфата (важна је алдехидна група на С1) у 6-фосфоглуконолактон и редукује  NADP+ у NADPН+H+ – њега користи као коензим. Настали 6Р-глуконолактон брзо хидролизује у 6-фосфоглуконат (шећер са карбоксилном групом на С1) под дејством 6Р-глуконолактон хидролазе. Реакција је иреверзибилна али није rate-limiting. Следећи оксидациони корак је отпуштање ове СООН групе као СО2 тј. декарбоксилација, уз трансфер електрона на NADP+ што катализује ензим 6-фосфоглуконат дехидрогеназа. Ова реакција даје фосфорлисани пентозни шећер рибулозо-5-фосфат, СО2 и други NADPН+H+.

Регулација HMP – rate-limiting ензим је глукозо-6Р-дехидрогеназа. NADPН+H+ је потентни компетитивни инхибитор ензима и најчешће однос NADPH+H+/NAD+ je довољно висок да значајно инхибира ензимску активност. У случајевима повећане потребе за NADPH+H+, однос NADPH+H+/NAD+ се смањи и флукс кроз HMP се повећа као одговор на повећану активност глукозо-6Р дехидрогеназе.

У другој, реверзибилној, неоксидативној фази, рибулозо-5-фосфат се изомеризује у рибозо-5-фосфат. 
Уколико постоје потребе ћелије за рибозом, рибоза се уграђује у одговарајуће молекуле. 
Уколико не постоји потреба за рибозом, настали С5 шећери улазе у неоксидативну, реверзибилну фазу. У овој фази долази до преградње пентоза и добијају се интермедијери гликолизе, фруктозо-6-фосфат и глицералдехид-3Р. (Рибулозо-5-фосфат се изомеризује у рибозо-5-фосфат односно ксилулозо-5-фосфат, да би затим транскетолазном и трансалдолазном реакцијом настали фруктозо-6-фосфат и еритрозо-4-фосфат, односно глицералдехид-3Р). Настали рибулозо-5-фосфат је супстрат за два ензима: рибулозо-5-фосфат-3-епимеразу која мења конфигурацију на С3 дајући другу кетопентозу – ксилулозо-5Р; рибозо-5-фосфат кетоизомераза конвертује рибулозо-5-фосфат у одговарајућу алдопентозу - рибозо-5Р, који је прекурсор за даљу синтезу нуклеотида и нуклеинских киселина. Транскетолаза преноси 2С јединицу (обухвата 1 и 2 С) са кетозе на алдехидни С алдозног шећера: тако настаје од кетозе – алдоза са 2С мање и истовремено, од алдозе настаје кетоза са 2С више – преношењем 2С јединице са ксилулозо-5Р на рибозо-5Р настаје глицералдехид-3Р (алдоза) и седохептулозо-7Р (кетоза). Транскетолаза као коензим тражи присуство Мg2+ и тиамин-пирофосфат (витамин В1). Трансалдолаза преноси 3С јединицу – дихидроксиацетон – са кетозе седохептулозо-7Р на алдозу глицералдехид-3Р при чему настаје кетоза: фруктозо-6Р и алдоза: еритрозо-4Р. У још једној реакцији катализованој транскетолазом са ксилулозо-5Р преноси се 2С јединица на настали еритрозо-4Р и настаје фруктозо-6Р – кетоза и глицералдехид-3Р (алдоза). Глицералдехид-3Р је међупроизвод гликолизе, а како се гликолиза и пентозофосфатни пут одвијају у цитосолу, глицералдехид-3Р се лако укључује у гликолитички пут разградње глукозе. То је једна од више метаболичких веза пентозофосфатног пута и гликолизе (фруктозо-6-фосфат је такође међупроизвод гликолизе). Из Шеме 5. пентозофосфатног пута се види разноврсност овог пута, јер се добијају триозе (3С), тетрозе (4С), пентозе (5С), хексозе (6С) и једна хептоза (7С). То је значајно, јер у неким ткивима, нпр. мишићима, упркос слабом интензитету одвијања пентозофосфатног пута, обезбеђује се довољна количина рибозо-5-фосфата за синтезу пуринских нуклеотида. 

