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UvoDb DO UCEBNYCH TEXTOV Z BIOENERGETIKY

Predkladany vysokoskolsky ucCebny text ,Bioenergetika® by mal sluzit ako uvod do problematiky Studia v oblasti bioenergetiky. Tato vedna oblast je v
sucasnosti vysoko aktualna, pretoze vysledky ziskané bioenergetickym vyskumom v uplynulych rokoch zretefne ukazuju, ze bioenergetické procesy
prebiehajuce v Zivych systémoch nesluZia “len” na transformaciu energie, ale ovplyvnuju aj priebeh procesov ako su apoptdza, starnutie, vznik a rozvoj
mnohych ochoreni (predovSetkym neurodegenerativnych). Tieto skuto¢nosti jednoznacne naznacuju potrebu existencie kvalithych u€ebnych textov, ktoré by
prijatelnym spésobom umoznili Studentom ziskat' potrebné informacie a vedomosti v tejto vednej discipline. Z vyssie uvedenych doévodov sme sa rozhodli
vytvorit' tieto u€ebné texty, ktoré su vo forme desiatich samostatnych kapitol, ktoré vSak na seba prirodzene a logicky nadvazuju. Jedna kapitola predstavuje
v podstate jednu prednasku v ramci kurzu Bioenergetiky, ktory je realizovany na Prirodovedeckej fakulte Univerzity Pavla Jozefa Safarika v KoSiciach na
magisterskom a doktorandskom stupni Studijného programu ,Biofyzika“. Zaroven tieto texty mézu posluzit aj pri vyucbe v Studijnom predmete Biochémia,
ktory je prednasany v bakalarskych a magisterskych stupnioch studijnych programov “Biochémia” resp. “Biofyzika”. Dovolujeme si vyjadrit presvedcCenie, ze
tieto uCebné texty by mohli byt istym spésobom napomocné aj vedeckym pracovnikom pracujucim v oblasti vyskumu tykajucho sa problematiky transformaci
energie v biologickych organizmoch a fenoménoch spojenych s touto transformaciou.

V tychto uCebnych textoch su postupne uvadzané poznatky tykajuce sa zakladnych konceptov bioenergetiky, mechanizmov procesov ako su glykolyza a
Krebsov cyklus (okrem podrobného a uceleného popis tychto procesov je tu uvedeny aj vSeobecny nahfad o prepojenosti tychto procesov ako aj ich
zacClenenie do kompaktného pohlfadu na celkovy proces transformacie energie v biologickych organizmoch), zlozenia Struktury a funkénosti biologickych
membran (tato oblast je nevyhnutna pre lepSie pochopenie poznatkov, ktoré su uvedené v nasledujucich kapitolach). V nasledujucich troch kapitolach sa
uCebny text zaobera popisom Struktury a funkcie mitochondrii, priCom velky dbéraz je davany na popis vlastnosti a mechanizmov fungovania Styroch
komplexov dychacieho retazca a ATP-syntazy. Tieto komplexy vytvaraju podmienky pre existenciu “najdélezitejSieho” bioenergetického procesu, oxidativnej
fosforylaie. V zavereCnych dvoch kapitolach su uvedené mechanizmy procesov vytvarajucich fotosynézu, jej svetlej aj tmavej fazy. Su tu relevantné
informacie o tomto “druhom” najdoélezitejSom bioenergetickom procese prebiehajucom v mnohych biologickych organizmoch a poskytujicom moznost
transformacie enrgie elektromagnetického Ziarenia na energiu “ukrytu” v chemickych vazbach ur€itych chmickych molekul.

Na zaver tohto uvodu chceme vyjadrit naSe presvedCenie, Zze predlozené ucebné texty “Bioenergetika” budu dobrym “pomocnikom a inSpiratorom” pre

mnohych Studentov, ktori sa budu chciet dozvediet Co najviac o fascinujucich Strukturach a mechanizmoch umozniujucich transformaciu energie v Zivych
systémoch, bez ktorej by nebola mozna existencia zivota ako ho pozname. Zelame prijemné a podnetné Citanie a Studium.

Daniel Jancura a Erik Sedlak



Zakladneé koncepty bioenergetiky a dizajnh metabolizmu
1

Metabolizmus
Zakladné pojmy a definicie
Adenozintrifosfat, ATP
Energetickeé spriahnutie (coupling)
Rovnovazna konstanta



BIOENERGETIKA

Bioenergetika je vedna disciplina zaoberajuca sa premenami energie v zivych systémoch. Zahrna studium
transformacie energie v zivych organizmoch a studium réznych bunkovych procesov, ako je bunkové dychanie,
fotosyntéza a mnohych dalSich metabolickych a enzymatickych procesov, ktoré vedu k transformacii a vyuzivaniu
energie. Cielom bioenergetiky je popisat ako zivé organizmy ziskavaju a transformuju energiu na vykonavanie
biologickych procesov.

