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Tri faze metabolismu

I. Faze
v’ Probiha v zaZivacim traktu
v Hydrolytické stépeni velkych molekul na jejich zakladni jednotky
v’ Reakce katalyzuji hydrolytické enzymy
v Vytézek ATP je nulovy

[1. Faze

v’ Probih4 uvnitf bunék v riiznych tkanich v mtch/cytosolu

v’ Intracelularni enzymy - vétSinou dehydrogenazy

v’ Typickym produktem je AcCoA

v’ Produkce ATP je mala - substratova fosforylace béhem glykolyzy
v’ Produkce redukovanych kofaktorti NADH a FADH,

[1I. Faze
v’ Nejvétsi zisk ATP
v’ Citratovy cyklus, DR a aerobni fosforylace
v' Probiha v mitochondriich



Particules d'ATP Synthase

Mitochondrie

v 'Vnéjs$i membrana:
v' dobfe propustna pro vétSinu molekul
v' obsahuje bilkovinu porin, ktera tvoii propustné pory

v/ Vnitfni membrana:
v' velmi nepropustnd
v" obsahuje Fadu bilkovinnych transportért a enzymy a kofaktory dychaciho retézce
v' ATP-4za syntetizujici ATP

v’ Mezimembranovy prostor
v’ Protonovy gradient (protonmotivni sila, ktera mtze byt vyuzita k tvorbé ATP)

v’ Matrix:
v’ Gelovity charakter
v’ Citratovy cyklus
v’ B-oxidace
v’ Replikace DNA
v’ Proteosyntéza (13 proteint dychaciho retézce a oxidac¢ni fosforylace)
v’ Jatra - ¢ast mocovinového cyklu, nékteré transaminace, oxida¢ni dekarboxylace pyruvatu, ...

v kl\)/l,%ic{ochondrié\lni DNA - cirkularni, méné neZ 1 % bunécné DNA, celkem 37 genfi, kéduje pouze 13
ilkovin

. Cristae
Ribosome %

Granules

Membrane interne
Membrane externe



Citratovy cyklus

v’ Krebsuv cyklus
4
v'Hans Adolf Krebs ' 4
v' Ve 30. letech 20. stoleti sledoval na holubici svalové tkani, jak a zda se ziviny spaluji
na CO,

v Napadlo ho, Ze by se OA mohl regenerovat vazbou na néjaky produkt pfemény Zivin a
kondenzovat na citrat

v' 1937 publikoval teorii o této pfeméné
v 1953 byla Krebsovi udélena Nobelova cena za fyziologii a medicinu

v Citratovym cyklem a naslednym dychacim fetézcem se produkuje asi
98 % v organismu vyuzitelné energie.



Citratovy cyklus

v'Série enzymové katalyzovanych reakci
v'Konecna draha oxidace Zivin = katabolicka draha AcCoA
v'Oba atomy C v AcCoA jsou zoxidovany na 2 CO,

v'Pritom se uvolni 8 H* ve formé:
v'3 NADH + H*
vl FADH,
v’ po reoxidaci NADH a FADH, v dychacim tetézci = energie (ATP)

v'Vznik 1 molekuly GTP

v'Lokalizace:
v'Matrix mitochondrie



Sumarni rovnice citratového cyklu

CH,CO-SCoA + 3H,0 + GDP + P, 2 CO, + 8H* + CoA-SH + GTP

Produkt CC Jeho dalsi osud

Co, Odstranén vydychanim
8 H* Vazba na kofaktory NADH a FADH,
CoASH Uvolnéni a vstup do dalSich reakci

GTP Primy zisk energie
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Vznik AcCoA v matrix mitochondrie

v'Oxidacni dekarboxylace pyruvatu z glc a AK
v'-oxidace MK

v'Katabolismus nékterych AK (Thr, Trp, Lys, Leu, Ile)
v'Extrahepatalni utilizace KL
v'Katabolismus ethanolu



Vyznam citratoveho cyklu

e

Katabolicky charakter =~ Anabolicky charakter

celkova oxidace uhlikatych zdroj sloucenin (prekursortii) pro
sloucenin biosyntetické reakce
C = CO, meziprodukty CC = synteticke reakce

H = redukovane koenzymy
energie
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Energeticka bilance CC