Што се тиче регулације пентозофосфатног пута, не постоји неки посебни регулаторни механизам. Сматра се да синтеза главних ензима, овог метаболичког пута, зависи од NADP/NADPH+H+ количника и да његова промена настала снижењем локалне количине NADPH+H+ покреће синтезу кључних ензима хексозо-монофосфатног шанта.
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Шема 5. Пентознофосфатни пут.
КОРИШЋЕЊЕ NADPH+H+
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ДЕФИЦИТ ГЛУКОЗО-6Р ДЕХИДРОГЕНАЗЕ

Недостатак глукозо-6Р дехидрогеназе (G6PD) је наследна болест коју карактерише ХЕМОЛИТИЧКА АНЕМИЈА која настаје због неспособности детоксикације оксидујућих агенаса. Мутација је везана за X-хромозом и наслеђује се фамилијарно. Негативан ефекат недостатка G6PD (хронична анемија) избалансирана је еволуционом предношћу тј. бољим преживљавањем женских носилаца мутације због повећане резистанције на malaria falciparum. Недостатак глукозо-6Р дехидрогеназе испољава се на свим ћелијама, свих ткива. Еритроцити (Er) су највулнерабилнији зато што друга ткива, за разлику од Er, имају алтeрнативне изворе NADРН+H+ (као што је ензим NADP+-зависна малат дехидрогеназа). Због недостатка NADРН+H+, у Er се не могу обезбедити довољне количине редукованог глутатиона које омогућавају ефикасну антиоксидативну одбрану кроз одвијање глутатионског редокс циклуса. Код пацијената са дефицијенцијом G6PD до развоја хемолитичке анемије долази:

· ако су изложени дејству оксидативних лекова (ААА: А – антибиотик – сулфометоксазол - Бактрим; А – антималарик – примаквин; А – антипиретик – ацетанилид), 

· фавизам – ингестија fava beans, уношење махунарки – код пацијената са Медитеранском варијантом болести – доводи до напада хемолизе,
· инфекција – инфламаторни одговор у току инфекције доводи до стварања реактивних врста кисеоника у макрофагама које могу да дифундују до Er и изазову оксидативно оштећење и последично напад хемолизе.

Постоје бројне варијације испољавања мутације – неке мутације не захватају активно место ензима, тако да не утичу на ензимску активност – нема хемолизе. Код Медитеранске варијанте (класа |) која је јако озбиљан поремећај, ензим показује нормалну стабилност али активност се једва детектује и манифестује се као хронична не-сфероцитна анемија која постоји и у одсуству оксидативних агенаса. Мутација је у кодирајућем региону гена – point мутација; ако је мутација локализована ближе С-терминусу ензима – тежи поремећај, ако је ближе N-терминусу – поремећај је клинички лакши.
Оксидативна декарбоксилација пирувата
Пируват, крајњи продукт аеробне гликолизе  се транспортује у митохондрије и то пре него што уђе у TCA циклус. То обезбеђује специфичан носач који преноси пируват кроз унутрашњу мембрану митохондрија. У матриксу митохондрија под дејством мултиензимског комплекса пируват-дехидрогеназе пируват прелази у ацетил СоА; реакција је иреверзибилна – што онемогућава да пируват настане из ацетил СоА и објашњава зашто се глукоза не може добити из ацетил СоА у процесу глуконеогенезе. Реакција оксидативне декарбоксилације пирувата иако није у правом смислу део ТСА циклуса неизоставна је, јер представља главни извор ацетил СоА.

Компоненте мултиензимског комплекса пируват-дехидрогеназе чине три ензима:

1. пируват-дехидрогеназа, (Е1 или декарбоксилаза)

2. дихидролипоил-трансацетилаза, Е2

3. дихидролипоил-дехидрогеназа, Е3
Уз овај комплекс, још два ензима учествују у претварању пирувата у ацетил-коензим А - то су регулаторни ензими-  протеин (PDH) киназа и фосфопротеин (PDH) фосфатаза.

