Uvod do bun&&ného metabolismu

Citratovy cyklus

Prof. MUDr. Jiti Kraml, DrSc.
Ustav Iékaiské biochemie 1. LF UK

METABOLISMUS

= pieména latek v organismu - ma stranku chemickou (latkovou) - reakce anabolické
- katabolické
- amfibolické

- stranku energetickou - reakce exergonické: AG<0
AU(AG) ——> prace + teplo - endergonické: AG>0

Anabolické (skladebné, biosyntetické reakce) jsou endergonickeé,

katabolické (rozkladné) reakce jsou exergonické,

amfibolické reakce slouzi k biosyntézdm i k biodegradaci (citratovy Krebsiv cyklus).

K endergonickym reakcim pat¥i kromé biosyntéz (redukce, kondenzace) také:

-osmoticka prace (koncentraéni, iontové gradienty),

-mechanicka préace (svalova kontrakce - konformaéni zmény kontraktilnich proteini).

Exergonickeé reakce jsou :

- oxidace (ztrata elektroni, vodikovych atomi, vstup kyslikovych atomi do molekuly),

- hydrolytické reakce, zejména anhydridovych vazeb (nap¥ fosfatovych).

AG oxidoredukéni reakce (exergonické): n = moly elektroni

AG =-n.F.AE’, ; F=96,5kJ. V1. mol!; AE", = rozdil redox-potenciélii ve V; pH 7

AG osmotické prace (endergonické):

AG=n.R.T.Inc,/c;; cy>c; ; n=moly pienesenych &astic

pro37°C:AG=n.59.logc,/c; [kd.mol?]

Elektrochemicky potencial (gradient) pro ionty ( n=1):

AG=R.T.Inc,/c, +Z.F.AV ; Z=naboj éastic; AV = membranovy potencial ve V




OXIDOREDUKCNI POTENCIAL (REDOX-POTENCIAL)
E'h

vyjadiuje miru chemického systému odevzdavat nebo piijimat
elektrony. Systém odevzdavajici elektrony ma vlastnosti redukujiciho
poloélanku a mé zapornéjsi redox potencial , systém p#ijimajici
elektrony ma vlastnosti oxidujiciho poloélanku a ma kladnéjsi redox
potencidl. V kazdém poloélanku existuje oxidovana a redukovana
forma daného redoxniho ¢inidla nebo pienadeée (tzv. redoxni par).
Elektrony spontanné postupuji od zapornéjsiho polo¢lanku ke
kladnéjsimu poloélanku. P¥itom postupné ztraceji ¢ast své energie.
Mira energie takto uvolnéné (AG) je vyjadiena oxidoredukéni rovnici a
je primo Umérna po¢tu mola pirenesenych elektrona (n) a rozdilu
redox-potencialit A E” ve voltech (V), nasobeno joulovym ekvivalentem
Faradayova naboje = (F). E'h i A E'h zavisi na pH (" znaéi pH 7,0) .

STANDARDNI REDOX-POTENCIALY E,
jsou meteny proti tzv. normalni vodikové elektrodée za
standardnich podminek, tj. vechny slozky maji
koncentraci 1 mol . I'*a pH méfené soustavy je 7,0.
Vysledny redox-potencial E,"pak zavisi jesté na poméru
oxidovanych a redukovanych forem obou poloc¢lanka.
Redox-potencialy jsou vyjadiovany ve voltech (V).

R.T | [ox ] (Nernstova-Petersova
n

Eh, = EO, + -
n.F [red] rovnice)




