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Citratovy cyklus

také znam jako cyklus trikarboxylovych kyselin nebo Krebsuv
cyklus.

Jednim z prvnich, ktery se zabyval oxidaci organickych
slouc¢enin Vv zivych organismech, byl Torsten Thunberg. Do
roku 1920 popsal vice nez 60 organickych sloucenin
podléhajicich oxidaci v zivé tkani, pficemz velkou pozornost u
n¢j vzbudily acetat, laktat, sukcinat, fumarat, malat, citrat
a glutamat. Pokusil se popsat oxidaci acetatu v cyklu, pricemz
predpokladal kondenzaci dvou molekul acetatu za vzniku
sukcinatu.

v roce 1937 objasnili Carl Martius a Franz Knoop ulohu
ketoglutaratu (oxoglutaratu) jako produktu oxidacni premény
citratu, byly vytvoreny vSechny potfebné podminky pro
odhaleni mechanismu, jak dochazi k oxidaci nékterych slozek
piijimané potravy.




V roce 1937 byl cyklus kyseliny citronové popsan Hans Adlofem Krebsem a
Johnsonem. Nasledujici objevy tykajici se ulohy acetyl-CoA, procest
dehydrogenace a zejména pak vysledky pokust provadénych s radioizotopy jiz
spravnost popsaného cyklu jen potvrdily. Na pocest svého objevitele byva
cyklus citrénové kyseliny nékdy oznacovan 1 jako (velky) Krebsiv cyklus nebo
také jako cyklus trikarbonovych kyselin.

Nobelova cena 1953




Citratovy cyklus

také znam jako cyklus trikarboxylovych kyselin nebo Krebstav cyklus.

Bakterie nebo kvasinky (nebo specializované bunky) dokazi regenerovat NAD+ bez
pritomnosti volného kysliku pomoci oxidace pyruvatu na laktat nebo etanol.

Citratovy cyklus je pokracovanim glykolyzy U aerobnich
a fakultativné anaerobnich organismu, kteii dokazi ziskavat energii
pomoci respiracniho fetézce.

Citratovy cyklus primarné generuje redoxni potencial (NADH, FADH,) oxidaci
dvojuhlikatého acetatu (CH3COQO-)-

je V respira¢nim fetézci vyuzit pro vyrobu ATP nebo GTP.

Probiha uvnitf mitochondrii.



Mitochondrie je bunécna organela eukaryot. Je obalena dvojitou membranou (vnéjsi a
vnitini). Vnitini membrana je vlnita a vytvari kristy. Diky vychlipeni do vnitiniho prostoru
ma vnitini membrana velky aktivni povrch. Mezi membranami Se nachazi mezimembranovy
prostor vyplnény roztokem s podobnym slozenim jako je v cytosolu bunky (ionty jsou volné
vymeénovany mezi cytosolem a mezimembranovym prostorem).

Mitochondria Structural Features
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V Krebsové cyklu je oxidovan acetyl (CH3COOQO") - ten bunka mize ziskat pomoci znamé
glykolyzy, ale také degradaci mastnych kyselin nebo aminokyselin. Nosicem acetylu je
Koenzym A (CoA). Molekula CoA se sklada z B-merkaptoethylaminu, pantotenové

kyselina (vitamin B;) a 3’-fosfoadenosin difosfatu.
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Acetylova skupina se vaze ke CoA thioseterickou vazbou (ktera se snadnéji hydrolyzuje

nez anhydridova "makroergicka vazba" u ATP). Diky tomu je chemicka reakce vyuzivajici
acetyl-CoA nevratna.



Acetylova skupina je generovana z pyruvatu (glykolyza, rozklad AMK) nebo
rozkladem mastnych kyselin. V glykolyze vznikajici pyruvat je transportovan z cytosolu
do mitochondrii a dekarboxylovan na CH3COO- ve velkém Pyruvat
dehydrogenazového komplexu skladajiciho se ze 3 enzyma.

Komplex se sklada z:
Pyruvat dehydrogenazy (E1)

Dihydrolipoyl transacetylazy (E2)

Dihydrolipoyl dehydrogenazy (E3)

NAD* Coenzyme A
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V prabéhu konverze pyruvatu na acetyl-CoA se generuje jedna molekula NADH/H+ a
uvolni se CO2.



