9 Citratovy cyklus (CC)

V kapitole 5 jsme se bavili o metabolismu sacharid(, v kapitole 6 o metabolismus aminokyselin a
v kapitole 7 o metabolismu lipidli. KdyZ jsme provadéli energetické bilance, vidy jsme vychazeli
z toho, Ze z jednoho Ac-CoA vznikne 12 ATP v ,néjakém” Krebsové/citratovém cyklu, nebo jsme
se zminili o tom, Ze tato latka je meziproduktem ,jakéhosi” citratového cyklu. V této kapitole se
na citratovy cyklus, ktery predstavuje propojeni metabolickych drah vsech Zivin, podivame
podrobnéji.

9.1 Katabolismus Zivin a citratovy cyklus

V katabolismu Zivin mGzZeme rozlisit tfi rdzné faze:

V prvni fazi dochazi k hydrolyze sloZitych molekul (biopolymerti) na zakladni stavebni jednotky.
K procestiim této faze dochazi v travicim traktu a dlleZité je, Ze se v ni neziskava Zzadna energie a
zaroven se Zadna energie nespotiebovava.

V druhé fazi jsou vzniklé zakladni stavebni jednotky (glukosa, AK, MK) preménovany na
amfibolické® meziprodukty, kterymi jsou pyruvat a acetyl-CoA. Pfi vzniku amfibolickych
produktd vznika jen malé mnoistvi energie (v podobé ATP v glykolyze) aviak velké mnoZstvi
redukovanych kofaktort (z B-oxidace MK). Zaroven dochazi k malé spotrebé energie.

Ve treti fazi dochazi k oxidaci acetyl-CoA na oxid uhli¢ity v citratovém cyklu, pfi tomto déji
vznikaji dalsi redukované kofaktory. Ty jsou pak spolu s redukovanymi kofaktory vzniklymi ve
druhé fazi oxidovdny v respiracnim fetézci. V respiratnim retézci tak vznika velké mnoZstvi
energie v podobé ATP.

VysSe popsané naznacuje nasledujici schéma:
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Pozndmka
» ve schématu jsou zachovdny barvy, které odpovidaji danym kapitoldm tohoto textu
» Doporuceny pomeér Zivin
Béhem dne by nase potrava méla obsahovat asi 55-60% Skrobu, pod 30% tuku (konkrétnéji 5% SAFA, 20%
MUFA a 5% PUFA) a okolo 10-15% bilkovin.

! Amfibolické znamen3, Ze je mozné je pouZit jak v katabolismu, tak v anabolismu.
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9.2 Vznik amfibolickych meziproduktt

Pyruvat vznikd v lidském téle odbouravanim glukosy, ddle pak transaminaci alaninu ci
v metabolismu nékterych dalSich AK, lze jej ziskat napf. i v metabolismu glycerolu.

V organismu? je pyruvat pfeménovan bud na laktat, acetyl-CoA (co tyce katabolickych pfemén)
nebo na oxalacetat (jedna z anaplerotickych reakci citratového cyklu; viz ddle), samoziejmé je
mozna i zpétna transaminace na alanin.

Acetyl-CoA vznika oxidativni dekarboxylaci pyruvatu, B-oxidaci MK a katabolismem nékterych
AK. Jeho vznik z pyruvatu byl sice jiz popsan v kapitole 5, ale opakovani nikdy neuskodi.
Oxidativni dekarboxylace pyruvdtu (obecné oxidativni dekarboxylace 2-oxokyselin) se ucastni
tfi enzymy (jejich komplex je nazyvan pyruvatdehydrogenasa) a pét kofaktort (TDP, lipoat,
koenzym A, FAD, NAD*).
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Pozndamky:

(Schéma je zcela identické se schématem z kapitoly 5).

Pyruvat se v prvnim kroku napoji na TDP. PFi napojeni doslo k jeho dekarboxylaci, pfi které vznika hydroxyethylovd
skupina, kterd se z historickych ddvodi nazyva aktivnim aldehydem (i kdyZ s aldehydovou skupinou jako takovou nic
spolecného nema!). ,Aktivni aldehyd” je ndsledné prenesen na lipodt a z néj pak na koenzym A, ¢imZ vznikne acetyl-
CoA. Lipodt je ndsledné potreba zregenerovat pro dalsi reakce, o coZ se postard FAD, vznikne z néj FADH; a ziskané
vodiky jsou ndsledné jesté preddany NAD*.