UCEL A FUNKCE METABOLISMU

1. Ziskat energii z okoli :
- fototrofni organismy z fotoni fotosyntézou (u zivogichi nelze);
- chemotrofni organismy z elektrond oxidaci zivin (Zivo¢ichové, ¢lovek).
2. Vyuzit takto ziskanou energii pro biosyntézu skladebnych sou¢asti biomakromolekul a
makromolekularnich bunéénych struktur .
3. Vyuzit takto ziskanou energii pro konformaéni zmény iontovych pump a konformaéni
zmény kontraktilnich bilkovin.
4. Tyto zmény musi prob&hnout jako isothermni d&je (nap¥. p¥i 37 °C).
Vzajemna pieména zivin (cukri, tuki, bilkovin)
je oznagovana jako intermediarni metabolismus a vyuziva omezeného mnozstvi spolec¢nych
meziprodukti latkové piemény , tzv. aktivovanych intermedidtiz, spole¢ného molekularniho
energetického pienasece (ATP) a omezeného mnozstvi typického sledu reakci, tzv.
metabolickych cest, které mohou byt regulovany spoleé¢nymi nebo nezavislymi regulaénimi
mechanismy. Vyuzivanim spoleénych postupi klesa narok na poéet potiebnych enzymi.
Ziviny jsou zdrojem tzv. redukéni sily (redukénich ekvivalenti: elektroni. atomi H, NADPH)
a jejich oxidace miize probihat cestou anaerobni, bez p¥istupu kysliku, pfenosem elektroni na
vhodny akceptor (glykolyza), nebo aerobné , p¥enosem az na molekularni kyslik v dychacim
(respira¢nim) Fetézci ve vnitini mitochondrialni membrané. Molekularni kyslik funguje jako
terminalni akceptor elektroni podle reakce: O, +4 e-—>2 O*
20*+4H" —>2H,0
Pritom CO, vznika jako vedlejsi produkt dekarboxylacemi a kyslik se do substrati vétsinou
dostava z molekul vody adici na dvojnou vazbu. Energeticka stranka procesu vsak spoéiva v
pienosu elektroni az na molekularni kyslik . Aerobni oxidaci glukosy vznika asi 15x vice ATP
nez v glykolyze, protoZe rozdil redox potenciali aerobnich pirenasedi je vétsi.

Energie ziskana z okoli (z foton:i u fotosyntezujicich
organismu a z elektronz u chemotrofnich organisma) maze
byt pievedena v burice :

1. na elektrochemicky gradient ionta (protonu);

2. na uloZeni do tzv. makroergickych sloucenin, které maji
schopnost posunovat rovnovahy chemicky spiazenych
reakci ve vodném prostiedi doprava, na stranu produkt:
sprazené reakce (tyto slouceniny maji velky potencial
prenosu néjaké skupiny, napi. fosfatu, acylu) - vazba
takové prenasené skupiny byva znac¢ena symbolem ~

(jde o spojeni endergonickych a exergonickych reakci);

3. na vytvoreni zasoby tzv. redukeni sily ve formé NADPH




Zména standardni volné enthalpie (standardni Gibbsovy energie)
AG°=-R.T.InK,,

vyjadiuje zménu volné energie (volné enthalpie), ktera by nastala za
standardnich podminek, tj. pii koncentraci vsech slozek 1 mol . I'1a
standardni teploté atlaku (" = pH 7 ), po zreagovani jednoho molu
latky. Volné energie (volna enthalpie) je takova, kterd maze konat praci
za isothermnich podminek . Energetickou bilanci reakce vSak uréuje
vzdalenost od rovnovazného stavu pii danych koncentracich
reagujicich latek a produktii. Ta je vyjadiena hodnotou zmény volné
enthalpie AG™ .

[C].[D]

[A]. [B]

V/ uzaviené soustave jsou S&Qnténné mozné pouze reakce exergonicke.

Vysoce zaporna hodnota AG” znamend, Ze reakce je daleko od
rovnovahy, na stran¢ reaktanta J[A] alB].

V rovnovazném stavu je AG” rovno nule.

AG" =AG°+R.T. In

| [C].[D]
AG =AG°+R.T. In ——
[A] . [B]
Pro 37 °C a pH 7 lze psat:
[C]. [D]
AG =AG° + 59.log ——— [kJ.mol?]
[A] . [B]

AG® =-59.log K, [kJ.mol?]




Metabolismus je umoznén pasobenim enzymu

1. Enzymy jsou vyrazem genové exprese.

2. Enzymy spojuji rizné typy metabolismu Zivin prostiednictvim spole¢nych
intermediatu.

3. Enzymy umoziuji pribéh endergonickych reakci, které by samovolné
neprobehly, a to sprazenim s jinou reakci exergonickou prostiednictvim
spole¢nych intermediata.

