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Ustav lékarské biochemie a laboratorni diagnostiky

Krebsuv cyklus

Krebslv cyklus = citratovy cyklus (CC) = cyklus trikarboxylovych kyselin (TCA)
Citratovy cyklus jako univerzalni metabolicky mlyn, nejdllezitéjsi zdroj redukovanych
koenzymu. Funkce acetyl koenzymu A. Meziprodukty a enzymy citratového cyklu. Mista
produkce redukovanych koenzym. Energeticka bilance - zisk energie substratovou
fosforylaci a oxidativni fosforylaci. Regulace citratového cyklu. Anaplerotické déje.
Citratovy cyklus - katabolické a anabolické rysy.

Oxidativni dekarboxylace

Spojnice mezi metabolismem glukdzy a CC; terminalni osud pyruvatu a
jeho konverze na Ac~CoA.

Prof. MUDr. Zdenék Kleibl, Ph.D.



Metabolismus

Konverze zivin za ucelem syntézy novych, pro
organizmus nezbytnych sloucenin a zisk energie

Ziviny:

TUKY POLYSACHARIDY PROTEINY
FFA + Glc + dalsi Aminokvselin
glycerol monosacharidy Y Y

X,OLJ

[l
H,C-C~CoA

NH,

HS-CoA
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Krebsuv cyklus

Univerzalni metabolicky mlyn

» Spolecna cesta konecné oxidace metabolismu sacharidu, lipidu a
aminokyselin
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Krebsuv (citratovy) cyklus (trikaroxylovych kyselin)

Univerzalni metabolicky mlyn

» Spolecna cesta konecné oxidace metabolismu sacharidu, lipidu a
aminokyselin

o Vétsina zivin vstupuje do CC v podobé Ac-CoA

o Vstupy/vystupy CC: katabolicky i anabolicky = amfibolicky charakter

* Hlavni zdroj redoxnich ekvivalentti (NAD/FAD) pro dychaci fetézec

V prenosu a transformaci E hraji zasadni roli

makroergni slouceniny:
* Thioestery: Ac~CoA

NH,
@ HO P fN
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cysteamin LBalanln pantodt . HO/P\\n |
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Krebsuv cyklus

Cyklicky charakter

« Uplnd oxidace acetatu z Ac~CoA
o oxidacni dekarboxylaci pyruvatu (z glykolyzy)

o B-oxidaci mastnych kyselin

Hans_AdoIf Krebs
(1900-1981)

 Premeén: hl oxidace (dH) a dekarboxylacemi NC 1953

 Ac + oxalacetatem = citrat

Ac~CoA CoA

OXAC citrét
NADH
NADH«}> CO,
4 C5

FADH, NAD
GTP ;{

ca” 'co,




Mitochondrie: sidlo energetického metabolismu

Matrix: CC

* Vznik redukénich ekvivalentt je blizko k mistu jejich vyuziti v DR

Porins

Outer membrane

Inner membrane

Cristae

MATRIX

Intermembrane space

Rough ER
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Ac~CoA CoA

>l‘.{c'itrét

o kI OxAc
Krebsuv cyklus 9O -0
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Aldolova kondenzace



Ac~CoA CoA

A

Krebstiv cyklus 0 ) o

Citrat syntaza P oo,
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o—  n_ M (o w° "o—d W
0=C¢ —
“¢H f\H\C/H [ >C<H
CHa CHy ] CH,
£ — , . — DOC—="% 4
00C O% \S-COA 00C O/ \S—COA O/ \S'COA
Oxaloacetate Acetyl CoA Fll H
/ /
I ND N
His 274 |} + Do+
N/ N/ N/
H H H
Substrate complex Enol intermediate Citryl CoA complex

Usporadany mechanismus v naslednych krocich:

vazba oxalacetatu
vazba acetylCoA by
formovani hydrolytického mista (induced fit) &8
hydrolyza citryl~SCoA (nikoliv acetyl~SCoA)
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Ac~CoA CoA

S

- OxAc citrat
Krebsuv cyklus .
) ., FADH, NADH ,©°
Cis-akonitaza P oo,
COO~ COO~
- H-,O - H-,O . __¢
H—C—H 2 OOC\C /H 2 H—C OH
“00C—C—O0H 4‘ | ; -00C——C—H
C
CH, -00c” CH, CH,
COO~ COO~ COO~
Citrate cis-Aconitate Isocitrate

Izomerace citratu

Fe-S protein (klastr 4Fe4S)

Podili se na (de)hydrataci




Krebsuv cyklus

Isocitrat dehydrogenaza

COO~
NAD* NADH + HT

N

H+
I \ /
> ~00C—C—H .