2 Mimo organismus je mozné z laktatu vytvofit kyselinu octovou, acetaldehyd, alkohol...
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9.3 Citratovy cyklus

Citratovy cyklus predstavuje termindlni metabolickou drahu zakladnich Zivin. Ty do néj

nejcastéji vstupuji ve formé acetyl-CoA a o tomto pfipadu nyni budeme hovofit.

Vyjimkou jsou nékteré metabolity pochdzejici z katabolismu aminokyselin, které se do CC napojuji v jiném misté.

V citratovém cyklu vznikaji t¥i produkty:

a)

b)

CO;

Oxid uhlicity je tzv. ,energeticky Zebrak”, v jeho molekule ma uhlik oxidacni ¢islo IV (cozZ je
nejvyssi mozné oxidacni Cislo uhliku), a proto jej nelze nadale oxidovat a ziskavat z néj
energii.

Nejvic CO, v téle vznikd pravé v CC a jeho dalsi osudy mohou byt rlzné — nejvice je ho
vydychdno ven zorganismu plicemi. Kromé této mozZnosti muZe hrat jistou roli
v hydrogenkarbonatovém pufrac¢nim systému, nebo se mliZze ucastnit karboxylacnich reakci.
redukované kofaktory

V prlibéhu CC dochazi celkem ke tfem dehydrogenacim, pricem? vznikd jedno FADH, a dvé
NADH+H".

Redukované kofaktory obecné maji za ukol uchovat ve své molekule co nejvice energie,
ktera se ziskala oxidaci Zivin. Tato energie je z jejich molekul nasledné vyuZita v dychacim
retézci k tvorbé protonového gradientu a skrze néj k tvorbé ATP. (viz kapitola 10)

GTP

V jedné zreakci CC vznikd GTP substratovou fosforylaci. Vzniklé GTP vsak rychle reaguje
s ADP na vzniku ATP a GDP.

v

Nyni se zaméfime na jednotlivé reakce citratového cyklu. Schéma nize je zndzornuje vsechny tak,

jak po sobé nasleduji.

Je vhodné zminit, Ze tfi reakce CC jsou nevratné (ve schématu zndzornény cervené).
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Reakce 1:
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H,C—COOH s—CoA N
HS—CoA H,C——COOH
oxalacetat acetyl-CoA citrat

Typ reakce: kondenzace

Enzym: citratsynthasa

Kofaktor: koenzym A

V prvni reakci CC vznika kondenzaci oxalacetatu a acetyl-CoA citrat, pfi reakci se uvoliiuje znacné
mnozstvi tepla (reaguje energeticky bohatd sloucenina (acetyl-CoA) s energeticky chudou
slouceninou (oxalacetat) za vzniku energeticky chudé slouceniny (citrat)).

Reakce je nevratna. Kdybychom chtéli z citratu vytvofit acetyl-CoA a oxalacetat (coz chceme
v pfipadé syntézy mastnych kyselin, jelikoZ acetyl-CoA se v podobé citratu prendsi do cytosolu),
musime reakci dodat energii v podobé ATP.

Reakce 2 a 3:
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citrat cis-akonitat isocitrat

Typ reakce: izomerace (rozdélena do dvou krok(: eliminace vody a adice vody)

Enzym: akonitasa

Kofaktor: Fe-S

V druha a treti reakci CC dochdzi k postupné preménén citrdtu na isocitrat pres meziprodukt
cis-akonitat. V prvni ¢asti této izomeracni reakci je eliminovana voda z citratu za vzniku dvojné
vazby, v druhé ¢asti nasleduje adice vody (samoziejmé na jiné misto, neZ ze kterého pochazela
voda eliminovanad) za vzniku isocitratu.

Hlavnim smyslem reakce je preménit terciarni hydroxylovou skupinu na sekundarni
hydroxylovou skupinu (ve schématu modfe zardmovano). V dalsi reakci totiz dojde
k dehydrogenaci a aby k ni mohlo dojit, je potfeba, aby na uhliku, ze kterého vychazi —OH
skupina byl vodik (ktery bude v dehydrogenaci odtrzen) — tento vodik citratu chybi, avsak
isocitrat jej ma.