Vznik v CC Ekvivalent ATP (DR)
1 x GTP 1
3 x NADH + H* 9
1 x FADH, 2

Celkem 12 ATP
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Obecne vlivy na regulaci citratového cyklu

v" Energeticky stav bunky rozhoduje o pribéhu CC
v" CC probiha jen za pritomnosti kysliku
v Pokud ma bunka dostatek energie, tak je CC zpomalen

v ATP/ADP >1
= ATP a NADH piisobi jako inhibitory CC
v NADH+H*/NAD*> 1

v Allostericka inhibice

v Inhibice produktem
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Které reakce citratového cyklu jsou:

BNevratné

BUrcuji rychlost CC
BAllostericky inhibovany NADH
BAllostericky inhibovany ATP
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REGULACE CC

\

| 14
oxaloacetat

\
\

malat

\
\
\
\
\
}
}
1
1
I
I
I
1
1
1

., \
citrat )

‘\
\
\
1
\
\
A \
fumarat \‘
I cis-akonitat ;
:

1

1

1

& ’
sukcinat \\@iIZOCIEI_‘E_It_ _______

Ca* NAD*
X
\ » R :
\ @ J4 R
@ 2-oxoglutarat >
/ \
Ca2+
n



2Cim je limitovan priibéh CC v buiice, ktera nema dostate¢ny pfisun
kysliku?

€]akym zpusobem je metabolizovan AcCoA v hepatocytech pokud je
ho nadbytek a soucasné:

€ bunka ma dostatek ATP?

€ bunka ma nedostatek OA?



Katabolické déje - vstupy do CC
glukosa

l

Ala, Cys, Gly, Ser,-Tgyrdvat mastne kyseliny

/ Leu, lle (pfimo)

acetyl-GoeA

3
Phe, Tyr, Lys, Trp

ggrﬁ’éggrmo NaN 2-oxoglufagatGlu, Gin

SR LSRR B LR SR SN

syntéza purin(i (Asp) |HC| u C|ny|-COA
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Anabolicke déje - vystupy z CC

dksa
fosfoenolpyruvat MK, steroidy
‘ acetylCoA

Bwljr%{mﬁy— aspartat — oxalace

2-oxoglutaratglutal
] sbérac .
pyruvat + NADPRGKkeinyl-Cc s#ninoskupin)

|

Intermediaty odCerpané na biosyntézy jsou porfyriny hem
doplnény anaplerotickymi reakcemi ’
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Dychaci retezec

v' Vnitfni mitochondrialni membrana

v Systém (kaskada, fetéz) oxidoredukénich enzymi s kofaktory @ © ® ® o
v’ enzymové komplexy [-1V e
v' dva pohyblivé prenasece (koenzym Q, cyt c) e 4
v' Kofaktory: cytochromy —:g,k
v" ubichinon (koenzym Q) a
v FMN,FAD e

v" bilkoviny s nehemovym Zelezem a sirou

|| 5
HC—CQO

v Konecna faze premény vodiku z Zivin
v' SpraZzeni dychaciho retézce s aerobni fosforylaci (tvorba ATP)

19



DR je soustava redoxnich déju ve vnitfni mitochondrialni membrané, ktera zacina

oxidaci NADH a konci redukci O, na vodu.

ATP

ADP + P,

Matrix (negativni)

") [ 11 | LA
Helslals l-f-l-\.-lh'--;:llu-:_r!l_l—'--‘-"\- VL)J:-_-.._I._.___ N .,]_.....J:l
MMP itivni
H* H* 1 o+ v H*l H* H* , H* H* g+ *+4 (pozitivni)
H* H* H* H* H* H" g+ g+ g

H+

v" Transfer elektronti ve vnitini mitochondrialni membrané je spojen s transferem protont
pres membranu do mezimembranového prostoru.

v" Protonovy gradient je vyuzit na syntézu ATP.
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DN NI NI NN

Vnitrni mitochondrialni membrana (VMM)

Kristy

Semipermeabilni

Neni propustna pro ionty
Neni propustna pro protony !
Obsahuje enzymové komplexy dychaciho retézce, kofaktory
Obsahuje transportni proteiny
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Aerobni fosforylace je dusledek
reoxidace redukovanych kofaktori v DR

ZIVH}Y dehydrogenace | CO, + redukované kofaktory
(redukované formy C) dekarboxylace (NADH+H*, FADH,)
’ 2

0,

reoxidace v DR

Protonovy gradient + H,O

!