Stadium metabolickych ciest je preto pre bioenergetiku nevyhnutné.
Pre zivé systémy pozname dva primarne zdroje energie:

 Energia ziskavana zo svetelného ziarenia v procese fotosyntezy,
 Energia ziskavana oxidaciou organickych molekul v procese oxidativnej fosforylacie.



NOSITELIA NOBELOVYCH CIEN ZA BIOENERGETICKY VYSKUM

1978 Peter Mitchell (britsky biochemik 1920-1992)
za formulaciu chemiosmotickej tedrie

1988 Johann Deisenhoffer (nemecky biochemik 1943)
Robert Hubert (nemecky biochemik 1937)
Hartmunt Michel (nemecky chemik 1948)

1997 John Walker (britsky chemik 1941)
Paul Boyer (americky biochemik 1918-2018)
Jens Skou (dansky chemik 1918-2018)

za objasnenie enzymoveho mechanizmu syntézy adenozintrifosfatu



VSEOBECNE PRINCIPY METABOLIZMU

V' kazdej bunke prebiehaju stovky chemickych
reakcii. Spolu tvoria latkovu vymenu -
metabolizmus.

Zucastneneé zluceniny sa oznacuju ako metabolity.

Pritomnost’ Specifickych enzymov umozniuje vznik
usporiadanych sledov reakcii, tzv. metabolickych
drah.

Mnoho metabolickych drah je spolocnych pre
vacsinu buniek a organizmov. Tieto drahy, ktoré
sluzia pri tvorbe, odburavani a premene dolezitych
metabolitov a k uchovaniu energie, oznacujeme ako
intermediarny metabolizmus.

Metabolizmus je tvoreny suvisiacou sériou chemickych reakcli,
ktoré sa zacCinaju s konkrétnou molekulou a prevedu ju na inu
molekulu alebo molekuly Specificky definovanym spésobom.

N\

(" CH,OH
0

{ OH
HO\—/OH |
OH

\__ Glucose

v

10 steps

4 N

c 0 c CoA

C
15 | Acetyl CoA

1

p—o
»—-T—o- -9

At




VSEOBECNE PRINCIPY METABOLIZMU

1. Molekuly predstavujuce zdroje energie sa odburavaju a velké molekuly sa konstruuju krok za krokom v rade
prepojenych reakcii nazyvanych metabolické drahy.

2. Energeticka mena spolocna pre vsetky formy zivota, adenozintrifosfat (ATP), spaja drahy uvolnujuce energiu s
drahami vyzadujucimi energiu.

3. Oxidacia uhlik obsahujucich molekul predstavujucich zdroj energie podporuje tvorbu ATP.

4. Aj ked existuje vela metabolickych ciest, obmedzeny pocet typov reakcii a konkrétnych medziprodukov je spolo€ny
pre mnohé metabolické drahy.

5. Metabolické drahy su strikine regulovane.

Zivé organizmy vyzadujl neustaly prisun energie pre tri hlavné Ggely:

(1) Vykonavanie mechanickej prace pri kontrakcii svalov a bunkové pohyby.
(2) Aktivny transport molekul a ionov.
(3) Syntéza makromolekul a inych biomolekul z jednoduchych prekurzorov.



VSEOBECNE PRINCIPY METABOLIZMU

Sposoby ziskavania energie a vyzivy
Bunky potrebuju k zivotu organické a anorganické latky a energiu. V sucasnosti existujuce organizmy mozeme rozdelit do
vacsich skupin podla spdsobu akym pokryvaju zakladné energetické a metablicke potreby.

Hlavnymi kritériami su:

(i) Zdroj energie (energia ziarenia alebo chemicka energia),

(ii) Zdroj elektrénov potrebnych pre uchovavanie energie v podobe ATP,
(if) Povod uhlikovych atomov (organické zluceniny alebo CO.,).

Organizmy, ktoré dokazu z CO, vyrabat organické zluCeniny sa nazyvaju autotrofné (,sami seba ziviace®). Do tejto skupiny
patria rastliny a mnoho mikroorganizmov (napr. zelené rastliny pokryvaju svoju energeticku potrebu slneCnym ziarenim a
ako zdroj elektronov pouzivaju vodu. Oznacuju sa teda ako fotolitoautrofné (pozri nasledujuci obrazok).

Zivogichy potrebuju pre vaetky tri funkcie organické latky a nazyvaji sa heterotrofné (,Ziviace sa inymi), presnejsie
chemoorganoheterotrofné.

Extrémne nenarocné su niektoré anaerobné archebaktérie, ktorym staci na pokrytie ich narokov CO, a voda — oznacuju sa
ako chemolitoautotrofné.