Reakci katalyzuje enzym akonitasa. Tu je mozné inhibovat pomoci fluoracetatu (letdlni davka
této latky pro clovéka je pouhych 50 mg!) a zastavit tak citratovy cyklus.

Jakym zpusobem fluoracetdt akonitasu inhibuje? Velikost atomu fluoru je zhruba stejna, jako
velikost atomu vodiku. Fluoracetat se tak v prvni chvili chova jako normalni acetat a reaguje
s oxalacetatem za vzniku fluorcitratu (enzym citratsynthasa nepozna, Ze poufZila fluoracetat
misto acetdatu). Fluorcitrat by nyni ,,chtél” pokracovat v citratovém cyklu, ale akonitasa je velmi
disledny enzym, navaZe jej na sebe, zjisti, Ze misto atomu vodiku obsahuje fluorcitrat atom
fluoru a nedovoli reakci, aby nadale probihala. Tim se inhibuje a reakce se zastavi, coZz vede
k zastaveni CC, coz zabrdani burice aby ziskavala energii, coZ vede ke smrti...

Velké mnozstvi fluoracetatu se nachazi v rostlince Dichepatalum cynosum.
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Reakce 4:
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Typ reakce: dehydrogenace a dekarboxylace

Enzym: isocitratdehydrogenasa

Kofaktory: NAD*

Ctvrta reakce probihd jako dvé velmi rychle po sobé nasledujici reakce — dehydrogenace a
dekarboxylace.

Vyznam této reakce tkvi vtom, Ze ziskdvame prvni redukovany kofaktor NADH+H*, jeden
z uhlikl pdvodniho Ac-CoA byl tedy pIné zoxidovan na CO,.

Reakce 5:
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1 N |
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Typ reakce: oxidativni dekarboxylace®

Enzym: 2-oxoglutaratdehydrogenasa (jednd se o komplex ti enzymdi)

Kofaktory: NAD*, FAD; lipoat, TDP, koenzym A (typické kofaktory oxidaéni dekarboxylace)

2-oxoglutarat je 2-oxokyselina a jeji dekarboxylace probiha stejné jako jakakoliv jind oxidacni
dekarboxylace 2-oxokyselin (viz poznamka pod ¢arou).

Stejné jako jakakoliv jina dekarboxylace je nevratna (pro opacnou reakci by bylo potfeba dodat
energii) a jelikoZ se jedna i o dehydrogenaci, vznika pti ni dals$i redukovany kofaktor NADH+H*
(druhy uhlik acetyl-CoA byl pIné zoxidovan na CO,).

Navic je vhodné zminit, Ze vznikly produkt reakce — sukcinyl-CoA — je thioester, coZ znamena, Ze
se jedna o makroergni slouceninu a lze tedy ocekdvat, Ze energii v ném vazanou bude chtit
burika néjak ziskat (coz se ji podafi v dalsi reakci).

Reakce 6:
O—C-—&—CoA GDP + P, GTP
| e CH,—COOH
CH, |
| CH,—COOH
H,C——COOH HS.CoA
sukcinyl-CoA sukcinat

3 Existuje rozdil mezi ,,dehydrogenaci a dekarboxylaci v reakci 4 a ,,oxidativni dekarboxylaci“ v reakci 5.

V pripadé reakce 4 se jednd o ,prostou dekarboxylaci“ — dehydrogenaci isocitratu vznika velmi nestabilni
meziprodukt, ktery samovolné dekarboxyluje; reakce se Ucastni pouze jeden enzym a jeden kofaktor.

V pfipadé reakce 5 je jednd o ,oxidativni dekarboxylaci 2-oxokyselin“. M3 stejny pribéh jako
dekarboxylace pyruvéatu (rovnéz 2-oxokyselina) a stejny pribéh jako dekarboxylace 2-oxokyselin, které
vznikaji v metabolismu AK s rozvétvenym fetézcem (Val, Leu, lle) — Gcastni se ji pét kofaktorl a jednd se o
komplex tfi enzyma.
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Typ reakce: substratova fosforylace

Enzym: sukcinyl-CoA-synthetasa (v aktivnim misté enzymu se nachazi histidin)

Kofaktor: koenzym A

V Sesté reakci vznikd ze sukcinyl-CoA sukcinat, pficemZz chemickd energie sukcinyl-CoA je
zachycena v podobé GTP.