Prvni z enzymt Pyruvat dehydrogenaza (E1), katalyzuje dekarboxylaci pyruvatu.
Kofaktorem reakce je thiaminpyrofosfat, ktery vytvaii novou vazbu s C=0
(karbonylovou) skupinou pyruvatu.

Stabilizace této vazby vede k naruSeni vazeb mezi ke kofaktoru vazanym uhlikem a
karboxylovou skupinou. VVazba se pierusi a do prostoru se uvolni molekula CO2.
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Vznikly acetyl je transportovan na lipoamid, ktery je soucasti E2 (Dihydrolipoyl
transacetylazy) . Tento kofaktor obsahuje thiazolovy kruh (se vzajemnou vaznou mezi
atomy Siry — podobné jako u disulfidickych mustki). Thiazolovy kruh je spojen C

fetezcem kovalentné K proteinu (vazbou pies lysin).
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Béhem prenosu acetylové skupiny dochazi k redukci thiazolového kruhu. Na jeden atom
siry je thioesterovou vazbou navazan acetyl, druhy atom je redukovan protonem.
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Hydroxyethyl-TPP Lipoamide Carbanion of TPP Acetyllipoamide
(ionized form)



Lipoat thioster piesune cast své molekuly do aktivniho mista druhého enzymu
Dihydrolipoyl transacetylazy (E2). Zde dochazi Kk transféru acetylové skupiny na HS-
CoA. Produkt reakce, Acetyl-CoA je z reakce uvolnén a nasledné¢ miize vstoupit do
citratového cyklu.
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Posledni enzym Dihydrolipoyl dehydrogenazy (E3) regeneruje dihydrolipoat, aby mohl byt
opétovné vyuzit. Enzym obsahuje kromé FAD kofaktoru také disulfidicky miastek, oba se

ucastni redoxni reakce. Redukované sulfidy a FAD jsou nasledné¢ oxidovany pfistupujicim
NAD+ na NADH.
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Pyruvat dehydrogenazovy komplex



Pyruvat dehydrogenazovy komplex, hlavné¢ jeji E1 podjednotky, je klicova molekula tidici
energeticky metabolismus bunék. Aktivita enzymu E1 je regulovana fosforylaci — pokud je
fosforylovan, zaporny naboj fosfatu zméni strukturu enzymu a enzym je inaktivni.
Odstranénim fosfatti je enzym opétovné aktivovan.

ATP ADP
Active Inactive
PDH PDH
Phosphatase
P, H,O

Enzym je fosforylovan — Pyruvat dehydrogenaza kinaza (PDK)
a defosforylovan - Pyruvat dehodrogenaza fosfataza (PDP).

V téle existuji 4 razné izoenzymy (proteiny s odlisnou strukturou, ale stejnou katalytickou
aktivitou) — PDK1, PDK2, PDK3, PDK4. Nachazi se v raznych tkanich v rizném mnozstvi.
Lisi se rozdilnou citlivosti kK inhibitortim.



PDK mohou byt inhibovany molekulami, které zna¢i dostatek energie v buiice. Jsou

inhibovany pokud je vysoky pomér ATP/ADP, NADH/NAD+ nebo acetyl-CoA/HS-
CoA..
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Co je dasledkem inhibice E1. Pfi nizké hladiné glukézy v krvi dochazi v jatrech k Stépeni
glykogenu. Pokud je ale glukoza v Krvi snizena dlouhodobé, jaterni buiiky glykogen
vycerpaji a musi nastartovat glukoneogenezi. Glukoza je syntetizovana Z pyruvatu — je
tedy nezadouci, aby se vSechen pyruvat spotfebovaval v citratovém cyklu. Aktivni PDK
Inaktivuje E1 v Pyruvat dehydrogenazoveého komplexu , coz vede k akumulaci pyruvatu a
nastartovani glukoneogenze.
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Ve svalech je situace jina. Blokaci E1 dochazi kK hromadéni pyruvatu a sval zacne

regenerovat NAD+ oxidaci pyruvatu na laktat. Ten je Coriho cyklem vracen zpét do jater,
kde slouzi pro syntézu dalsiho pyruvatu pro glukoneogenezi.