SPOSOBY ZISKAVANIA ENERGIE A VYZIVY

ZDROJ ENERGIE

svetlo (foto-)

molekuly (chemo-)

ZDROJ ELEKTRONOV

— organicky (-organo-)

— anorganicky (-lito-)

— organicky (-organo-)

anorganicky (-lito-)

ZDROJ UHLIKA

organicky (-heterotrof-)

- organicky (-heterotrof-)

- organicky (-heterotrof-)

- organicky (-heterotrof-)

PRIKLADY

A
ZIVOCiCHY
chemoorganoheterotrofné

NIEKTORE BAKTERIE
chemolitoautotrofné



AUTOTROFNE A HETEROTROFNE ORGANIZMY

Heterotrofné organizmy mozu spracovavat iba predtym vytvorené organické zluCeniny, su teda zavislé na autotrofnych
rastlinach. Rastliny im dodavaju nielen organické zluceniny, ale tiez kyslik nevyhnutny pre zivot. Prakticky vsetok
molekulovy kyslik vznika fotosyntézou. V tzv. svetelnej faze fotosyntézy sa voda (H,O) meni pomocou energie
slneCného ziarenia na Kyslik a ,energeticky bohatée® elektrony v podobe NADPH. Redukovany koenzym sa v rastlinach
vyuZiva na tvorbu organickych latok vratane glukozy z CO, v tmavej faze fotosyntézy. Zivogichy (ale aj rastliny) vo svojom
katabolickom metabolizme znovu rozkladaju glukézu na CO, a H,O, pricom ziskavaju vyuzitelnu chemicku energiu v
podobe ATP. Obidva procesy si mozeme predstavit ako uzavrety okruh; sumarne nedochadza k nicomu inému, nez k
premene svetelnej energie na ATP.

I
NADPH [ > HO-C-0OH >—> NADH
I
C02 J
oxidativna

= > 02 ~ fosforylacia

\_ H,0 NI ©

fotosyntéza




METABOLIZMUS JE ZLOZENY Z MNOHYCH SPOJENYCH A PREPOJENYCH REAKCII

Metabolické drahy m6zeme rozdelit do dvoch Sirokych tried:

(1) Drahy, ktoré prevadzaju energiu z molekul predstavujucich zdroj energie na biologicky uzitocné formy a (2) drahy, ktoré
vyzaduju vstup energie na vykonanie procesul.

Aj ked e toto rozdelenie Casto nepresné, pri studiu metabolizmu je uzitocné. Tie reakcie, ktore premienaju energiu z molekul

predstavujucich zdroj energie na bunkovu energiu, sa nazyvaju katabolické reakcie.

katabolizmus

Zdroj energie (cukry, tuky) » CO, + H,0 + Vyuzitelna energia

Tie reakcie, ktoré si vyzaduju energiu - napriklad syntéza glukdzy, tukov, alebo DNA - sa nazyvaju anabolicke reakcie.

Vyuzitelna energia + jednoduché prekurzory —2M2NZMUS | niovng molekuly

Niektoré cesty mozu byt bud anabolickeé alebo katabolicke, v zavislosti od energetickych podmienok v bunke. Tieto cesty sa
oznacuju ako amfibolické cesty. Ddlezitym vSeobecnym principom metabolizmu je, ze biosyntetické a degradacné cesty su
takmer vzdy odlisne.



KVANTITATIVNA BIOENERGETIKA

Gibbsova energia (G)- termodynamicka stavova funkcia umoznujuca predpovedat smer fyzikalno-chemickych procesov
pri konstantnom tlaku a teplote.
Definicia:
G=H-TS,
H - entalpia, T - teplota (v Kelvinoch) a S — entropia.
Pri konstantnom tlaku a teplote plati:
AG=AH-TAS
AG predstavuje maximalne mnozstvo neexpanzivnej prace, ktoré moze byt systémom vykonané pri konstantnom tlaku a

teplote.

Zmena volnej energie (AG) reakcie determinuje Ci reakcia prebieha spontanne:
AG < 0 - spontanna reakcia (exergonicka)
AG = 0 - systém je v rovnovahe
AG > 0 — neprebieha spontanne (endergonicka)

AG reakcie zavisi len od rozdielu Gibbsovej energie na konci reakcie v porovnani so zaciatkom reakcie (nezavisi od
molekulového mechanizmu reakcie) !

AG nedeterminuje rychlost reakcie !



KVANTITATIVNA BIOENERGETIKA

V rovnovaznom stave nadobuda systém minimalnu hodnotu G.
Pre kazdy spontanny proces pri konstantnom tlaku a teplote je AG<0.

Je mozné, aby spontanne prebiehala nejaka reakcia s AG >0 ?

A+B=—=C+D AG<0
D+E=—"F+G AG,>0

Ak AG,+AG, <0, tak obidve reakcie prebiehaju spontanne. Tieto reakcie su tzv. spojene a latka D sa nazyva spolocny
intermediat. Termodynamicky nevyhodneé reakcie m6zu byt pohanané energeticky vyhodnymi reakciami.