4.V sérii sprazenych reakci se funkce enzymi snizovat aktiva¢ni energii
nasobi, takze biologické oxidace mohou probihat isothermné, jsou
rozdéleny do vice dil¢ich krokii a uvolnéna energie maze byt utilizovana
s mensimi tepelnymi ztratami.

5. Ovlivnénim rychlosti vstupu a vystupu metabolita vytvareji enzymy v
organismu (jako otevieném systému) stacionarni nerovnovazny stav
(dynamicka rovnovaha, steady state), v némz celkova rychlost vstupu se
rovna vysledné rychlosti vystupu, a to umoziuje prabéh exergonickych
reakci smetujicich k dosahovani pravé (thermodynamické) rovnovahy.

6. Regulace klicovych enzyma metabolickych cest umoZnuje nezavislé
regulace reakci katabolickych, anabolickych, exergonnich, endergonnich,
udrZzovani metabolické rovnovahy a stalého vnitiniho prostiedi.

7. Regulace protichadnych metabolickych cest je umoZnéna jejich lokalizaci
v buiice do riznych oddila (kompartmentace): cytoplasma, organely apod.

Uloha tzv. makroergickych vazeb v metabolismu

Vyznam tzv. makroergickych vazeb ve slouc¢eninach spociva v tom, Ze
rovnovazna konstanta hydrolytické reakce prislusné vazby znacena ~
ma hodnotu zna&né vysokou, fadové minimalné 104- 10, takZe piislusné
AG? hydrolytické reakce ma hodnotu minimalné - 25 kJ . mol-a zaporngjsi.
Jestlize jsou dvé reakce chemicky spiazeny spoleénymi meziprodukty, pak je
vysledna rovnovazna konstanta K soucinem dil¢ich rovnovaznych konstant
K,aK,,z ¢ehoz plyne, ze vysledné AG® je souctem dileich AG®

AGY = AGY, + AGY,
Timto mechanismem muze reakce se silné zapornou hodnotou AGO'2 pievazit
kladnou hodnotu AG® ; , takZe vysledna hodnota AG®" je zaporné a reakce je
thermodynamicky schidna. (Pii nasobeni hodnot K se jejich logaritmy s¢itaji.)
Napi.: -16,5 = +14 - 30,5 [kJ.mol?]
Tzv. makroergické slouceniny, nebo slouceniny s vysokym potencialem
prenosu skupiny (fosfatové), maji rovnovazny stav silné na strané produktt a
strhavaji i sprazené endergonické reakce na stranu fosforylovanych produktu.




ATP je univerzalnim pienaSeSem volné enthalpie v biologickych
systémech

Anhydridové vazané fosfatové skupiny maji zna¢né zapornou standardni volnou
enthalpii hydrolyzy AG?.

ATP +H,0 <=====>ADP+P;, AG®=-30,5kJ.mol?*
Rovnovazna konstanta této reakce je
[ ADP]. [P]
K = —— K=1,48105

[ATP] . [H,0]
Tyto hodnoty by vSak platily za standardnich podminek, kdy koncentrace vSech
sloZek by byla 1 mol! (pro vodu se uvazuje aktivita = 1).
V biologickych systémech se predpoklada, Ze latkova koncentrace [ATP]
pievysSuje koncentraci [ ADP] nejméné 300-krat a aktualni AG” ¢ini asi
-50 kJ . mol!

ENERGIE ZISKANA BUNECNYMI OXIDACEMI JE
UKLADANA DO SOUSTAVY ATP/ADP
ATP ptitom maZe vznikat dvojim mechanismem:
1) Tzv. substratovou fosforylaci, kdy je mezi oxidoredukéni
reakci a tvorbu ATP vsunut tzv. makroergicky intermediat .
Timto mechanismem vznika ATP v anaerobnim procesu
glykolyzy v cytoplasmé a pouze v jedné reakci citratového
(Krebsova) cyklu v mitochondriich (sukcinatthiokinasa).
2) Mechanismem tzv. aerobni (oxidativni) fosforylace
prostiednictvim elektrochemického protonového gradientu
ve vnitini mitochondrialni membréang, ktery tam vytvéareji
protonové pumpy oxidoredukénich pienaSect. Zdrojem
redukénich ekvivalentu (elektront a H atomu) jsou intermediaty
Krebsova cyklu a beta-oxidace mastnych kyselin.