“0O0C—C—~H

CH»

CO0O~
Isocitrate

Dvoustupnova preména

1. Oxidace (dehydrogenace)
2. dekarboxylace B-karboxylu
* Produkce 1. NADH+H*

0]

~00C CO,

COO~
Oxalosuccinate

Ac~CoA CoA

: citrat

OxAc

NADH
NADH & CO,

pH C5

FADH, NA
G

ca” 'co,

COO~
«-Ketoglutarate



Krebsuv cyklus

o — ketoglutaratdehydrogenaza

CoO0~
a-Ketoglutarate

+ MAD* + CoA

CoA—S5S
MH‘_ d____,.;:;ﬂ

i
P

CH-

CO0~
Succinyl CoA

Multienzymovy komplex — analog pyruvat dH

Lipoamid dH stejna
Produkce 2. NADH+H*
2. dekarboxylace

+ L0

-+

Ac~CoA CoA

: citrat

OxAc

NADH
NADH«}> CO,

pH C5

FADH, NA

ca” co,

MADH



Krebsuv cyklus
Sukcinyl~CoA syntetaza

CoA—S o)

7

N COO0-
CH, CH,

+ P, + GDP ——>
CH; AGY'=-33.5 kJ/mol CH
COO~ COO~
Succinyl CoA Succinate

Substratova fosforylace (jedind v mitochondrii)

nucleotide kinase

Ac~CoA CoA
: citrat

OxAc

NADH
NADH «}> CO,

FADH, NADH ,C°
GTP ){
ca®"co,

+ CoA + GITP

GTP = ekvivalent ATP: GTP + ADP \3xd GDP + ATP

2 lidské izoformy:
*  SUCLA2 — tvofici ATP (srdecni/pticné pruhovany sval)
 SUCLG2 —tvofrici GTP (jatra)



HyO +

0 CO0~

@
CH,
COO-

Oxaloacetate

Krebsuv cyklus

Prvni ptile:

Uplna oxidace acetatu z Ac~SCoA:
* 2 x dekaroxylace (2 x CO,)

e 2xNADH+H?

« 1 x ATP(GTP) @ substratové urovni
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Succinate



COO-
H,O + CH,

_ooccon Krebsuv cyklus

, CH : o
’ Druha ptile:
O er ™90 C00- o _ )
| Citrate Postupna oxidace dikarboxylovych
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NADH + H*
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Malate
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HO—ﬁ}—H
%Hz
COO-
Malate
Fumarase
erd
H,0 HICOO_ P :
-00C H Succinate
Fumarate dehydrogenase |COO'
I
FADH, CH,
FAD ‘Coo-

Succinate



Ac~CoA CoA

Krebstv cyklus o ) o,
Sukcinatdehydrogendza G
COO~ FAD FADH,
H CO0-
H—C—H ‘
H—C—H
-00C H

CO0~

Succinate Fumarate

Membranové vazany enzym

H o]
N
v 7 ~ SD 1 NH
* Soucast DR (komplex 1) HA*Hisj@Nrg”%o
WOH

* Jedina redukce FADH, (3. prenasec) o




Ac~CoA CoA

OxAC citrat

Krebstv cyklus R

NADH

Sukcinatdehydrogenaza G
COO™ FAD FADH,
H COO-
H—C—H
H—C—H
-00C H

~M\r—
LUV

Complex I

Inter-membrane Space
Q—QH,

- SDH: 4 podjednotky (SDHA-D)

* 2 membranové
* 2 katalytické



Ac~CoA CoA

OxAC citrat

Krebstv cyklus R

NADH
pH C5

Sukcindtdehydrogendza P oo,

COO~ FAD FADH,
y_COO
H—C—H

A 4

H—C—H
~00C H

COO~

Succinate Fumarate

Komplex | Komplex Il Komplex IlI Komplex IV Komplex V

1202 2H+ H0

Cytochr. C

NADH:CoQ
ox-red



Ac~CoA CoA

OxAc citrat

Krebsuv cyklus wor Y o,
Fumaraza G
CO0O~
H COO~  Hy0
\ HO—C—H
H—C—H
~00C H

COO~

Fumarate Malate

e Adice vody, lyaza

e Stereospecificita — L-malat



Ac~CoA CoA

OxAc>-<c'itrét
Krebsuv cyklus 9O -0
Malatdehydrogenaza &,

COO~™ NAD* NADH + HY

9) CO0O~
S
S \\\_‘//f \\ﬁ

AGY'=+29.7 ki/mol

H—C—H H—C—H
COO~ COO~
Malate Oxaloacetate

Homodimer
* Glykoprotein
Mitochondrialni/cytoplasmaticka

* Fylogeneticky odlisné
Prokaryontni predek (s ostatnimi dH — tfreba EtOH dH)