Metabolické drahy su zloZzené prave zo série takychto typov reakcii. Reakcie v metabolickych drahach musia spifiat
minimalne dve kritéria:

(1) jednotlivé reakcie musia byt specificke,

(2) cela skupina reakcii, ktoré tvoria metabolicku drahu, musi byt termodynamicky vyhodna.

Jednotky: joule (J) a kaléria (cal); 1J = 0,239 cal



ROVNOVAZNA KONSTANTA

Dve termodynamické veliCiny, ktoré urCuju vlastnosti reakcie:
(i) rozdiel volnych energii medzi produktom a substratom - na obrazku znazornené ako AG’,

(i) energia potrebna na iniciaciu premeny substratu na produkt

AG
(kJ/mol)

aktisvtc;iany S P
Kegrovnovazna konstanta

[P]

substrat Keq — ﬁ

AGO

produkt

[P]

reakéna koordinata g AG = AGO + RTlTlﬁ

V rovnovaznom stave AG = 0 a preto:

AGP

P
— —RTlnu — _RTaneq = —2.3RTlogKeq

[S]

kde AGP vyjadruje zmenu Standardnej Gibbsovej energie

- na obrazku znazornené ako AG*.

Pre vSeobecny chemicky proces:
aA+bB == cC+dD
je mozné vyjadrit veliCiny K., a AG, nasledovne:

_ [cI°[D] [C]°[D]*

0 — _
AG 2.3RTlog A2 [B]?



ROVNOVAZNA KONSTANTA

AG? pri pH 7 sa oznaduje AGY

/ P ! !/ !/
AG = AGY + RTln% AG’ = —RTInK,, = —2.3RTlogK,,
Vztah medzi AG” a K’ (25°)
Z hodnoty AG” je mozné urcit hodnotu rovnovaznej konstanty, t.j. pomer :<Oe: AGOéék;g mol)
koncentracie produktu a substratu v rovnovazncl)m stave: 104 2 84
" _ 10-AGY /(2.3RT) 10-3 17.11
Keq =10 102 11.42
10 5.69
Hodnota AG zavisi od hodnoty AG? a od pomeru koncentracie produktu a substratu. 1 0
Zatial ¢o hodnota AG" je pre dané podmienky (teplota, tlak, pH) konStantna, 10 -5.69
koncentracia zli¢enin méze byt fubovolnd — inymi slovami aj reakcia s pozitivnou 102 -11.42
hodnotou AGY méZe prebiehat spontanne (AG je negativne) pri vhodnom pomere 184 ;ggl
koncentracie produktu a substratu, ktore nie su v rovnovaznych podmienkach. Mnoho 10 :28'53

spontannych reakcii v bunkach prebieha prave vdaka priaznivému pomeru [P] a [S].



ATP JE UNIVERZALNA MENA ENERGIE V BIOLOGICKYCH SYSTEMOCH

V literature sa Casto uvadza priklad fosfatovej (fosfoanhydrickej) vazby v molekule ATP ako priklad energeticky bohatej
vazby (z angl. energy - rich bond).
Co to vlastne znamena? Je na tejto vazbe nieCo Specialne oproti ostatnym? Je naozaj energeticky bohata?

Nukleotidovy koenzym ATP sluzi vo vSetkych bunkach ako najdélezitejSia ,zasobna“ forma chemickej energie. Hydrolyza ATP
je vyrazne exergonicka:

ATP +H,0 === ADP+P.  AG" =-30.5 kd/imol

, , . g . . AG? Energetika hydrolyzy

Presna hodnota AG® pre tuto reakciu zavisi od ionovej sily media, pH a na kJ/mol
koncentraciach Mg?* a inych kovovych ionov. Pri typickych koncentraciach v ® 8 li ®
bunke (koncentracie ATP, ADP a Pi su ovela nizSie ako za Standardnych i 5 + P ?
podmineok (=1 mol/l ) a ATP je v nadbytku nad ADP), skutocné AG pre tuto .‘i 3 5 :
hydrolyzu je priblizne -50 kJ.mol-", 20 I° é ;

:
Energia, ktora sa pri hydrolyze uvolni, sa vdaka energetickému spriahnutiu 30 :

vyuzije pre endergonické procesy akymi su biosyntéza, pohyb a transportné
deje.



ATP JE UNIVERZALNA MENA VOLNEJ ENERGIE V BIOLOGICKYCH SYSTEMOCH

ATP je nukleozidtrifosfat zlozeny z nukleozidu adenozinu (adenin + rib6za), na ktorého 5’-OH skupinu je pripojeny retazec
troch fosfatovych zvyskov. Oznacuju sa ako a, 3 a y. Fosfat o je pripojeny k ribdze fosfoesterovou vazbou. Na druhej
strane, vazby medzi fosfatmi su ovela labilnejSie, jedna sa o fosfoanhydridové vazby. Viastnym uCinnym koenzymom je
komplex ATP s i6nom Mg#*, ktory sa koordinacne viaze na fosfatové zvySky o a B (Mg?*.ATP#), pre jednoduchost sa vSak
hovori iba o ATP. Hydrolyzou ATP vznikaju ADP a AMP.