ATP JE CINIDLO SPRAHUJICI ENERGETICKE ZMENY
V BUNCE (buné&éné energetické obézivo, platidlo)
Hydrolyza 1 molu ATP maZe zménit rovnovazny pomer
koncentraci: fosforylované produkty / reaktanty ve
sprrazenych reakcich v organismu faktorem cca 108 - krat.
Fosforylovanym produktem maZe byt organicky substrat
(napt. glukosa) , protein membranové iontové Na*/K* pumpy
nebo molekularni motor kontraktilniho proteinu (napt.
myosin). Fosforylace proteinu vyvola vznik konformace
bohatsi energii, kterd umozni prevod chemické energie ATP
na tvorbu osmotického (iontového) gradientu nebo
mechanickou energii (napt. svalova kontrakce).

VYMENA VOLNE ENTHALPIE MEZI PRENASECI
FOSFATOVYCH SKUPIN

Za standardnich podminek (koncentrace vSech slozek
1 mol . I'Y) probiha pienos fosfatovych skupin ve vodé
od soustav se zapornejim AGY” k soustavam s méné
zapornym AGP?" hydrolyticke reakce, tedy napt. od
kreatinfosfatu k ADP.
Vysokou koncentraci ATP lze tuto reakci obratit prenosem
fosfatovych skupiny z ATP na kreatin. Kreatinfosfat tak
ve svalech funguje jako energeticky pufr.

Reakci katalyzuje v obou smerech enzym kreatinkinasa.




ZMENA ENTHALPIE : AH

je zména tepelného obsahu soustavy

AH < 0 (z&porné) - reakce exothermicka (vydej tepla)

AH >0 (kladné) - reakce endothermicka (pohlcovani tepla)

AH je spalné teplo
napi. spalné teplo glukosy :
AH =-2870 kJ . mol!

STADIA KATABOLISMU

| tuky, polysacharidy a proteiny jsou hydrolyticky
rozloZeny na své zakladni stavebni soucasti

Il jejich metabolickymi pfeménami jsou katabolity
pievedeny na spolechy intermediat - acetyl-CoA

Il acetylovy zbytek je finalné odbouran v citratovém
cyklu na 2 CO, (dekarboxylacemi) a 8 elektront
odebrano ¢tyfmi dehydrogenasovymi reakcemi
intermediatam cyklu a preneseno do respirachiho
retezce vnittni mitochondrialni membrany, kterd
spiahuje jejich terminalni oxidaci za vzniku H,O
s aerobni (oxidativni) fosforylaci za vzniku ATP




BIOLOGICKE OXIDACE JSOU ZAHAJOVANY JAKO
DEHYDROGENACE

Dehydrogenasy mohou mit jako koenzym
1) pyridinovy nukleotid - NAD*, ktery ptenasi 2 elektrony

v reakci: NAD* + 2 H <====> NADH + H*

nebo

2) flavinovy nukleotid - FMN nebo FAD, ktery pienasi

2 elektrony v reakci: FMN + 2 H <====>FMNH,

nebo  FAD + 2 H<====> FADH,

V obou piipadech proces zacina jako dvouelektronovy prenos.
Termindlni oxidace 2 redukénich ekvivalentt ve vnitini mitochondrialni
membrané pienosem 2 elektront aZ na 1/2 O, je spojena s vypuzenim
10 H*, vychazejic od NADH, ale pouze 6 H*, vychéazejic od FADH,, do
mezimembranového prostoru. (Flavinové pienaSece maji pozitivngjsi
standardni redox-potencial a rozdil redox-potenciélt vici kyslikovému
poloc¢lanku [AE] je mensi.) Na syntézu 1 ATP aerobni fosforylaci
(membranovou ATP/ H* - synthasou) je tieba navratu cca 4 H* do matrix.