ADP + P, —> ATP

22



Kofaktory DR

v'Cytochromy

v'Ubichinon (koenzym Q) T oo CHa

| CHa
|
CH30 CH,-CH=C—CHg)H

v'FMN, FAD

v'Bilkoviny s nehemovym Zelezem a sirou cps s

H
T
E:J\‘N/ CHy II\N/ \}' P Fe/ 1 S/ LYS
g o o J
I_'Ijlll_cl_::l!_':I I Cys - | /Fe_,7s ‘“,’
OH OH OH ©H —
H OH

23



Schématicky pribéh DR

v NADH, FADH, (redukované kofaktory) =»oxidace enzymy DR (komplexy I-1V)

v' vstup do DR
v’ postupny transport ..............
v" reakce s kyslikem za vzniku vody

v Uvolnéna energie se uchovava se ve formé ATP

Redukované 0 H.O
kofaktory 2
\ ADP+P.,

éTP

matrix

DAy K

vhitrni
mitochondrialni
membrana

ENERGIE" J

mezimembranovy
prostor
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Co rozhoduje o sledu prenase&t v DR?

v'Hodnoty elektronového potencialu jednotlivych ox/redox part
v'Redukeni ekvivalenty (H/e-) se pienaseji ve sméru stoupajiciho

(pozitivnéjsiho) redox potenialu

Redoxni pary v dychacim retézci E°" (V)
NAD"+2H"+2 ¢ — NADH + H* —0,320
FAD +2 H*+2 ¢ — FADH, a

FMN +2 H* +2 ¢ = FMNH, a

2 cytochrom b (Fe3™) + 2 ¢~ = 2 cytochrom b (Fe?*) +0,030
ubichinon + 2 H* + 2 ¢~ — ubichinol +0,100
2 cytochrom ¢ (Fe**) + 2 ¢~ — 2 cytochrom ¢ (Fe?*) +0,235
2 cytochrom a, (Fe**) + 2 e~ = 2 cytochrom a, (Fe?*) | +0,385
»0,+2H"+2e¢ = H,0 +0,816

aFlavoproteiny maji velmi variabilni hodnotu E*’,
v zavislosti na bilkovinné ¢asti (0,003 - 0,091 V).

2H —» NAD*— FMN — FeS — CoQ— cytb— cytc, — cytc

substratu 1

EO

-0,320V

-0,080 V

)
FAD -0,040V

T
2 H

substratu 2

+0,215V

— cyta+a;

OZ
+0,816 V



Zdroje redukovanych kofaktoru

citratovy cyklus (isocitrat, 2-oxoglutarat, malat),

NADH B-oxidace MK (B-hydroxyacyl-CoA),

(matrix) oxida¢ni dekarboxylace pyruvatu,
dehydrogenace ketolatky (B-hydroxybutyrat),
dehydrogenacni deaminace glutamatu

NADH glykolyza (dehydrogenace glyceraldehyd-3-P),

(cytosol) glukoneogeneze (dehydrogenace laktatu na pyruvat)
dehydrogenace ethanolu (na acetaldehyd)

FADH, B-oxidace mastnych kyselin (dehydrogenace alkanoyl-CoA)

(matrix) citratovy cyklus (dehydrogenace sukcinatu)

Transport NADH z cytosolu do matrix

v" NADH vznikajici v cytoplazmé musi byt transportovan do matrix
vnitini mitochondrialni membrana neni volné propustna

dva prenasSecové mechanismy (Clunky)

aspartat/malatovy (univerzalni)

N X X

glycerolfosfatovy (mozek, sval)
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Sbérna mista pro redukcni ekvivalenty

pyruvat, CC, ketolatky

acyl-Co CoA
NADF+H o kcinal o
‘W umara xidace
enoyl-CoA
matrix
O i
cytoplazma k

glycerol-P DHAP 27



Katabolické dé€je

Redukov;mé kofaktogy

“ ADP+P,
NAD* FAD
‘ \ H,O
2
NADH+H* FADH, 4O, 42
matrix \
vnitini ‘ ( ‘
mitochondridlnff =~ eceeeee C il P —
membrana |
n H'

Protonovy gradient
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V DR se ttikrat prevadéji protony do mezimembranového prostoru

v'mezi vnitini a vnéjsi stranou VMM se vytvori protonovy gradient

v'jeho vybiti je spojeno s uvolnénim energie (protonmotivni sila), ktera
ma dve slozky:

v elektricka slozka = rozdil membranovych potenciald

v" koncentracni slozka = rozdil pH

Vyuziti protonmotivni sily
v' Syntéza ATP aerobni fosforylaci

v' Teplo (zejména hnéda tukova tkan, thermogenin vytvaii protonovy kanal ve VMM)
v' Aktivni transport metabolitd pres VMM
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Syntéza ATP aerobni fosforylaci