79
P
"8, ool
pT _ph ¥ —
-y B O e HO OH
: » . Adenozin difosfat (ADP)
HG DH 2o o
Adenozin trifosfat (ATP) 07 o\ \i/
S \
O OH

Adenozin monofosfat (AMP)



VYSOKY FOSFORYLACNY POTENCIAL ATP JE VYSLEDKOM STRUKTURNYCH ROZDIELOV MEDzI ATP
A HYDROLYTICKYMI PRODUKTAMI

ATP + H,0 === ADP +P, AGY = -30.5 kJ/mol A

0 P ‘:o P [,o P “o - o/
Glycerol-3-fosfat + H,0 === Glycerol + P, AGY =-9.2 kJ/mol 6 6 0 7
ATP ma vacsi fosforylacny potencial (prenos fosforylovej skupiny) v ™
porovnani s glycerol-3-fosfatom. t‘ZH:OH

H—C—OH ¢

O fosforylacnom potenciali rozhoduju 3 faktory: H;,t|2 4 3 o afostit
(1) Rezonanéna stabilizacia 0" "0 ycerol-o-tosia

0 0 0 0
I | Dovody preéo ATP zohrava délezitti Glohu v bioenergetike
P. — P. — P — _P._ , ,

Ho~/ o Ho /| o Ho~ | o HOZ | o « relativne vysoka hodnota AG®
0 O o 0  koncentracné pomer ATP/ADP v bunkach, ktory umoziuje
uvolnenie velkeho mnozstva energie pri hydrolyze ATP

« stabilita ATP vo vodnom prostredi

» ATP je vhodnym zdrojom fosfatovej skupiny (ATP méze byt
zdrojom az dvoch fosfatovych skupin) v mnohych

biochemickych reakciach

(2) Elektrostaticka repulzia
(3) Stabilizacia v désledku hydratacie



PRIKLADY MOLEKUL S VYSOKYM FOSFORYLACNYM POTENCIALOM

Standardné Gibbsove energie hydrolyzy poskytuji vhodny prostriedok na porovnanie
potencialu fosforyloveho prenosu fosforylovanych zlucenin. Takéto porovnania ukazuju, ze
ATP nie je jedinou zluceninou s vysokym potencialom prenosu fosforylu. Niektoré zluceniny v
biologickych systémoch maju v skutocnosti vyssi potencial prenosu fosforylu ako ATP. Tieto
zluCeniny zahrnaju fosfoenolpyruvat (PEP), 1,3-bisfosfoglycerat (1,3-BPG) a kreatinfosfat.
PEP teda moéze preniest svoju fosforylovu skupinu na ADP za vzniku ATP. Tento prevod
skutoCne je jednym zo spdsobov, ako sa ATP vytvara pri stiepeni cukrov. Je priznacne, ze
ATP ma priemerny potencial prenosu fosforylu v ramci biologicky délezitych fosforylovanych
molekul. Tato medzipoloha umoznuje ucinné fungovanie ATP ako nosiCa fosforylovych
skupin.

Standardné Gibbsove energie hydrolyzy vybranych fosforylovanych zluéenin

Zlucenina kJ/mol
Fosfoenolpyruvat -61.9
1,3-Bisfosfoglycerat -49.4
Kreatinfosfat -43.1

ATP (na ADP) -30.5
Glukoza 1-fosfat -20.9
Pyrofosfat -19.3
Glukoza 6-fosfat -13.8
Glycerol 3-fosfat 9.2

Zdroj: Berg, Tymoczko, Stryer, Biochemistry 7th Edition.

o. _C_ P
_C‘ o~

0
Fosfoenolpyruvat (PEP)
NH 0 2=

0 CHy
Kreatinfosfat
O i
H-> I |:
P & \H D
0 Hx HO

1,3-Bisfosfoglycerat (1,3-BPG)



PRIKLADY MOLEKUL S VYSOKYM FOSFORYLACNYM POTENCIALOM

Mnozstvo ATP vo svale postacuje na udrzanie kontraktilne] aktivity na menej ako sekundu.
Kreatinfosfat vo svale stavovcov sluzi ako rezervoar fosforylovych skupin s vysokym potencialom, ktoré sa daju lahko
preniest do ADP. Na regeneraciu ATP z ADP sa pouziva kreatinfosfat zakazdym, ked namahavo cviCime. Tato reakcia je

katalyzovana kreatinkinazou:

Kreatinfosfat + ADP === ATP + Kreatin

, |ATP][Kreatin]

¢l [ADP][Kreatinfosfat]

V nepracujucich svalov su typické koncentracie tychto metabolitov
[ATP] = 4 mM, [ADP] = 0.013 mM, [kreatinfosfat] = 25 mM a [kreatin]
=13 mM. Pre svoj nadbytok a vysoky potencial prenosu fosforylu v
porovnani s ATP je kreatinfosfat vysoko efektivnym pufrom fosfatove;
skupiny.

