ll. Bioenergetika
Termodynamika biochemickych
déju



Reakéni Gibbsova energie
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Termodynamicka rovnovazna konstanta je definovana
pomoci aktivit latek:
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Exergonické a endergonické reakce

A.G <0, pfima reakce je samovolna
A4,.G > 0, zpétna reakce je samovolna
A.G =0, rovnovaha

Reakce, pro kterou plati 4,G <0, se nazyva exergonicka (z reckého
,praci vytvarejici“). Takova reakce je samovolna a muze byt vyuzita
pro spusténi jiné reakce (Ci déje), jejiz A.G >0 a samovolné
neprobiha (tzv. endergonicka reakce).




Mnoho biochemickych reakci jsou endergonické (maji 4.G > 0),
tedy neprobihaji spontanne.

Takové reakce mohou byt sprazeny (propojeny) s jinou
exergonickou reakci (4,G < 0), ktera pak ,,pohani” reakci
endergonickou

A,G vysledné reakce je sou¢tem A4,.G dilCich reakci

Nespontanni reakce lze ,, pohanét” i tim, ze jiné reakce
odebiraji produkty nebo udrzuji vysokou koncentraci substratu
(tedy udrzuji nizkou hodnotu Q).

A.G =—RTInK+RTInQ = RTlng
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Makroergni slouceniny
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Fosfoanhydridové vazby (vznikaji reakci dvou molekul kys.
fosforecné nebo karboxylové kys. s kys. fosforeCnou) a jejich
hydrolyza (tedy ne jejich samotné rozStépeni) ma velmi negativni

AG.




Proc¢ ma hydrolyza fosfoanhydridové vazby tak

velmi negativni A G?

¢ Resonancni stabilizace produktu hydrolyzy prevysuje resonanéni
stabilizaci samotné slouceniny.

Anhydrydova vazba
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¢ Elektrostaticka repulze mezi negativné nabitymi atomy kysliku fosfatu
usnadniuje separaci fosfatu.

¢ Lepsi solvatace produktd.



Anorganicky polyfosfat

Rada organism0 uklada energii ve formé anorganického
polyfosfatu, coz je retézec fosfatovych zbytkl spojenych
navzajem fosfoanhydridovymi vazbami:

P~P~P~P~P...

Hydrolyza P, zbytkl z polyfosfatu muze byt opét sprahnuta s
reakcemi potrebujicimi dodavku energie.

Anorganicky polyfosfat mize mit i jiné dalSi funkce v zavislosti na
organismu Ci typu bunky.

Napf., mlzZe slouzit jako zasobarna P, chelator kovovych iontu,
pufr, nebo regulator.



Fosfokreatin (kreatin fosfat) HO H
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Kreatinkinasa katalyzuje:

Fosfokreatin + ADP = ATP + kreatin

Jedna se o reversibilni reakci, rovnovazna konstanta je mirné
posunuta ve sméru tvorby fosfokreatinu.

¢ Fosfokreatin je tvoren za vysoké koncentrace ATP.

¢ Kdyz svalové bunce dochazi ATP béhem cviceni, fosfat je
prenesen z fosfokreatinu na ADP pro doplnéni zasob ATP.



Fosfoenolpyruvat (PEP), ucastnici se syntézy ATP behem
glykolyzy ma take velké AG hydrolyzy P..

Odstraneni P, z esterové vazby v PEP probiha spontanng,
protoze enol spontanné konvertuje na keto formu.
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PEP3®~ + H,0 — pyruvate ™+ HPOZ™
AG'° = —61.9 kJ/mol

Figure 13-13
Lehninger Principles of Biochemistry, Seventh Edition
2017 W, H. Freeman and Company
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Estery fosfatu, vzniklé reakci kys. fosfore¢né a OH skupiny, maji

obecné nizkou, ale negativni AG hydrolyzy. Napf. vazba mezi
prvnim fosfatem a hydroxylovou skupinou ribosy ATP.



Makroergni slouceniny maji tzv. vysoky potencial prenosu
skupiny.

Napf. P, muze byt spontanné odstépen od ATP pro prenos
na jinou molekulu (napf. na hydroxylovou skupinu glukosy,
inositolu, aminokyselin Ser, Thr, Tyr proteint, atd.). Tato
reakce se nazyva fosforylace a je katalyzovana kinasami.

Defosforylace je reakce pri které je fosfatova skupina
odstranéna — tato reakce je katalyzovana fosfatasami.



ATP hraje duleZitou roli ve sprahnuti energie a pfenosu P,. Hodnota
A, G hydrolyzy fosfatu z ATP je uprostfed energetické skaly
makroergnich sloucenin. To umoznuje, Zze ATP muze byt jak donorem
P, tak i mUZe dochazet k syntéze ATP prenosem P, napf. z PEP.