Vznik GTP je tfistupfiova reakce — energie ze sukcinyl-CoA je nejprve preddna do struktury
sukcinylfosfatu, ndsledné do substituovaného fosfoamidu (fosfohistidinu) a az znéj na GDP.
Podrobnéjsi popis reakci je uveden v rdmeccich nize.

V anglické literature je tento zplsob ,preddvdni si energie” mezi ruznymi slou¢eninami nazyvdn ,passing a hot
potato”,
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d —
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c) Fosforyl je z aktivniho mista enzymu nasledné prenesen na GDP za vzniku GTP.
(Povsimnéme si, Ze pri prenosu fosforylu na aktivni misto i z néj dochdzelo v molekule histidinu k pfeskupovdni dvojnych
vazeb, coZ nejprve vedlo k uvolnéni protonu, ktery se nyni, po uvolnéni fosforylu, vratil na své misto).

Vzniklé GTP je opét jen docasnym prenasecem energie. Velmi rychle dochazi k tomu, Ze se potka
s ADP a pomoci enzymu nukleosiddifosfatkinasy na néj preda sv(j fosforyl, ¢cimz vznika ATP.
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(GTP) (ATP)
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Reakce 7:

FAD FADH,
(|2H2—COOH E i HOOC ﬁ/H
CH,—COOH H—C~cooH
sukcinat fumarat

Typ reakce: dehydrogenace (na vazbé —-C —C-)

Enzym: sukcinatdehydrogenasa

Kofaktor: FAD

V sedmé reakci dochazi ke treti dehydrogenaci, které se tentokrat ucastni kofaktor FAD. Jedna
se o jedinou reakci CC, kterd neprobihd v matrix mitochondrie, ale na vnitfni mitochondrialni
membrané (enzym je jednim ze vstupt do DR! viz ddle)

Enzym sukcinatdehydrogenasa muaZe byt inhibovan malonatem, ktery ma velmi podobnou
strukturu jako sukcinat (kompetitivni inhibice).

<l:oo' _
Goo
| sukcinat CH, malonat
CH,
i CoO0’
Ccoo
Reakce 8:
H,0
HOOC— H 2 oo
C - N > HO—C—H
H—C~cooH H2(|:—COOH
fumarat

L-malat

Typ reakce: hydratace?

Enzym: fumarasa

Kofaktor: Zadny

Adice vody na fumarat je stereospecificka — voda se aduje tak, Zze vidy vznika L-malat (v Zivém
organismus D-malat nevznikne!). Stereospecifitu zajiStuje fumarasa (,obali” substrat tak, aby
nebylo mozné pfidat —OH skupinu na misto vodiku a naopak)®.

Reakce 9:
NAD* NADH+H*
?OOH 5 i' O=—C—COOH
HO—C—H |
I H,C—COOH
H,C—COOH
L-malat oxalacetat

Typ reakce: dehydrogenace
Enzym: malatdehydrogenasa
Kofaktor: NAD*

4V reakci 7 dochdzi k dehydrogenaci, v reakci 8 k hydrataci. Stejné jako jsme se o tom zminili (podrobnéji)
pfi B-oxidaci mastnych kyselin, je nutné si uvédomit, Ze hydratace (dehydratace) neni oxidacné redukéni
reakce (oxidacni ¢islo molekuly jako celku se neméni), zatimco hydrogenace (dehydrogenace) jsou
oxidacné redukcénimi reakcemi.

5 Kdybychom provadéli adici vody na fumarat in vitro, vznikla by smés L-malatu a D-maldtu (racemat).
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Osma reakce uzavira citratovy cyklus. Jedna se o dehydrogenaci, pfi které vznikda NADH+H*.
Nyni jiz vime, jak pfesné citratovy cyklus probiha, pokusme se tedy o ného latkovou bilanci:

Ac-CoA + 3 NAD* + FAD + 2 H,0 + H* + HPO,* + GDP*
9
2 CO, + CoA-SH + 3 NADH + 3H* + FADH, + GTP*

Dva uhliky z acetyl-CoA jsou zcela oxidovany na 2 molekuly CO; — pfi této oxidaci se uvolni 8
atomU vodiku, které jsou navazany na molekuly redukovanych kofaktor(.