Kreatinfosfat je hlavnym zdrojom fosfatovych skupin na regeneraciu
ATP pre bezca poCas prvych 4 sekund na 100 metrov Sprint.

/ATP Aerébny metabolizmus

" N
] \ Kreatinfosfat
© Anaerobny
O \ Metabolizmus
o
c
L

| l
Sekundy — Minuty — Hodiny —

Zdroje ATP pocas cvicenia.
V pociatoCnych sekundach je cviCenie pohanany existujucim prenosom zo
zluCenin s vysokym potencialom prenosu fosforylu (ATP a kreatinfosfat).
Nasledne sa musi regenerovat ATP metabolickymi cestami.

Zdroj: Berg, Tymoczko, Stryer, Biochemistry 7th Edition.



OXIDACIA ZDROJA ENERGIE OBSAHUJUCEHO UHLIK JE DOLEZITYM ZDROJOM BUNKOVEJ ENERGIE

ATP sluzi skor ako hlavny okamzity darca energie v biologickych systémoch, nez ako dlhodoba skladovacia forma energie. V
typickej bunke sa molekula ATP spotrebuje do minuty od jej vzniku. Hoci celkovée mnozstvo ATP v tele je obmedzené na
priblizne 100 g, obrat tohto malého mnozstva ATP je velmi vysoky. Napriklad oddychujuci Clovek spotrebuje asi 40 kg ATP za
24 hodin. PoCas namahaveho cvicenia je spotreba ATP az 0.5 kg/minutu. PocCas 2-hodinového behu sa spotrebuje 60 kg ATP.
Je zrejme, ze mat ucCinné mechanizmy na regeneraciu ATP je nevyhnutné. Tvorba ATP je jednou z primarnych uloh

katabolizmu.

Pohyb
Aktivny transport
Biosyntézy
Amplifikacia signalov

e

’_..-""'-- ----q"“'-m._x
f.-" o

i
ATP ADP

Oxidacia zlucenin
alebo
Fotosyntéza

Najviac energie > Najmenej energie
O
H ?H 0 0 |
' | C
H  \"H H  \"H L :
H H H H H OH 0
Metan Metanol Formaldehyd Kyselina mravéia Oxid uhligity
AGY -820 -703 -523 -285 0
(kd/mol)
Volna energia oxidacie jednouhlikovej zliCeniny
CH,OH
H/, O H f.3|]
- h - H H H H H H H
OH H 2N e e ol oy E e ol
: C CH
L 2 Elz E'z E'z E'z E'z H, E'z >
H OH
Glukéza Mastna kyselina

Prominentné paliva. Tuky su bohatSim zdrojom energie v porovnani s cukrami, pretoze tuky su viac redukované.

Zdroj: Berg, Tymoczko, Stryer, Biochemistry 7th Edition.



OXIDACIA UHLIKOVYCH ZLUCENIN MOZE BYT SPOJENA SO SYNTEZOU ATP

Reakcia - oxidacia:

O O. _OH
N S
| Oxidécia |
H—C—OH H—C—OH
|
CH,0PO3%" CH,0PO3%"

Glyceraldehyde 3-fosfat 3-fosfoglycerova kyselina

l6novy membranovy gradient — délezity zdroj energie:

Tvorba gradientu -
oxidaciou zlucenin a
pumpovanie proténov
von.

H” H*

Uhlikova
Zluc€enina + O,

2 €0, + H,0

Vyuzitie gradientu
—tok proténov dnu
tvori ATP.

Je zlozena z 2 krokov:

O.. _H
>

1. H—C—OH + NAD* +

CH,0PO3*"
Glyceraldehyde 3-fosfat

0 OPO5*
T
C

CH,0P052"

1,3-bisfosfoglycerovat

2. H OH

f 'PO.qE

0. _OPOs*

H—C—OH + NADH + H

CH,0PO5%~
1,3-bisfosfoglycerovat

O.. OH
e

+ ADP > H—C ATP

OH |

CH,0PO52"

3-fosfoglycerova kyselina

Energia oxidacie sa spoCiatku zachytava ako zluCenina s vysokym potencialom prenosu
fosforylu a potom sa pouzije na vytvorenie ATP. OxidaCna energia atbmu uhlika sa transformuje
na potencial prenosu fosforylu, najskor ako 1,3-bisfosfoglycerat a nakoniec ako ATP.