A,G° hydrolyzy
Sloucenina fosfatu, kJ/mol
Fosfoenolpyruvat (PEP) —61.9
Fosfokreatin —-43.1
Pyrofosfat —33.5
ATP (na ADP) -30.5
Glukosa-6-fosfat - 13.8
Glycerol-3-fosfat —-9.2




Dalsi makroergni slouceniny NH,
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SH skupina koenzymu A muze reagovat s karboxylovou skupinou
kyselina octové (vznika acetyl-CoA) nebo mastné kyseliny (vznika
acyl-derivat-CoA).

Spontannost stépeni thioesteroveé vazby je zcela zasadni pro
funkci koenzymu A jako nosice acylové skupiny.

Stejnée jako ATP, CoA ma vysoky potencial prenosu skupiny.



Kinetika vs Termodynamika

Vysoka bariéra aktivacni energie vétsinou zplsobuje, Ze v nepritomnosti enzymu
(katalyzatoru) je hydrolyza makroergnich sloucenin velmi pomala.

Tato kineticka stabilita je zcela zasadni pro funkci ATP a dalSich makroergnich sloucenin.

Kdyby dochazelo k rychlé hydrolyze ATP v nepfitomnosti katalyzatoru, potom by ATP
nemohlo slouzit jako zdroj energie nebo pri prenosu fosfatu.

K odstépeni fosfatu z ATP dochazi pouze tehdy, kdyz je tato reakce sprahnuta
prostfednictvim enzymové katalyzy s jinou reakci, napf. lontovym transportem,
fosforylaci glukosy, nebo regulaci enzymu fosforylaci na Ser/Thr atd.
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Energie

Produkty

Pribéh reakce



Energetické sprazeni

Jedna spontanni (exergonickd) reakce mize popohdnét druhou
ne-spontanni reakci (endergonickou).

Zmeény Gibbsovych energii u sprahnutych reakci jsou aditivni.

I. Nékteré reakce katalyzované enzymy mlzeme interpretovat jako dvé
propojené polovicni-reakce, jedna spontanni a druha ne-spontanni.

e V aktivnim centru enzymu, sprahnuté reakce je kineticky usnadnéna,
zatimco individualni polovicni reakce jsou blokovany.

 Zmeény Gibbsovy energie polovicnich reakci se scitaji, a tim ziskame
zmenu Gibbsovy energie celkové reakce.



Napr. fosforylace glukosy katalyzovana v prubéhu glykolyzy
hexokinasou, pul-reakce jsou:

ATP + H,0 — ADP + P, A,G° =—-31kl/mol
P. + glukosa — glukosa-6-P + H,0 A,G° = +14 kJ/mol

Spojena reakce:
ATP + glukosa — ADP + glukosa-6-P A,G° =-17 kJ/mol

Struktura aktivniho centra enzymu, odkud je vytésnéna molekula
H,0, blokuje prubéh dilich hydrolytickych reakci a tim
uprednostnuje sprahnutou reakci.



Konformacni zména hexokinasy indukovana vazbou
glukosy

domain 1

OPEN domain 2

Copyright © 1994, Bruce Alberts, Dennis Bray, Julian Lewis, Martin Raff, Keith Roberts, and James D Watson

Hydroxylova skupina na C6 navazané glukosy

o se nachazi blizko u posledni fosfatové skupiny
ozllJ_o_CH2 ATP, coz umoznuje katalyzu.
+ ATP —> o OH © Voda je vyloucena z aktivniho mista enzymu.
O oy T zabranuje, aby enzym prednostné

OH nekatalyzoval hydrolyzu ATP (namisto prenosu
fosfatu na glukosu).



Hexokinasa s Glc a ADP
PDB ID: 1DGK

Aleshin a kol. J. Mol. Biol . (2000) 296:1001-15.




Energetické sprazeni

Umisténi aktivniho centra enzymu na rozhrani dvou proteinovych
domén spojenych flexibilni oblasti se vyskytuje velmi casto.

Strukturni flexibilita umoznuje snadny pristup do aktivniho centra
a zaroven i presnou orientaci aminokyselinovych zbytkd duleZitych
pro katalyzu. Nekdy je také nutné vytésnéni molekul vody, coz je
vétsSinou zplUsobeno konformacéni zménou pri vazbé substratu.



Energetické sprazeni

Il. Dvé separatni reakce, probihajici ve stejném bunécném
kompartmentu, jedna spontanni a druha ne, mohou byt propojeny
prostrednictvim spolecného meziproduktu (reaktant nebo produkt).