ADP + P. ATP

ATP-synthasa

QQ 0
*0‘5

) 2

Protonovy gradient He H*
Protonmotivni sila

+ H +

pe BT Hee
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ATP-synthasa ma tri Casti

v'vSechny slozené z podjednotek

connecting
section

v'F_ prochazi membranou, kanal pro H*, prstenec z nékolika .. cccoccocf

F, segment

podjednotek C, které pri pruchodu H* rotuji *d____-,b_i-_;-h.éuh
v'spojujici y podjednotka také rotuje

v'F, (v matrix) ma tfi a a tfi f podjednotky, na ni probiha syntéza

ATP, nerotuje

31



Vodik preneseny do dychaciho fetézce

Prenos na vneéjsi stranu Prenos pres enzymy DR
membrany v membrane

l l

prenos ve tfech komplexech DR termindalni akceptor

U 1
protonovy gradient o,

l

vybiti gradientu vede ke
vzniku energie

ENERGIE vyuzita
Kk synteze ATP (,konzerva“ energie)
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Rozpojovace

v' DR a fosforylace jsou za normalnich podminek tésné spojeny jako dtisledek

nepropustnosti VMM pro H*

v' Jedina cesta pro H* zpét do matrix je pres F, cast ATP-syntasy

v' Nékteré latky mohou vybit protonovy gradient bez zisku chemické energie
(ATP) - rozpoji DR od aerobnfi fosforylace

v" Uvolni se pouze teplo

v' DR probihd bez prerusent

v' Aerobni fosforylace neprobiha = netvoii se ATP
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Rozpojovace

teplo

rozpojovac
= kanal pro H*

A:Tj’//ATP Sy!




2,4-Dinitrofenol QNQCH
NO

v' Pravy rozpojovac

v' Otrava: zvysSena télesna teplota, horecka, poceni, zrychleny dech

v Smrtelna davka kolem 1 g

v 1920-1930 se uzival v davce 2,5 mg/kg jako ,zazracny“ prostiedek

na hubnuti

v Podobné puisobi pikrova kyselina
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Thermogenin (uncoupling protein 1, UCP1) je
fyziologicky rozpojovac
v' Specialni bilkovina s kanalem pro H*
v Vyskytuje se v hnédé tukové tkani (bunky maji vice mitochondrii)

v/ Probih4 DR, tvofi se H* gradient, thermogenin vybiji gradient na

teplo, netvori se ATP

v Novorozenci, hibernujici zvirata (zimni spaci)
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Inhibitory DR

v' rotenon, barbital (I)
v malonat (II)

v" antimycin A (III)

v" dimerkaprol (III)

v CO, CN", SH-, N, (IV)

v" oligomycin
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Stechiometrie vzniku ATP

prenos 2 ez NADH ............ 3 ATP

prenos 2 e z flavoproteint ....... 2 ATP

Vav/

transfer 2 ez NADH na %2 O, .... 2.5 ATP
transfer 2 e-z FADH, na %2 O, .... 1.5 ATP

Rychlost DR + aerobni fosforylace zavisi na dostupnosti
0,, substratd (hlavné NADH, ADP), kapacité DR

Limitujici faktory:

a) vKklidu - dostupnost ADP + kapacita DR

b) pri fyzickém vykonu - prisun O, do matrix
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Energeticka bilance citratového cyklu

Primy zisk v CC Zisk energie v DR

Celkem na 1 acetylCoA
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Dva zpusoby vzniku ATP

Substratova fosforylace

v ATP vznika pri konverzi
makroergnich
meziproduktui pri
metabolismu zZivin

v" sukcinyl-CoA (CC)

v' 1,3-bisfosfoglycerat
(glykolyza)

v’ fosfoenolpyruvat
(glykolyza)

Aerobni fosforylace

v/ navazuje na DR

v' na syntézu ATP se
vyuzije protonmotivni
sila
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In vitro @
,ANORGANICKE

SPALOVANI“

Oxidace sacharidu = CO, + H,0

v Energie uvolnéna jako teplo

v’ 7Z4dna energie neni uloZzena

In vivo

BIOCHEMICKE
SPALOVANI“

Biochemické oxidace
,Bunécné dychani“

Oxidace sacharidu = CO, + H,0

Oxidace v postupnych krocich

v" Energie je uloZena v makroergnich
sloucCeninach

v" Energie je dostupna pro pozdéjsi
vyuziti
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