Elektrochemicky potencial je ucinny prostriedok na ukladanie volnej energie. Elektrochemicky
potencial idnovych gradientov cez membrany vytvoreny oxidaciou molekul alebo fotosyntézou, v
konecnom dosledku pohana syntézu vacsiny ATP v bunkach. lonové gradienty predstavuju spésob
spojenia termodynamicky nepriaznivych reakcii na priaznivé. U zivoCichov zodpovedaju protonove
gradienty, generované oxidaciou uhlikovych paliv, za viac ako 90% tvorby ATP. Tento proces sa nazyva

oxidacna fosforylacia.



ENERGIA Z POTRAVIN JE EXTRAHOVANA V TROCH STADIACH

Hans Krebs opisal tri fazy tvorby energie z oxidacie Zivin.

V prvom stadiu sa rozkladaju velké molekuly v Zivinach na menSie jednotky.
Tento proces je travenie. Proteiny sa hydrolyzuju na 20 rdznych
aminokyselin, polysacharidy sa hydrolyzuju na jednoduché cukry, ako je
glukoza, a tuky sa hydrolyzuju na glycerol a mastné kyseliny.

V druhom stadiu su tieto poCetné malé molekuly degradované na niekolko
jednoduchych jednotiek, ktoré zohravaju ustrednu ulohu v metabolizme.
Vacsina z nich - cukry, mastné kyseliny, glycerol a niektoré aminokyselin - sa
premienaju na acetyl-CoA.

V tretej etape sa ATP vyraba z Uplnej oxidacia acetylovej jednotky v acetyl-
CoA. Tretia etapa pozostava z cyklu kyseliny citronovej (Krebsov cykus) a
oxidativnej fosforylacie, ktoré su finalnymi spoloCnymi drahami oxidacie
molekul.

1.8tadium TUKY POLYSACHARIDY PROTEINY
Mastné kyseliny Glukéza Aminokyseliny
a glycerol a iné cukry
| e
w r ] \ v /
2.stadium
CoA
CYKLUS KYSELINY
CITRONOVEJ 2CO,

3. Stadium - O
OXIDACNA
FOSFORYLACIA
H,O



METABOLICKE DRAHY OBSAHUJU MNOHE OPAKUJUCE SA MOTIVY

Aktivovany nosic¢ elektronov z oxidacie molekul.

V' aerdbnych organizmoch koneCnym akceptorom elektronov pri oxidacii molekul je O,. Elektrony sa vSak neprenasaju priamo do O,. Na prenos
elektronov sluzia Specialne nosiCe, ktorymi su bud pyridinové nukleotidy alebo flaviny. Redukované formy tychto prenasaCov potom sprostredkovaju
transfer ,vysoko-energetickych® elektronov na O,.

Reaktivne miesto

Nikotinamid adenin dinukleotid je hlavnym prenaSaCom elektronov pri oxidacii 4 \ H

molekul. Reaktivna cast NAD* je jeho nikotinamidovy kruh, pyridinovy derivat 3 0
syntetizovany z vitaminu niacin. Pri oxidacii substratu akceptuje nikotinamidovy kruh H .
NAD* vodikovy ion a dva elektrony, ktoré su ekvivalentné s hydridovym ionom (H:’). B N NH,
Redukovana forma tohto nosica sa nazyva NADH. V oxidovanej forme atdm dusika 0~ \ 0./ H

nesie kladny naboj (NAD*). NAD* je akceptorom elektronov v mnohych reakciach

0_
typu: g g .J ) N

C + NADH + HT
R HO  OR

Struktdry  oxidovanych  foriem  elektrénovych  prenasadov  odvodenych od
nikotinamidového prend$aca. Nikotinamid adenin dinukleotid (NAD*) a nikotinamid
adenin dinukleotid fosfat (NADP*) st vyznamni prenasaci ,vysoko-energetickych®
elektronov. V NAD* R = H; v NADP*, R = PO,>



METABOLICKE DRAHY OBSAHUJU MNOHE OPAKUJUCE SA MOTIVY

Aktivovany nosic¢ elektronov z oxidacie molekul.

Daldim hlavnym nositefom elektronov pri oxidacii molekul je o —

koenzym flavin adenin dinukleotid. Skratky pre oxidované a ’ _/ / 0 N
redukované formy tohto nosi¢a st FAD a FADH,. FAD je akceptor e v Reaktivne miesta
elektronov pri reakciach tohto typu: ’
H H
\C/ R’ R\ /R’ HsC
R ¢~ + FAD C——C + FADH, :
/ N\ / \
H H H H

Reaktivnou sucastou FAD je jeho izoalloxazinovy kruh, derivat
vitaminu riboflavin. FAD, rovnako ako NAD*, prijima dva elektrony,
avsak na rozdiel od NAD* prijima taktiez dva protony.