Коензими пируват дехидрогеназног комплекса - Комплекс пируват-дехидрогеназе садржи и пет коензима: Е1 захтева присуство тиамин пирофосфата,ТPP, Е2 тражи липонску киселину и коензим А а коензими за Е3 су FAD и NAD+.
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Слика 1- механизам дејства пируват дехидрогеназног комплекса
Пируват под дејством Е1 (дехидрогеназе/декарбоксилазе) се декарбоксилише, при чему настаје хидроксиетил дериват пирувата који остаје привремено везан за TPP; Оксидацијом хидроксиетил остатака, липоат се редукује а TPP се ослобађа из Е1.
Дејством Е2, дихидролипоил-трансацетилазе уз помоћ оксидоване липонске киселине, настаје S-acetil-липоат. S- acetil-липоат у присуству дихидролипоил-трансацетилазе реагује са СоА и настаје ацетил-СоА и редукована липoнска киселина. 
Е3, дихидролипоил-дехидрогеназа редуковани липоат поново оксидује при чему коензим FAD прелази у FADH2, а оксидисани липоат се поново укључује у нови циклус. Редуковани коензим FADH2 се поново оксидује помоћу NAD+-а. Редуковани NAD+  tj. NADH + Н+ се реоксидује помоћу респираторног ланца митохондрија при чему настају 2,5 молекула ATP–а.
Поред реакције оксидативне декарбоксилације α-кетоглутарне киселине у лимунском циклусу ово је једина реакција где се реоксидација коензима дешава у овом смеру (са FAD на NAD+).

Регулација PDH комплекса

PDH комплекс постоји у два облика: фосфорилисаном – неактивном PDH-b, са малим афинитетом за пируват и у дефосфорилисаном – активном PDH-а, чији је афинитет за пируват знатно већи. Два су ензима регулаторна: протеин киназа и фосфопротеин-фосфатаза. Протеин киназа зависна од с–AMP фосфорилише и инхибира Е1, док фосфопротеин-фосфатаза активира Е1.

Слика 2- механизам регулације пируват-дехидрогеназног комплекса

Киназу алостеријски активирају ATP, ацетил коензим А и NADH+Н+. Ацетил коензим А и NADH+Н+ такође алостеријски инхибирају дефосфорилисану – активну форму Е1. Протеин киназу алостеријски инактивирају NAD+ и коензим А (указују на низак енергетски ниво у ћелији), и сам пируват је потентан инхибитор пируват-киназе. Јони калцијума снажно активирају протеин-фосфатазе, посебно су значајни у мишићима. 

Недостатак пируват-дехидрогеназе
 Један је од најчешћих узрока урођене лактатне ацидозе. Прелазак пирувата у ацетил коензим А је онемогућен, па пируват прелази у лактат под дејством лактат-дехидрогеназе. Мозак је највише погођен овим недостатком; најтежи облици болести се завршавају смрћу новорођенчета због лактатне ацидозе; лакши облици са умереном лактатном ацидозом се одликују дифузним оштећењем CNS-а и последичном менталном ретардацијом а смрт наступа у периоду одојчета; трећа форма се одликује епизодама атаксије које су проузрокаоване обилним угљенохидратним оброком – један од терапијских поступака је и тзв. кетогена дијета. 

Извори и судбина ацетил СоА

Гликоген
                    Глуконеогенеза, Гликолизa
Пируват
      ↓

Кетонска тела       ←         Ацетил CoA      ←          Бета оксидација
 ↓                                   ↑

             Циклус урее Циклус лимунске киселине→  Синтеза масних киселина
↑ ↓

               ДеаминацијаТрансаминација



Слика 3 - Формирање ацетил-CоА код еукариота 

Ацетил-CоА  представља раскрсницу метаболичких путева. У току оксидативног катаболизма угљених хидрата, масти, аминокиселина, настаје ацетил-CоА. Пируват који настаје као крајњи продукт гликолизе, оксидативном декарбоксилацијом у митохондријама се претвара у ацетил-CоА под дејством пируват-дехидрогеназног комплекса. Ацетил-CоА настаје β оксидацијом масних киселина и улази у Кребсов циклус.
Kада је количине енергије у ћелији мала, кетогене аминокиселине могу да продукују кетоне. Неке од кетогених аминокиселина се директно претварају у кетонска тела као што је ацетоацетат. У ове киселине убрајамо: леуцин, лизин (лизин и леуцин су искључиво кетогене аминокиселине), фенилаланин, триптофан и тирозин. 