KLASIFIKACE ENZYMU
1. OXIDOREDUKTASY
2. TRANSFERASY
3. HYDROLASY
4. LYASY
5. ISOMERASY

6. LIGASY
KLASIFIKACE ENZYMU VYSTIHUJE ZAKLADNI TYPY
METABOLICKYCH REAKCI

www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme




Acetyl~CoA JE SPOLECNYM INTERMEDIARNIM
PRODUKTEM RUZNYCH TYPU ZIVIN

Aktivovany acetylovy zbytek (jako acetyl-CoA) je
katabolizovan v citratovém cyklu v mitochondridlni matrix.
Vznika:

1) z pyruvatu (jako produktu glykolyzy a/nebo
transaminace tzv.glukogennich aminokyselin) nezvratnou
oxidativni dekarboxylaci v multienzymovém komplexu
pyruvatdehydrogenasy;

2) jako konec¢ny produkt tzv. R-oxidace mastnych kyselin
a uhlikového skeletu tzv. ketogennich aminokyselin.
Koenzym A funguje jako aktivovany prenaSec acylii.

KATABOLICKY VYZNAM CITRATOVEHO CYKLU

1) acetyl-CoA je spojovnici katabolismu cukru, lipida
a bilkovin

2) citratovy cyklus v mitochondrialni matrix funguje jako
spolecny ,,metabolicky mlyn*“ a poskytuje redukeni
ekvivalenty (elektrony, vodikové atomy) respiracnimu
fetézci vnitini mitochondrialni membrany

3) respiracni retezec prevadi redukéni ekvivalenty az na
molekularni kyslik, pticemz jeho elektronové prenaSece
(komplexy I, 111 a 1V) funguji jako protonové pumpy,
vypuzujici protony do mezimembranového prostoru

4) zpétnym navratem po koncentra¢nim spadu do matrix
protony pohangji ¢innost tzv. H*/ATP-synthasy, ktera tvori
ATP mechanismem aerobni (oxidativni) fosforylace
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KATALYTICKA FUNKCE METABOLICKEHO CYKLU

Vyznam Krebsova citratového cyklu (jako kazdého metabolického cyklu,
napi. ornithinového cyklu mog&oviny, rovnéz objeveného Krebsem) spociva
v tom, Ze kazdy jeho ¢len piisobi katalyticky.

Oxalacetéat cyklus zahajuje i konci. Teoreticky jedna molekula oxalacetatu
by stacila pti plynulé dodavce acetyl-CoA pro neomezeny pocet cykli,
pokud by se v jinych reakcich oxalacetat nespotiebovaval. To plati i pro
ostatni ¢leny cyklu.

ENERGETICKA BILANCE CITRATOVEHO CYKLU
po spaleni 1 acetylového zbytku

isocitratdehydrogenasa NAD 2,5 ATP

2-oxoglutaratdehydrogenasa NAD 2,5 ATP

sukcinétthiokinasa (substratovéa fosforylace) 1 GTP (ATP)

sukcinatdehydrogenasa FAD 15 ATP

malatdehydrogenasa NAD 2,5 ATP
CELKEM ~ 10 ATP
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ENERGETICKE RIZENI CITRATOVEHO CYKLU

ATP a NADH inhibuji:
- pyruvatdehydrogenasu
- klicové enzymy citratoveho cyklu:
- isocitratdehydrogenasu
- 2-oxoglutaratdehydrogenasu

CITRATOVY CYKLUS JE ZDROJEM PREKURSORU
PRO BIOSYNTEZY (AMFIBOLICKA POVAHA CYKLU)
citrat : mastné kyseliny, steroly

2-oxoglutarat: glutamat, aminokyseliny, puriny
sukcinyl-CoA: porfyriny, hem

oxalacetat: aspartat, aminokyseliny, puriny, pyrimidiny

Oxalacetat je prekursorem fosfoenolpyruvéatu
v glukoneogenezi. Reakci katalyzuje za prispéni GTP enzym
fosfoenolpyruvatkarboxykinasa.
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ANAPLEROTICKE REAKCE CITRATOVEHO CYKLU

Metabolity citratového cyklu se v prabéhu pridruzenych, zejména
anabolickych reakcich spotebovavaji, a je tieba je proto obnovovat v
doplzujicich (anaplerotickych) reakcich.

Oxalacetat je dopliovan karboxylaci pyruvatu za spotieby ATP ¢innosti
biotin -dependentniho enzymu pyruvatkarboxylasy.

V citratovém cyklu jako v kazdém metabolickém cyklu doplnéni
kteréhokoli ¢lenu pridruzenou reakci ma anapleroticky charakter.
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