Glucose Availability

Cytosolic Citrate

Fatty Acid
Oxidation

Malonyl CoA

Navic PDK/PDP slouzi jako regulatory metabolismu cukrii a tukti. PDK snizuje produkci
acetyl-CoA. Ten je prekurzorem pro malonyl-CoA (inhibitor oxidace mastnych Kyselin

— proces ve kterém je acetyl-CoA do citratového cyklu generovan rozpadem mastnych
kyselin). Diky tomu sval misto glukozy zacne spotiebovavat tuky.



V nadorovych bunkach je aktivita E1 také inhibovana. Nadorové bunky se ¢asto nachazi v
prostiedi s nizkou koncentraci kysliku a ¢asto mivaji defektni mitochondrie. Mitochondrie se
totiz ucastni apoptotickych procesti a mohou byt pro nadorové bunky fatalni.

Buniky maji velmi aktivni
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Acetyl-CoA je vstupni molekulou citratového cyklu.
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Prvnim krokem cyklu je prenos acetylové skupiny (2C) z Acetyl-CoA na oxalacetat (4C).
Produktem enzymatické reakce katalyzované citrat syntazou je citrat (6C). Reakce probiha
ve dvou krocich. V prvnim dochazi k tvorbé vazby mezi Acetyl-CoA a oxalacetatem.
Meziprodukt je v katalytickém misté enzymu stabilizovan volnymi histidiny. Nasledné
pristoupi molekula vody a dojde k hydrolyze thioesterové vazby a vzniku citratu.
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Citrat syntaza je podobné¢ jako PDK inhibovana
vysokou hladinou ATP, acetyl — CoA a NADH.
Dalsim inhibitorem je sukcinyl-CoA. Tato molekula
vznika Vv naslednych fazich citratového cyklu a ma
velmi podobnou strukturu jako Acetyl-CoA. Enzym
jej nedokaze zpracovat - sukcinyl-CoA je
kompetitivnim inhibitorem.

citrate




Citrat je pak preveden na svij izomer — izocitrat. Izocitrat je snadnéji oxidovatelny
nez citrat. Enzym katalyzujici reakci se nazyva Akonitaza.
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Reakce katalyzuje vyménu OH- skupiny z C2 na C3 uhlik. V prvnim kroku reakce
dochazi k dehydrataci citratu na akonitat (obsahujici dvojnou vazbu). Poté se molekula v

enzymu oto¢i 0 180° a dvojna vazba je napadena molekulou vody. Po hydrolyze vznika
1zocitrat.
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V dalSich fazich cyklu dochazi k dekarboxylacim (odstranénim dvou COZ2 z molekuly) a
navrat 6C kyseliny na 4C. CO2 ale neni odstranén z pravé vstupujiciho acetylu, ale z
molekuly vstupujiciho oxalacetatu. Tak se acetylova skupina po prob¢hnuti jednoho
cyklu stava soucasti molekuly oxalacetatu.

Prechod z C6 na C5

Dalsi krok cyklu katalyzuje izocitrat dehydrogenaza (IDH). Enzym ma tfi podjednotky;,
které jsou allostericky regulované. Pro svoji aktivitu potfebuje pfitomnost Mg?*/Mn?* v
aktivnim misté. Jako kofaktor pfenosu protonil vyuzivaji jak NAD+ (enzymy citratového
cyklu) tak i NADP+ (monomerni izoemzymy pracujici v cytosolu).
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H—C—COO- |
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Izocitrat je v této Casti oxidovan na oxalsukcinat v pritomnosti NAD* (a jeho redukce na
NADH/H+). Nasleduje dekarboxylace na a-ketoglutarat.
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IDH reakce je jednou z ireverzibilnich reakci
citratového cyklu. Je aktivovana svymi substraty
(izocitrat, NAD+, Mn?*), inhibovana produkty a ATP.




Prechod z C5 na C4

Dalsi reakce je katalyzovana komplexem
podobnym Pyruvat dehydrogendzovému
komplexu = o-
ketoglutaratdehydrogenazovym
komplexem.  Komplex  obsahuje 3
podjednotky:

a-ketoglutarat dehydrogenaza

Dihydrolipoyl transacetylazy

Dihydrolipoyl dehydrogenazy
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Mechanismus reakce je podobny pyruvat DH komplexu. Rozdilem je, ze v prvni reakci
dochazi k vazbé a-ketoglutaratu na thiaminpyrofosfat misto pyruvatu. Z molekuly se uvolni

CO, a sukcinyl se ptenese na HS-CoA.