Остале кетогене аминокиселине могу да се преведу до ацетил-CоА. Ацетил-CоА има неколико различитих субина у метаболизму, од којих је једна и та да се претвара у ацетоацетат, кетонско тело. Иако ово није енергетски фаворизовано једињење, ацетоацетат може у мозгу и мишићима да се метаболише и претвори у енергију када је концентрација глукозе у крви ниска.

Оксидативна конверзија пирувата у ацетил-CоА предсатвља пируват дехидрогеназну реакцију која је катализована пируват дехидрогеназним комплексом. Ацетил-CоА се ствара у другом кораку аеробне ћелијске респирације, пируватне декарбоксилације која се дешава у матриксу митохондрија. Ацетил-CоА улази тада у Кребсов циклус. 
Ацетил-CоА такође представља важан део у синтези неуротрансмитера ацетилхолина. Холин у комбинацији са ацетил-CоА продукује ацетилхолин и коензим А под дејством ензима холин ацетилтрансферазе. 

Ацетил CоА користи се за синтезу холестерола.
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Слика 4. Синтеза холестерола из ацетил-СоА.             Слика 5. Ацетил-CоА може да пређе у кетонска тела.
Метаболички извори и судбина пирувата

Пируват игра важну улогу у следећим метаболичким процесима:

1.  Циклус трикарбоксилних киселина

2.  Пентозо фосфатни пут

3.  Интерконверзија пентозе и глукуроната

4.  Биосинтеза стероида

5.  Метаболизам аланина и аспартата

6.  Метаболизам цистеина

7.  Биосинтеза валина, леуцина и изолеуцина

8.  Метаболизам вит В6

9.  Метаболизам никотинамида

10.  Тип 2 дијабетеса.....

Мултиензимски комплекс пируват дехидрогеназе

PDH комплекс је мултиензимски комплекс, смештен у матриксу митохондрија. Има за циљ да конвертује пируват – крајњи продукт аеробне гликолизе у ацетил-СоА, главно гориво ТСА циклуса. 
Декарбоксилација пирувата у ацетил-СоА представља иреверзибилно претварање пирувата (из гликолизе) у ацетил-СоА, молекул који се више не може превести у угљене хидрате. Реакција настанка ацетил-СоА из пирувата је иреверзибилна и објашњава зашто глукоза не може да настане из ацетил-СоА процесом глуконеогенезе. Реакције PDH комплекса служе за повезивање метаболичких путева гликолизе, глуконеогенезе са TCA циклусом тј. циклусом лимунске киселине. 
PDH комплекс састављен је од три ензима:
1. Пируват-дехидрогеназа/декарбоксилаза EC 1.2.4.1. (Е1-декарбоксилаза)-20-30 копија

2. Дихидролипиол трансацетилаза (Е2)-60 копија

3. Дихидролипоил дехидрогеназа (Е3)-6 копија

Слика 6. Структура PDH комплекса.         

Поред ових ензима комплекс такође садржи и ковалентно везане регулаторне ензиме – протеин киназу и фосфопротеин фосфатазу. 
Постоји пет кофактора PDH комплекса који се понашају као оксиданси или као међупродукти. За Е1 потребан је тиамин пирофосфат (TPP), за Е2 дисулфидни облик (оксидисани) липонске киселине тј 
липоат, СоА, а за Е3 FAD и NAD. 

СУМАРНО наведено КОФАКТОРИ су: ТРР, липонска киселина, СоА, FAD и NAD+.

1. Први ензим комплекса врши оксидативну декарбоксилацију пирувата при чему се добија хидроксиетил дериват који је везан за реактивни угљеник тиамин пирофосфата (TPP) који је коензим Е1 тј. пируват декарбоксилазе.

2. У другој реакцији хидроксиетил дериват се оксидује (настаје ацетилна група) преласком на дисулфидну - оксидовану форму липонске киселине која је ковалентно везана за Е2 тј. дихидролипоил трансацетилазу.