Krebsuv cyklus

Prehled a bilance

kondenzace
o Coo-
H,O0 + HiC @ \ CH2

\ -00c—C—o0H

dehydratace/
hydratace

{ coo-
Citrate § CH2  Aconitase H é OH
|

(0] COO~  synthase =
X y COoO
C - __—
| Citrate 00C—¢—H
CH, | $H2
COO- \ COO- NAD*
NADH + H*
. bxaloacetate N ocitrate dekarboxylace/
oxidace (dH) Malate Isocitrate oxidace (dH)
dehydrogenase I dehydrogenase s Al
NAD* | -00C te
coo- I e
HO—C—H | #Hz
CH, I %Hz
Coo- I Co0-
Malate | «a-Ketoglutarate
\ a-Ketoglutarate +NACD(:A
Fimarase dehydrogenase
hydratace . \ o COMPE dekarboxylace/
\ OA— g 40
NADH + H* H
o’y _coo- F f Y6, oxidace (dH)
‘ CH
\\ ?
-00Cc~ H Succinate . Succinyl CoA CH,
Fumarate dehydrogenascJ ‘COO synthetase coo-
I cH, Succinyl CoA
Y
FADH, I cH, GDP + P

Co0o-

oxidace (dH) " Succinate

substratova fosforylace



Krebsuv cyklus
Prehled a bilance
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Krebsuv cyklus

Regulace

Hlavni regulacéni zasahy:
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Krebsuv

cyklus

Regulace

Hlavni regulacéni zasahy:
Pyruvate .
H [ ’ ’ o 1
pyr 0! *  Nabidka substratt
v 1 coo- L J
wo of C:Hz * | Inhibice produkty
? 0 L] [ (3 4 o s
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a kompetitivni inhibitor Ac~SCoA v citratsyntaze



Kre bSﬁv Cyklus odcerpdvaji intermedidty
e ° V4 K I ° kl
Amfibolicky charakter CC: 425 e
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doplruji intermedidty
Pyr_dH 0 foor
Pyruvate Mo + | K ¢ ——> FFA, cholesterol
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Citrate 2 Aconitase H—C—OH
Co, 0007 synthase 00~ o
| Citrate Ooci(l:iH
CH, |CH2
. NADH + Hy 0o coo-  NAD!
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-00C
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Odd-chain FFA



Citratovy cyklus

Ustiedni biochemicky d&j (o se e naucime ve veorcicty
Spojnice metabolismu zivin
Cyklicky pochod v mitochondrialni matrix
Uplna oxidace 1 Ac~CoA/otacku
Vznik redukovanych ekvivalentu:
-3 x NADH (= 3 x 2.5 ATP) + FADH, (= 1.5ATP) = 9 ATP
Vznik substratového ATP (GTP)



Citratovy cyklus

Ustfedni biochemicky déj
Spojnice metabolismu zivin
Cyklicky pochod v mitochondrialni matrix
Uplna oxidace 1 Ac~CoA/otacku
Vznik redukovanych ekvivalentu:

-3 x NADH (= 3 x 2.5 ATP) + FADH, (= 1.5ATP) = 9 ATP
Vznik substratového ATP (GTP)

Dalsi ?: kde ziskame Ac~CoA a jak jej
dopravime do mitochondrie?



Metabolismus sacharidu

Sacharidy, resp. GLUKOZA, je
nejvyznamneéjsi slozkou zivin.

Ziviny: TUKY POLYSACHARIDY PROTEINY
FFA + Glc + dalsi Aminokvselin
glycerol monosacharidy Y Y

0
H,C-C~CoA

ATP ADP+Pi
HS-CoA

— Il




Osud pyruvatu v mitochondrii
Dekarboxylace pyruvatu za vzniku AcCoA

Pyruvét — do mitochondrie p‘r'l'mo (MPC — mitochondrial pyruvate carrier)

Dekarboxylace pyruvatu za vzniku Ac~SCoOA (spojnice glykolyzy
s Krebsovym cyklem): pyruvatdehydrogenazovy komplex

HO-CH,

~ OxFos #D:ATP  ADP+Pi

> Ac~CoA e—i H,0
H*

co,




Glykolyza
Prenos produktu glykolyzy do mitochondrie

* Pyruvat — do mitochondrie primo (pfes IMM antiport s OH-
pomoci MPC — mitochondrial pyruvate carrier)

ATP Malate Citrate + H* OH~ OH~

Other transporters with similar
structures transport ions and

metabolites
ADP Phosphate Malate Pyruvate Phosphate
ATP-ADP Dicarboxylate  Tricarboxylate Pyruvate Phosphate
translocase carrier carrier carrier carrier