Sukcinyl-CoA.



Naslednou reakci je uvolnéni sukcinatu z sukcynyl-CoA. Reverzibilni reakce
katalyzovana sukcinyl-CoA syntetazou umoziuje vznik dalsi makroergické vazby mezi
GDP (ADP) a Pi. Jako jedina reakce citratového cyklu ptfimo produkuje GTP (ATP).
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Sukcinyl-CoA syntetaza ma dvé izoformy s rozdilnou specificitou vic¢i GDP nebo ADP.
Utilizace dané makroergické molekuly je spojena s tim, v jaké buice je enzym
produkovan. Tkan¢ zapojené v anabolickém mechanismu (jatra, ledviny) generuji GTP, v
katabolickém (svaly, mozek, srdce) zase ATP.



Mechanismus katalyzy se sklada ze tfi krokt. V prvni fazi dojde ke Sté€peni thioesterové
vazby pristupujicim fosfatem. Fosfat se navaze na sukcinyl a vznika sukcinylfosfat. Nasledn¢
je fosfatova skupina odstranéna histidinem v katalytickém centru enzymu. Uvolni se
sukcinat. Nasledné¢ GDP prebira fosfat z histinu.

Succinyl CoA O

. o .
CoA e A Succinate

(\3 CoA




V dalsim kroku je sukcinat oxidovan na fumarat za ptitomnosti FAD kofaktoru v sukcinyl
dehydrogenaze. Kofaktorem reakce je FAD, ktery je redukovan na FADH2.

CO0™ FAD FADH,

n €00
H—C—H

H—C—H Succinate
Dehydrogenase -00C

CO0O~
Succinate Fumarate

Enzym je kompetitivné inhibovan molekulami z pozdéjsich fazich cyklu -
malatem a oxalacetatem.



Sukcinyl dehydrogenaza jako
jediny z enzymu se nachazi na
vnitrni membrané
mitochondrie. To proto, Ze
tento enzymaticky komplex se
ucastni jak citratového cyklu
tak I respiracniho fetézce.

Umisténi umoziuje transport
elektronti uvolnénych oxidaci
sukcinatu putovat pies dalsi
kofaktory do
mezimembranového prostoru
— zde jsou vyuzity pro redukci
ubichinonu (koenzym Q10)
na ubichinol.
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Fumarat je v dalsi fazi cyklu hydratovan na L-malat. Reakce je katalyzovana
Fumarazou. Enzym ma 2 isoformy: cytosolickou a mitochondridlni (cytosolicka
katalyzuje reakce spojené s metabolismem aminokyselin). Mitochondrialni forma obsahuje
navic kratky peptidicky usek, ktery slouzi jako signal pro jeho transport do mitochondrii.
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Posledni ¢ast cyklu je regenerace vstupni molekuly — oxalacetatu. Malat je oxidovan na
oxalacetat pomoci Malat dehydrogenazy. Béhem reakce dochazi k redukci NAD+ na
NADH/H+. Podobn¢ Jako piedchozi enzym,ma dvé isoformy — cytosolickou a
mitochondrialni. Cytosolicka se ucastni glukoneogeneze.

COO0" NaD* NADH + H* cO0
HO—C—H \ / 0=C
CH " CH,
malate
COO dehydrogenase COO
.-Malate Oxaloacetate

Enzym je inhibovan vysokou koncentraci oxalacetatu. Zajimava je jeho inhibice citratem do
allosterického mista enzymu — pfi nizké hladiné NAD+ a malatu je inhibi¢ni, pfi vysoké
naopak aktivacni.



Oxalacetat opctovné vstupuje jako substrat do dalsiho cyklu.
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V jedné otacce citratového cyklu je vyprodukovana 1 molekula GDP (ATP), 3 NADH/H+,
1 FADH, a 2 CO,. Z jedné molekuly glukézy je produkce dvojnasobnd, protoze z jedné
glukozy vnikaji dva acetyl-CoA.