Hypoteticky, ale typicky pfiklad s PP::

Enzym 1:

A + ATP 2 B + AMP + PP, A,G° = + 15 kJ/mol
Enzym 2:

PP,+H,0 2 2P, A,G° = =33 kJ/mol
Celkova spontanni reakce:

A+ATP +H,0 2B +AMP + 2P, AG°= —18 kJ/mol

Pyrofosfat (PP,) je Casto produktem reakce, ktera potrebuje hnaci
silu.



Energetické sprazeni transportu iontu

Neéekteré chemické reakce jsou sprazeny s iontovym
transportem, napr. hydrolyzou Ci syntézou ATP.

Hydrolyza/syntéza ATP: ATP + H,0 & ADP + P,
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ADP + P,

ATP
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Transport nenabité castice

Strana 1 Strana 2

Zmeéna Gibbsovy energie (rozdil chemického potencialu) odpovidajici transportu
nenabité castice S pres membranu ze strany 1 na stranu 2 je:

S
AG = RTIn &

[Sh

[S], > [S]; potom AG > 0, transport S ze strany 1 na stranu 2 nebude spontanni
[S]; > [S], potom AG < O, transport S ze strany 1 na stranu 2 bude spontanni
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Transport nabité castice

Strana 1 Strana 2

Zmeéna Gibbsovy energie (rozdil elektrochemického potencidlu) odpovidajici
transportu nabité Castice (iontu) S pres membranu ze strany 1 na stranu 2 je:

AG = RTln@ + z;F(Y, —¢y)

ST

kde z, = naboj iontu, F = Faradayova konstanta, (y,- ;) = rozdil
elektrostatickych potenciald, tedy napéti na membrané.



ADP + P,

Protoze zmeény Gibbsovy

. . ATP
energie jsou aditivni potom

=

spontanni smer sprahnuté strana 1 & @ Strana?
reakce bude zaviset na

relativni velikosti:

+ AG iontového toku — méni se s iontovym gradientem a
napetim.

* AG chemické reakce — negativni zména A G° hydrolyzy ATP;
A,G zavisi také na [ATP], [ADP], [P.].
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Aktivni transport Syntéza ATP

ADP + P, ADP + P,

H* H*

ATP ATP

Dva priklady:

Aktivni transport: Spontanni hydrolyza ATP (negativni AG) je sprahnutd (pohani) s
transportem iontu proti sméru gradientu (kladné AG).

Syntéza ATP: Spontanni tok iontd H* (negativni AG) je sprahnuta (pohani) syntézu
ATP (kladna AG).



Na*/K*-ATPasa

Extracelulami prostor Na'
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Na*/K*-ATPasa (sodno-draselna pumpa) pracuje v cyklech trvajicich asi 10 ms.
Krok 1 — vazba 3 iontl Na* na vnitini strané membrany.

Krok 2 — vazba ATP, aktivace ATPasové ¢innost enzymu s ndslednou fosforylaci pumpy za spotreby ATP.
Krok 3 — zména struktury a uvolnéni Na* ven z buriky na opacné strané membrany.

Krok 4 — vazba 2 iontl K* z extraceluldrni tekutiny.

Krok 5 — defosforylace pumpy a opétovna zména struktury.
Krok 6 — uvolnéni K* do vnitfniho prostoru bunky, ¢imzZ je umoznéno trem iontim Na* navazat se a cely cyklus se
dostava na zacatek.

Spotfebuje 30-70% ATP, které burika produkuje. Cinnost pumpy je kli€¢ova pro udrieni gradienti Na* a K*, coz
nasledné ovliviuje membranovy potencial, objem burnky ¢i membranovy transport dalSich latek.

Inhibitory Na*/K*-ATPasy - srdec¢ni glyk05|dy (napr ouabaln) jsou silné toxické — inhibice Na*/K*-ATPasy vede ke zvyseni
vnitrobunécéné koncentrace Na*, cozZ vede ke sniZzeni akt|V|ty Na* Ca2+-v§/menneho systemu (pumpUJe 1 Ca?tionz
buriky na ukor 3 iontl Na*, kterejsou prenaseny ve sméru gradientu). TakZe sniZzeni gradientu Na* zvysi
vnitrobun&énou koncentraci Ca?* a to vede ke zvyseni frekvence kontrakci srde¢niho svalu. Zaroven se zméni i napéti

na membrané coz vede k arytmiim.
wikipedia.org



ATP syntasa obsahuje casti:

Fo, ktera je vnorena do
membrany a rotace jeho
cirkularni casti je
pohanéna tokem iontu
H* pres membranu.