Energeticka bilance na jeden acetyl-CoA:

Tabulka 1 - Energeticka bilance CC

Reakce GTP / Redukované kofaktory Ekvivalent ATP
isocitrat > 2-oxoglutarat 1 NADH+H* 3 ATP
2-oxoglutarat - sukcinyl-CoA 1 NADH+H* 3 ATP
sukcinyl-CoA - sukcinat 1 GTP 1 ATP
sukcinat - fumarat 1 FADH, 2 ATP
L-malat - oxalacetat 1 NADH+H* 3 ATP
CELKEM 12 ATP

9.4 Regulace citratového cyklu

Citratovy cyklus je velmi dileZity metabolicky déj, jehoZ regulace nemlzZe byt ponechana
nahodé. Existuje fada mechanismf, které jeho pribéh zpomaluji ¢i zrychluiji.

Obecné ma na regulaci velky vliv metabolicky stav bunikky — potiebuje-li burika energii (poméry
ATP/ADP ¢i NADH+H*/NAD* jsou nizké) citratovy cyklus probiha, ma-li burika dost energie
(poméry jsou vysoké), citratovy cyklus je inhibovan. Kromé metabolického stavu buriky se
uplatniuji rizné alosterické inhibitory a inhibice produktem (viz nize).

Velice vyznamnym faktorem je dostatek kysliku v burnice!!! Nema-li bunka dost kysliku, je

citratovy cyklus zastaven!®

V citratovém cyklu se nachazeji tfi enzymy, jejichZz funkce je dlsledné regulovana. Vsechny tfi
z nich katalyzuji nevratné reakce citratového cyklu a na regulaci jejich funkce se podili vidy ATP
nebo NADH+H"* (a vZdy jesté néjaka dalsi latka).

Podobné je regulovan i enzym pyruvatdehydrogenasa, ktera zajistuje vznik acetyl-CoA (a protoZe

Ac-CoA je velmi dileZitym substrdtem citratového cyklu, zahrneme do regulace i reakci jeho vzniku).

Tabulka 2 - Klicové enzymy CC a jejich regulace

Enzym Vliv ATP Vliv NADH+H* Vliv dalSich latek
Pyruvatdehydrogenasa

Citratsynthasa

Isocitratdehydrogenasa ADP (alostericka aktivace)

2-oxoglutaratdehydrogenasa
Poznamka: ATP a NADH+H* funguji jako alosterické inhibitory.

6 Velky vliv kysliku je podminén tim, Ze v dychacim fetézci je ho potieba k oxidaci redukovanych kofaktord.
Neni-li jej dostatek, NADH+H* se hromadi a inhibuje nékteré z enzym( CC.
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Pro , Vétsi prehlednost” vyuzijeme i schéma regulace citratového cyklu:

PYRUVAT

?1‘. ATP <
K

p— \

OXALACETAT CIS-AKONITAT
L
L-MALAT ) i ISOCITRAT
1 NADH+H* |
|I . |
e
\ ." ADP
Vo v
FUMARAT 2-OXOGLUTARAT
SUKCINAT < - SUKCINYL-CoA

Ke schématu:

Schéma je uvedeno pro uplnost a vychdzi ze schématu ze skript Biochemie | — semindre.

Popis:

»  Cervenymi teckami jsou oznaceny reakce, o jejichZ requlaci se zajimdme

»  Cervené Sipky naznacuji alosterickou inhibici, kterd je zajisténa ATP a NADH+H* (oranzové Sipky naznacuji, které
reakce NADH+H* produkuji

»  fialové Sipky naznacuji inhibici produktem

»  zelend sipka naznacuje alosterickou aktivaci pomoci ADP

9.5 Anaplerotické reakce CC

Sémantika slova: ana (fec.) = opét, znovu; pleros (fec.) = plny, naplnény

Anaplerotické neboli dopliujici reakce citratového cyklu jsou takové reakce, ve kterych vznikaji

rtizné meziprodukty CC (tyto meziprodukty se mohou do CC zapojit a zajistit jeho funkénost).