Acetyl CoA
3 NAD* —> \ —> 3 NADH+H* |
— To oxidative phosphorylation
1 FAD —> Krebs —> 1 FADH,
t cycle
3 H20 —3» /—> 2 C02

1ADP +1P,—>  ~__ &~ ——> 1 ATP
(a)

(b) Overall reaction: acetyl CoA + 3 NAD* + FAD + ADP + P;+ 3 H,0 —>
2 CO, + 3 NADH + 3 H* + FADH, + ATP + CoA
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Draha je primarn¢ regulovana vzajemnou koncentraci substratii a produktti enzymatickych
reakci v bunice. Pokud by nebyla regulovana, dochazelo by k plytvani energie diky
nadprodukci NADH a ATP. Snizené mnozstvi ADP zptsobuje akumulaci NADH. Jak klesa
hladina NAD+, dochazi k inhibici aktivit vSech dehydrogenaz (a citrat syntazy).

Dalsim regulatorem je hladina Ca®*, ktery aktivuje PDP(pyruvate dehyrogenase
phosphatase a nasledné pyruvat dehydrogenazu), tak i dalsi dehydrogenazy.

Citrat vznikajici v cyklu slouzi jako zpétny regulacni krok. Dostava se do cytosolu, kde
Inhibuje enzym glykolyzy — fosfofruktokinazu a brani pfiliSné akumulaci pyruvatu.

High [ATP]
High [AMP] High [citrate]

ot o

Phosphofructo-

Fructose kingse-1 Fructose
Glucose —> —> 6-phosphate i 1,6-bisphosphate --->To pyruvate
ATP ADP
ATP

. ® Phospho-
Insulin fructokinase-2

ADP Fructose
2,6-bisphosphate



Rychlost citratového cyklu je ovliviiovana predevsim potifebou ATP (energie) v bunice, nabidkou
vychozich substratti (oxalacetatu a acetyl-CoA) a také aktivitou klicovych enzymii.

Pokud se aktivuje proces glykolyzy nebo oxidace mastnych kyselin, dochazi 1 k aktivaci citratového
cyklu. Velkou roli hraje i obsah NADH.

Soucasné je nutno mit na zfeteli izkou provazanost s regulaci aktivity pyruvatdehydrogenazy (9).
Prvnim regulacnim mistem je kondenzace oxalacetatu s acetyl-CoA. ATP vystupuje v roli
allosterického inhibitoru enzymu citratsyntazy (1) a jeho ucinek spociva ve zvyseni hodnoty KM pro
acetyl-CoA. Se zvysujici se koncentraci ATP se snizuje afinita enzymu k acetyl-CoA, coz v dusledku
vede ke sniZzeni produkce citratu.

pyruvat

/ acetyl- CoA
NADH

acetyl-CoA

oxalacetat

maldt citrat

K izocitrat
‘Qﬁ \  ADP

sukcinyl-CoA ¥ ATP
'\: 2-oxoglutarat v NADH

sukcinyl-CoA N\
NADH N




»,NejpomalejSim* enzymem cyklu je izocitratdehydrogenaza (3), jejiz aktivita klesa se
zvySujicim se pomérem ATP/ADP. Vysoka koncentrace ATP zpusobi inhibici tohoto enzymu,
nasledné se zaCne zvySovat koncentrace citratu, ktery se pak pfenasi pres mitochondrialni
membranu do cytosolu buniky. Zde za¢ne inhibi¢né piusobit na aktivitu fosfofruktokinazy.
Dochazi ke sniZeni rychlosti glykolyzy a v kone¢ném dusledku ke sniZeni produkce pyruvatu
(a tim 1 oxalacetatu ptipadné acetyl-CoA). Tento reak¢ni krok je druhym regulacnim mistem
cyklu.
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/ acetyl- CoA
NADH

acetyl-CoA

oxalacetat
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b
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. \ ADP
sukcinyl-CoA ?S / ATP
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Molekuly vznikajici v citratovém cyklu jsou soucasti dalSich metabolitickych drah.