3. Ацетилна група везана као тиоестар за бочни ланац липонске киселине, преноси се на CoA (настане ацетил CoA и редукована форма липонске киселине тј. сулфхидрилна форма).

4. Сулфхидрилна форма липонске киселине се оксидује под дејством Е3, FAD-зависне дихидроплипоил дехидрогеназе при чему се регенерише оксидована форма липонске киселине и FAD се редукује у FADН2.

5. Реоксидација FADН2 у FAD деловањем Е3 уз редукцију NAD+ у NADH+ + H+. (NADH+ + H+ се упућује на респираторни ланац). 

Коензими:

1. ТРР - тиамин пирофосафат (простетична група), преноси хидрокси-етил интермедијер који је ковалентно везан за ензим пируват дехидрогеназу, реагује са супстратом, пируватом.
2. липонскакиселина, липоат (простетична група), ковалентно je везана за лизин у дихидролипоил трансацетилази; трансфер ацетил групе иде преко АК лизин (Lys) ензима; преноси се (ацетил група) на активно место ензима на CoA – настаје ацетил СоА; тј. прихвата ацетил групу са ТРР.

3. CoA (косупстрат) супституција ацетил групе за формирање ацетил CoA; невезан, слободан у раствору; прихвата ацетил групу са липоамида на трансацетилази.
4. FAD (простетична група) прима редукционе еквиваленте са редуковане липоамидне групе; ковалентно је везан за дихидролипоил дехидрогеназу.
5. NAD+ (косупстрат) врши оксидацију FADH2 у циљу понављања процеса, а добијени NADH+Н+ се користи у процесу оксидативне фосфорилације или другим процесима у цитосолу. Налази се невезан, слободан у раствору и представља завршни акцептор редукционих еквивалената са редукованог флавопротеина.
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Слика 6 – механизам реакција пируват дехидрогеназног комплекса.
http://krebbing.blogspot.com/2006/12/pyruvate-dehydrogenase-reaction.html

Активност PDH комплекса је високо, тј. строго регулисана различитим алостерним ефекторима и ковалентим модификацијама. PDH комплекс се јавља у два облика:

1. PDH -а (нефосфорилисани облик) - активни облик.
2. PDH -б (фосфорилисани облик).
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Слика 7. Регулација PDH комплекса.
довдеФосфорилација PDH комплекса је катализована PDH киназом, чија се максимална активност постиже у стањима повећане концентрације АТР-а, NADH и ацетил CоА. Пируват у повећаној концентрацији показује инхибиторни ефекат на PDH киназу. Поред пирувата додатни негативни ефектори су ADP, NAD+ и CоА-SH. Регулација PDH фосфатазе зависна је од присуства Mg2+ и Ca2+ који врше активацију. У адипозним ткивима инсулин повећава активност PDH фосфатазе, док у срцу активност се повећава под дејством катехоламина.

Негативни ефектори за PDH-а ------------ NADH+Н+ и ацетил CоАсуПозитивни ефектори за PDH киназу (фаворизоваће се фосфорилација комплекса и његов прелазак у инактивни облик PDH -б)

ДА ПОЈАСНИМО: Два регулаторна ензима која су саставни део комплекса активирају и инхибирају Е1 cAMP независном протеин киназом, која врши фосфорилацију чиме инактивира Е1. Фосфопротеин фосфатаза активира Е1. Киназа је алостерно активирана ацетил CоА и NADH+Н+. Као резултат присуства ових високо енергетских сигнала комплекс пируват дехидрогеназа се инактивира. Ацетил CоА и NADH+Н+ такође алостерно инхибирају дефосфорилацију Е1. Протеин киназа се алостерно инхибира нискоенергетским  факторима NAD+ и CоА који узрокују активацију пируват дехидрогеназе. Пируват може бити потенцијални инхибитор PDH киназе-у стањима у којима је коцентрација пирувата повећана долази до активирања Е1. Калцијум је такође активатор протеин фосфатазе чиме стимулише активност комплекса.)
 SHAPE  \* MERGEFORMAT 



Пируват дехидрогеназа убраја се у групе тиамин зависних ензима (као и алфа кетоглутарат дехидрогеназа) који учествују у метаболизму глукозе преко две реакције- гликолиза и циклуса лимунске киселине. Главна функција ових реакција је да генеришу(створе) ATP који обезбеђује енергију за ћелију. Редукована активност пируват дехидрогеназе која је узрокована дефицитом тиамина води смањењу синтезе АTP-а што последично може резултовати оштећењем или смрћу ћелије. Још једна од улога пируват дехидрогеназе огледа се у продукцији ацетилхолина (неуротрансмитера) и стварању мијелина.