Nejvyznamnéjsi jsou nasledujici reakce:

> oxalacetat je doplriovan karboxylaci pyruvatu’ (pyruvat + CO, - oxalacetat; reakce se
Ucastni jako kofaktor biotin; enzym se nazyva pyruvatkarboxylasa) a transaminaci aspartatu
(aspartat - oxalacetat)

» fumarat vznika v katabolismu fenylalaninu a tyrosinu, rovnéz vznika v ornitinovém cyklu a
pfi syntéze purinovych bazi (lze fici, Ze aspartatu)

» sukcinyl-CoA vznika v katabolismus rozvétvenych AK (Val, lle, Met)

» 2-oxoglutarat vznika transaminaci glutamatu

Kromé vyse uvedenych reakci existuji i dalsi reakce, ve kterych vznikaji meziprodukty CC (tzv.
vstupy do CC; katabolické reakce). Stejné tak ale existuji reakce, které potiebuji meziprodukty
CC pro svij prabéh a meziprodukty z CC odcerpavaji (tzv. vystupy z CC; anabolické reakce).

7 Existuje i redukéni karboxylace pyruvatu, pfi niz vznika L-malat. Tato reakce viak nema tak velky vyznam
—vzdjemna pfeména téchto dvou latek ma vyznam v opacném sméru (tedy od malatu k pyruvatu) — jedna
se o reakci katalyzovanou jableénym (malic) enzymem a vznika pfi ni NADPH+H".
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Proto fikdme, Ze ma citratovy cyklus amfibolicky charakter (je zaroven termindlni katabolickou
drahou pro oxidaci acetyl-CoA a zarovenn i poskytovatelem nékterych meziprodukti
glukoneogeneze, transaminace a dalSich anabolickych reakci).

Nasledujici 2 schémata se tykaji pravé vstup( a vystupt z CC.

VSTUPY DO CC

GLUKOSA MASTNE KYSELINY
PYRUVAT

Ala, Cys, Gly, Ser, Thr, Trp Leu, lle (pfimo)
Phe, Tyr, Lys, Trp

ACETYL-CoA
Asp, Asn OXALACETAT
Arg, Glu, GIn, His, Pro
Phe, Tyr
syntéza mocoviny 3
FUMARAT :
syntéza purini 2-OXOGLUTARAT
SUKCINYL-CoA lle, Val, Met, Thr
VYSTUPY Z CC
OXALACETAT — MALAT— PYRUVAT+ €O, + NADPH+H*
*
ACETYL.COA ————————> SYNTEZA MK
GLUKOSA )
Y CITRAT
FOSFOENOLYPRUVAT )
OXALACETAT
ASPARAT
PURINY
PYRIMIDINY
L-MALAT
PYRUVAT
+
NADPH+H"

2-OXOGLUTARAT GLUTAMAT

SUKCINYL-CoA

PORFYRINY
HEM
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9.6 Vzajemné pfemény Zivin
JelikoZ se v citratovém cyklu setkdvaji metabolické drahy vsech Zivin, je asi na misté zminit seio
tom, jaké Ziviny umi nase télo upravit na jiné.

Schéma:
GLUKOSA Se— GLYCEROL
e 1 TAG
N

MK

L lT
- NEVRATNA NEVRATNA KETOGENNI A
PYRUVAT ACETYL-CoA SMISENE AK

| I

GLUKOGENNIiAK S———— cC

Co ze schématu vyplyva?
> jsme schopni vytvorit ze sacharid( tuky
jsme schopni vytvofit z glukogennich AK sacharidy
jsme schopni ze sacharidl (pyruvat, CC) tvorit uhlikaté skelety neesencialnich AK
jsme schopni vytvaret z AK tuky (pti nadbytku protein()
nejsme schopni vytvofit z mastnych kyselin sacharidy

YV VYV VYV

nejsme schopni vytvofit z mastnych kyselin aminokyseliny®

8 Schéma mze byt ponékud matouci — del$i oklika (vidy pfes citrdtovy cyklus) maZe vést z mastnych
kyselin jak k AK, tak k sacharidlim... ale zddni klame! Je potteba si uvédomit, Ze z tukl ziskdme acetyl-CoA,
jehoz uhliky jsou z citratového cyklu odstranény ve formé CO2 — nemohou se proto podilet na vzniku
uhlikatého skeletu ani aminokyselin ani sacharidd!
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