* Cytoplasmatické NADH+H* - do mitochondrie ve
formeé e pres , clunky”



Osud pyruvatu v mitochondrii
Dekarboxylace pyruvatu za vzniku AcCoA

 pyruvatdehydrogenazovy komplex
o multienzymovy komplex
O matrix
o série sprazenych reakci (oxidativni dekarboxylace):

Pyruvat Ac~SCOoA
COO CO HSCoA S CoA

_L.CO _L.COA._.

| Dekarboxylace Oxidace Vazba CoA

H,C HC HC HC



Osud pyruvatu v mitochondrii
Dekarboxylace pyruvatu za vzniku AcCoA

pyruvatdehydrogenazovy komplex
o matrix
o série sprazenych reakci (oxidativni dekarboxylace):

Thyaminpyrofosfat (TPP; vit. B,)

Pyruvat dehydrogenaza (E1)

T
o oy

| H c coo HO-C

H,C |

Pyruvat H3C
Hydroxyethyl-TPP



Osud pyruvatu v mitochondrii
Dekarboxylace pyruvatu za vzniku AcCoA

pyruvatdehydrogenazovy komplex

O matrix
o série sprazenych reakci (oxidativni dekarboxylace):
| ---mmmmeeeee lipogt ------------- | ------ Lys ------ |
o |
Thyaminpyrofosfdt (TPP; vit. B,) Lipoamid (|:O| |\|IH
W/ \N_(CH2)4_CH
Dihydrolipoyl- |
transacetylaza
(E2)
od
C=0 )\ S SH
| HC coo HO-C- 5" <
H,C | |
Pyruvat H,C

Hydroxyethyl-TPP H3C



Osud pyruvatu v mitochondrii
Dekarboxylace pyruvatu za vzniku AcCoA

pyruvatdehydrogenazovy komplex
O matrix
o série sprazenych reakci (oxidativni dekarboxylace):

FAD FADH,
Thyaminpyrofosfat (TPP; vit. B,) ESH - ?
R SH S
N Dihydrolipoyl-
S—>5 dehydrogenaza| NAD*

(E3)

Dihydrolipoyl-
EFAD NADH-+H?*

transacetylaza
(E2)

Pyruvat dehydrogenaza (E1)

CoOr A I , N
|
C=0 )\ s sH MSCOAN s sH

| H C COO HO-C- 'S 0 / O=C—SCoA

H,C |

Pyruvat H 3C H H
Hydroxyethyl-TPP 3




Osud pyruvatu v mitochondrii
Dekarboxylace pyruvatu za vzniku AcCoA

pyruvatdehydrogenazovy komplex
O matrix
o série sprazenych reakci (oxidativni dekarboxylace):

FAD FADH,
Thyaminpyrofosfat (TPP; vit. B,) ESH - ?
R SH S
N Dihydrolipoyl-
S—>5 dehydrogenaza| NAD*

Dihydrolipoyl-
transacetylaza
(E2)

Pyruvat dehydrogenaza (E1)

COO A :: , N \“
| \
C=0 )\ s sy MSCOAN ps oy |

H c coo HO-C- 'S / 0O=C-SCoA \
HJZ | O=| | OxFos
Pyruvdt H,C C H5C 2.5 ATP

Hydroxyethyl-TPP H;



=" 3chondrii
zniku AcCoA

dekarboxylace):

FAD FADH,
R
SH S
Dihydrolipoyl-
dehydrogenaza| _NAD*

Dihydrolipoyl-
transsukcinylaza

e FAD .
aKG dehydrogenaza (Elo) E NADH+H

7 S
coo A N N R
)\ I S SH HSCOfA\ HS  SH
éH H c coo HO-C™ 'S l 0=C-SCoA
éH COO- | 0=C |
CHzCOO- 2 H,C-CH,CcO0- | H,C -CH,COO0-
a-ketoglutardt H,C-CH,COO-  sukcinyl-CoA



Oxidace glukoézy

Celkovy energeticky zisk 1 Glc
Glykolyza:

PyruvatDH

e 2x Pyruvat - 2x Ac~SCoA
o 2x1 NADH+H"*
o 2x1Ac~SCoA

Krebstiv cyklus

Ox—\——>2x 2.5 ATP -> 5 ATP

* Ac~SCoA - 2x CO, Fos — 2% 7.5 ATP ->15 ATP
o 2x 3 NADH+H* 2x 1.5 ATP -+ 3 ATP
O 2x 1 FADH2 %0;%H,0

O 2X1ATP=2ATP --------m-mmmm e e e e e > 2 ATP