Acetyl-CoA se nemuze transportovat ven z mitochondrii. V cytosolu je ziskavan z
mitochondrialniho citratu, pro ktery ma mitochondrie transportni protein. V cytosolu je
citrat rozlozen na oxalacetat a acetyl-CoA (opacna reakce Kk citratovém cyklu). Poté slouzi
k syntéze masnych Kyselin a cholesterolu.

a-ketoglutarat — prekurzor pro syntézu nékterych aminokyselin, které jsou navic potfeba
pro syntézu nukleotidu.

Oxalacetat — prekurzor pro aspartat a glukozu v glukoneogenezi.

sukcinyl-CoA — syntéza porfirinového kruhu (hem)

Pyruvate
Other N
amino acids, N
purines, y Acetyl CoA
pyrimidines / \
\ Oxaloacetate .
Aspartate 4% Citrate
’ Fatty acids,
A sterols
‘;‘ /
/
% / Purines:
Succinyl w-Ketoglutarate f
CoA
& = 3 Other

Porphyrins, amino acids

! Glutamate
heme, chiorphyil



Citratovy cyklus slouzi k aerobni regeneraci NAD+ pottebné pro enzymy glykolyzy.
Oxidativni regenerace NAD+ ma vyhodu v tom, Ze je redoxni potencial nepiimo
transportovan do mitochondrii, kde je vyuzit pro tvorbu ATP Vv respiracnim fetézci. Tohoto

pfenosu se tcastni malat-aspartatovy cliinek.
Metabolicka draha se sklada ze 4 proteinii -
Enzym Malat dehydrogenazy a Aspartat aminotransferazy (obé maji cytosolické a

mitochondrialni  isoformy) a dvou transportnich  proteini —  antiportéri
(Malat-a-ketoglutaratovy antiportér a Glutamat-Aspartat antiportér).

NAD*
NADH %_ Oxaloacetate XGlutamate ﬁ
Malate a-Ketoglutarate Aspartate(—\
Cytoplasm

Matrix Y a-Ketoglutarate Aspartate
Malate )(
N AD.rF Oxaloacetate Glutamateb/

NADH



Transportér Cili prenaseC je bézny vyraz pro membranovy protein, umoznujici
specificky transport solutu (rozpusténa latka) iontového I neiontového charakteru,
kdy se bud’ neuplatiuje zdroj energie (zprostfedkovana difuze), nebo je zdrojem
elektrochemicky potencial né¢jakého kationtu (sekundarni aktivni transport), nebo
n¢jaka exergonicka chemicka nebo fotochemickd reakce (primarni aktivni
transport).

Na rozdil od kanalii je pfenaseC orientovan svym vazebnym mistem stiidavé na
jednu a na druhou stranu membrany.

Exportér je prenasec, ktery funguje ve sméru z bunky do vn¢jsiho prostiedi.
Importér je prenaseC, ktery funguje ve sméru z vnéjsiho prostiedi do bunky.
Uniportér je prenase¢ transportujici jedinou molekulu nebo ion.

Antiportér je prenasec, transportujici dva (vyjimec¢né tfi) ionty v opa¢ném smeéru
pies membranu.

Symportér je pienaseC transportujici dva soluty tymz smérem, piicemz alespon
jeden z nich je elektricky nabity.

Uniporter Synporter Antiporter

A A B A




V cytosolu v pritomnosti NADH oxidovan oxalacetat na malat. Z reakce se uvolni NAD+,
ktery je opétovné vyuzit V jinych reakcich. Malat vstupuje do Malat-a-ketoglutaratového
antiportéru. Molekuly malatu vstupuje z mezimembranového prostoru mitochondrie do
matrix, naopak Z matrix je vypusténa molekula

a-ketoglutaratu. V matrix je malat oxidovan na oxalacetat za redukce NAD+ na
NADH/H+.
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Oxalacetat nemuze byt transportovan pres mitochondridlni membrany. Proto se na
oxalacetat mize byt nasledn¢ vazana aminoskupina pomoci aspartat aminotransferazy a
vznika a-ketoglutarat. Aminoskupina je transportovana z aminokyseliny glutamatu.

Druhy antiportér, Glutamat-Aspartat antiportér, pfenese aspartat ven z matrix a pfinese
molekulu glutamatu. Nasledné je aspartait deaminovan na oxalacetat. Aminoskupina je
pienesena na a-ketoglutarat a dochazi k regeneraci posledni molekuly ¢linku, glutamatu.
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