Дефицит пируват дехидрогеназног комплекса

Најчешћи биохемијски узрок конгениталне лактатне ацидозе је дефицит пируват дехидрогеназног комплекса. Дефицит ензима узрокује немогућност конвертовања пирувата у ацетил-CоА што узрокује пребацивање пирувата до (лактата) лактичне киселине помоћу лактат дехидрогеназе(LDH). Ова болест припада групи генетских поремећаја (доминантно везано за Х хромозом) која узрокујуе поремећаје у Кребсовом циклусу, једном од главних путева за продукцију енергије. Као резултат дефицита овог комплекса испољавају се три форме болести - прва форма која се завршава летално у неонаталном периоду, друга форма се карактерише дубоком психомоторном ретардацијом са оштећењем кортекса и базалних ганглија, трећа форма узрокује епизодичне атаксије које су узроковане оброком богатим угљеним хидратима.  

ГЛИКОЛИЗА





Депоновање





Гликоген, скроб, сахароза





Пируват





оксидација у гликолизи





Рибозо 5-фосфат





оксидација у пентозно фосфатном путу





Глукоза улази у � HYPERLINK "http://sr.wikipedia.org/wiki/%D0%8B%D0%B5%D0%BB%D0%B8%D1%98%D0%B0" \o "Ћелија" �ћелију� помоћу специјалних транспортних � HYPERLINK "http://sr.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D1%80%D0%BE%D1%82%D0%B5%D0%B8%D0%BD" \o "Протеин" �протеина� процесом � HYPERLINK "http://sr.wikipedia.org/wiki/%D0%9E%D0%BB%D0%B0%D0%BA%D1%88%D0%B0%D0%BD%D0%B0_%D0%B4%D0%B8%D1%84%D1%83%D0%B7%D0%B8%D1%98%D0%B0" \o "Олакшана дифузија" �олакшане дифузије� и бива конвертована у глукозо 6-фосфат. Ово је могуће фосфорилацијом помоћу молекула � HYPERLINK "http://sr.wikipedia.org/wiki/%D0%90%D0%B4%D0%B5%D0%BD%D0%BE%D0%B7%D0%B8%D0%BD_%D1%82%D1%80%D0%B8%D1%84%D0%BE%D1%81%D1%84%D0%B0%D1%82" \o "Аденозин трифосфат" �АТP�-а, тако што се врши трансфер фосфорил групе са молекула АТP-а на хидроксилну групу С-6 атома глукозе. Ова реакција је катализована � HYPERLINK "http://sr.wikipedia.org/wiki/%D0%95%D0%BD%D0%B7%D0%B8%D0%BC" \o "Ензим" �ензимом� хексокиназом.








Разлика између NAD+ и NADP+ је у присуству једне фосфатне/фосфорил групе (РО43-) више на једном од молекула рибозе. Ова разлика омогућава да NADP+ интерреагује са специфичним NADP+-ензимима који имају јединствене улоге у ћелији. У цитосолу хепатоцита однос NADP+/NADPН+H+ је око 0,1 што фаворизује коришћење NADPН+H+ у редуктивним биосинтетским реакцијама. Насупрот томе, однос NAD+/NADН+H+ је висок (у цитозолу хепатоцита око 1000) што фаворизује оксидативну улогу NAD+.