F,, kde probiha synteza
ATP z ADP a P,

Obé casti jsou propojeny
statorem

Rotace F, ,,nuti“ F,
syntetizovat ATP

https://pdb101.rcsb.org/motm/72



ATP syntasa

Syntéza >
B' o o 0 o
0 0° 30 55 120
Pi ADP
o o * * . ATP %
120 120 90° 65 0°

< Hydrolyza

Credit: Microbial cell: http://microbialcell.com/figure-2-atp-synthase/

Animace cinnosti ATP syntasy:
https://www.youtube.com/watch?v=b_cp8MsnZFA
Credit: youtube, Stewart Lab

Suzuki T, Tanaka K, Wakabayashi C, Saita E, and Yoshida M. (2014) Nat Chem Biol 10, 930-936.



Rovnovahy na polopropustnych membranach v
zivych soustavach

» Polopropustna membrana = rozhrani oddelujici dvé kapalna prostredi, kterym
mohou prostupovat nekteré, ne vsak vSechny slozky
* Pouzijeme elektrochemickeé potencialy slozek:
f; = u°; + RTlna; + z;Fy

« Priklad 1: Membrana nepropustna pro anionty, na obou stranach membrany jsou
roztoky NaCl o riznych koncentracich. Po ustanoveni rovnovahy:

Ung + RTINCNg 1 + ZngF )y = PNy + RTINCNg 2 + Zna FY,

RT , Cng,
¢2_¢1:A¢:?ln _—

CNa,2

Tedy, sodné kationty budou prechazet ve sméru koncentraéniho gradientu,
dokud se neustavi membranovy potencial, ktery dalSimu vyrovnavani
koncentraci zabrani.



Rovnovahy na polopropustnych membranach v
zivych soustavach

» Priklad 2: Membrana propustna pro vSechny nizkomolekularni molekuly a ionty
(napf. Na* a CI), na jedné strané membrany je protein nesouci naboj, ktery
membranou nemuze prochazet. Napf. na strané 1 je albumin o koncentraci 0,1 mmol/l
s nabojem -11 (ve formé sodné soli), na strané 2 bude roztok NaCl o koncentraci 6
mmol/l. Jaké bude rozlozeni iontli po ustanoveni rovnovahy?

« V rovnovaze musi pro vSechny difusibilni ¢astice (Na* a CI) platit rovnost jejich
elektrochemickych potenciall na obou stranach membrany. Takze jako v prvnim
prikladu bude pro Na* platit:

RT CNa1
AY = —[n—==
F CNa,2

a pro CI

RT c v s . v
AY = — In CCZ'Z (Cl- nese opacny naboj nez Na*)
Cl1

Protoze hodnota 4y je pro dany systém jedina, musi platit: cyg1¢c11 = Cnva2Cci2

Ustavi se tzv. Donnanova rovnovaha. Z divodu elektroneutrality pfechazeji pary
kation-anion spolecné. Koncentrace NaCl na strané 2 klesne o hodnotu x, o tutéz
hodnotu koncentrace NaCl vzroste na strané 1. V rovnovaze bude platit:

(0,1. 11 + x).(X) = (6 — x)?

Po vyfeSeni: Na strané s albuminem budou jiné koncentrace Na* a Cl-, na strané 2 (bez
proteinu) bude cy, = ¢



Rovnovahy na polopropustnych membranach v
zivych soustavach

Donnanovy rovnovahy se uplatiuji pfi riznych fyziologickych procesech, kde jsou
membranami oddéleny roztoky s vysokou koncentraci proteind, napr. bunka proti
extracelularni tekutiné.

Priklad 3: Membrana propustna pouze pro rozpoustédlo. Na strané 1 Cista vodu a na strané 2
roztok neutralni nizkomolekularni latky (napf. glukosy) o koncentraci c. Membranou muze
prochazet jen voda, jeji koncentrace (a tim i chemicky potencial) je na strané 2 nizsi nez na
strané 1. Proto bude voda prechazet pres membranu a fedit glukosovy roztok — bude

dochazet k osmose.
Oszmotic Pressm‘i
Semi-permeable
membrane

https://cs.weblogographic.com/difference-between-osmotic-pressure

Pfrechodu vody mizZeme zabranit plisobenim mechanického tlaku. Tlak, ktery kompenzuje
tendenci vody pfechazet pfes membranu je tzv. osmoticky tlak = = RT );; c;



Rovnovahy na polopropustnych membranach v
zivych soustavach

S osmotickych tlakem je nutné pocitat pfi praci s bunkami (napf. krevnimi).

Hypertonic Isotonic Hypotonic

‘P P

Osmoticky tlak patfi k nejpeclivéji udrzovanym parametrim vnitfniho prostredi — pomoci
osmoreceptort jsou do centralniho nervového systému preddvany signaly, které nasledné
zpUsobuji prechod vody z télnich tekutin do tkani ¢i naopak nebo vylucovani soli modi,
osmoticky tlak je tak udrzovan s presnosti na 1%.

Wikipedia