Редуктивне биосинтезе


NADPН+H+ се може сматрати високо-енергетским молекулом, као и NADН+H+. Електрони NADРН+H+ су предодређени за коришћење у редуктивним биосинтезама, пре него за трансфер електрона на кисеоник што је случај са NADН+H+. У метаболичким трансфо-рмацијама HMP део енергије глукозо-6Р се конзервира у NADРН+H+ молекулу који је неопходан у реакцијама које захтевају доноре електрона високог потенцијала. NADРН+H+ се користи као извор електрона за биосинтезу масних киселина и стероида.


Редукција Н2О2


Н2О2 припада фамилији реактивних врста кисеоника (иако нема неспарене електроне). Они настају током аеробног метаболизма и у неким реакцијама детоксикације лекова и токсина. УЛОГА NADРН У ГЛУТАТИОНСКОМ РЕДОКС ЦИКЛУСУ: глутатион, глутатион пероксидаза, глутатион редуктаза и NADРН (извор NADРН+H+ је најчешће глукозо-6Р дехидрогеназа).





Извори ацетил СоА су масне киселине, шећери и амино киселине.


Извори ацетилних јединица које настају у митохондријама су катаболички путеви који као производ дају ацетил-CоА или пируват. Из пирувата се касније у процесу оксидативне декарбоксилације добија ацетил-CоА. Извори ацетил-CоА су:


β-оксидација масних киселина


пируват настао у процесу гликолизе


пируват настао катаболизмом амино-киселина


кетонска тела (у стању ситости она нису значајан извор ацетил CоА у ткивима, али у гладовању постају веома значајан извор)


етанол (алкохол који се у јетри метаболише у ацетил CоА; код особа које конзумирају пуно етанола он постаје значајан извор ацетилних јединица)


У највећем броју ткива ово је редослед доприноса појединих молекула количини ацетил-CоА која настаје у  митохондријама. У неким ткивима (у мозгу) главни извор ацетилних јединица је пируват настао процесом гликолизе.





РЕГУЛАЦИЈА PDH КОМПЛЕКСА:


PDH комплекс постоји у два облика: фосфорилисаном – неактивном PDH-б, са малим афинитетом за пируват и у дефосфорилисаном – активном, PDH-а, чији је афинитет за пируват знатно већи. У оквиру комплекса делују и PDH киназа и PDH фосфатаза. Фосфорилација (под дејством киназе) доводи до смањења активности, док дефосфорилација (под дејством фосфатазе) доводи до активације PDH комплекса. 





Регулација активности PDH комплекса одиграва се примарно ковалентном модификацијом тј. ФОСФОРИЛАЦИЈОМ.


КИНАЗУ АКТИВИРА пораст односа: [ацетил СоА/СоА], [NADH/NAD+] и [ATP/ADP] → PDH инактивиран


КИНАЗУ ИНХИБИРА (ШТО ДОЗВОЉАВА ДЕЈСТВО ФОСФАТАЗЕ): повећање конц. пирувата и јона Са++ у митохондријама.


PDH фосфатазу активирају јони Са++ и Mg++ и везивање инсулина за рецептор у адипоцитима.


Осим овог основног начина регулације, активности PDH комплекса регулише и ацетил СоА  који конкурише за везивање на исто место као и СоА, па се понаша као компетитивни инхибитор тј. регулација инхибицијом продуктима: пораст конц. ацетил СоА и NADH+Н+ доводе до инхибиције PDH комплекса.








Метаболичка судбина ацетил СоА зависи од енергетског статуса ћелије.


Основни и најчешћи пут ацетил-СоА је улазак у циклус трикарбоксилних киселина – ТСА циклус.  


Осим уласка у овај циклус, ацетил-СоА може да послужи за синтезу кетонских тела у јетри у стањима када се у митохондријама јетре налази обиље овог молекула уз смањену конц. оксалацетата (који се у гладовању троши за глуконеогенезу у јетри). Уколико је енергетски набој ћелије јако високNADH+Н+ (односно ако је јако низак однос NAD+/NADH+Н+ у митохондријама) долази до нагомилавања цитрата који прелази у цитосол. У цитосолу, под дејством ензима АТР-цитратлиазе, цитрат се цепа на ацетил-СоА и оксалацетат. На тај начин  ацетил СоА из митохондрија може да се употреби за процесе синтезе масних киселина и стероида у цитосолу.
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