Struktira oxidovanej formy flavinu adenin dinukleotid (FAD). Tento
Redukovana forma (FADH,/FMNH,) elektronovy nosi¢ pozostava z jednotky flavin mononukleotidu

(FMN) (zobrazené modrou farbou) a jednotky AMP (zobrazené
Ciernou farbou).

Oxidovana forma (FAD/FMN)

Struktary reaktivnych &asti FAD/FMN a FADH,/FMNH,. Elektrony a protény su
prenasané izoalloxazinovym kruhom tychto kofaktorov.



METABOLICKE DRAHY OBSAHUJU MNOHE OPAKUJUCE SA MOTIVY

Aktivovany nosi¢ 2-uhlikového fragmentu.

] 1
L CoA L CoA
R™ ~S HsC~ °S
Acyl CoA Acetyl CoA
1 )
C R' o Co_4+ R
R 0O R O
] )
C R < C S R
R S R "S5

Kyslikové estery su stabilizované rezonanénymi
Strukturami, ktoré sa nevyskytuju u tioesterov.

NH>
Reaktivna skupina N
0 0
i |.r” 1 f ! 1
/ H H H | | , N
N N i P N
HS I - 0 0 0 0/ N
| I . O O \ /
0 0 HsC CH;
L J L i ‘ O ;P(} OH

B—Merkapto- Pantotenatova Cast

etylaminova Cast

AcetylCoA + H,O == acetat + CoA + H* AGY = -31.4 kJ/mol

Pouzitie aktivovanych nosiCov ilustruje dva kftiCové aspekty metabolizmu. Po prvé, NADH, NADPH a FADH,
v nepritomnosti katalyzatora reaguju pomaly s O,. Rovnako tak ATP a acetyl CoA sa hydrolyzuju pomaly (obcas
niekolko hodin alebo dokonca dni) v nepritomnosti katalyzatora. Tieto molekuly su kineticky stabilné aj napriek
termodynamickej vyhodnosti reakcie s O, (pokial ide o nosiCe elekironov) a H,O (pre ATP a acetyl CoA).
Kineticka stabilita tychto molekul v nepritomnosti Specifickych katalyzatorov je nevyhnutna pre ich biologicku
funkciu, pretoze to umoznuje enzymom kontrolu toku volnej energie. Po druhé, vacsina vymen aktivovanych
skupin v metabolizme sa dosahuje pomerne malou skupinou nosicov. Existencia opakujuce] sa mnoziny
aktivovanych nosicov vo vsSetkych organizmoch je jednym zo zjednocujucich motivov biochémie a ilustruje
modularny dizajn metabolizmu.



AKTIVOVANE NOSICE

NosiC aktivovanej formy

Prenasana skupina

Vitaminovy prekurzor

molekuly
ATP Fosforyl
NADH a NADPH Elektrony Nikotinat (niacin)
FADH; Elektrony Riboflavin (vitamin B2)
FMNH Elektrony Riboflavin (vitamin B2)
Koenzym A Acyl Pantotenat
Lipoamid Acyl
Tiamin pyrofosfat Aldehyd Tiamin (vitamin B1)
Biotin CO: Biotin
Tetrahydrofolat Jednouhlikové Folat
zluceniny
S-Adenosylmetionin Metyl
Uridin difosfat glukdza Glukdza
Cytidin difosfat diacylglycerol ~ Fosfatidat
Nukleozid trifosfaty Nukleotidy
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REGULACIA METABOLIZMU NA ZAKLADE DOSTUPNOSTI ENERGIE-ATP

Mnoho reakcii v metabolizme je riadenych energetickym stavom bunky. Jednym z parametrov energetického stavu je
energeticky naboj, ktory je proporcionalny molovému podielu ATP plus polovica méloveho podielu ADP. Je to dané tym,
ze ATP obsahuje dve anhydridové vazby, zatial co ADP obsahuje jednu. Z tohto dovodu je energeticky naboj definovany

ako:

. e mabei — [ATP] + 1/2 [ADP]
MeTgettey navel = TATP + [ADP] + [AMP] | ,
. ATP-generujuce /
@ drahy
=
(8]
2
Hodnota energetického naboja mbze mat hodnotu od 0 (vSetky AMP) do 1 § ATP-vyuzivajice
(vSetky ATP). Daniel Atkinson ukazal, ze ATP-generujuce (katabolické) drahy 5 drahy ~
su inhibované vysokym energetickym nabojom, zatial Co ATP- vyuzivajuce @ | | |
(anabolické) drahy su stimulované vysokym energetickym nabojom. V grafoch 0 0.25 0.50 0.75 1
reakcnych rychlosti také drahy oproti energetickemu naboju su krivky strmé v Energeticky naboj
blizkosti energie naboj 0.9, kde sa obvykle pretinaju. Je evidentne, ze
riadenie tychto drah sa vyvinulo tak, aby sa udrzal energeticky naboj v dost Energe:iqkyj A#ﬁ)t{ojhb rggultljj? mgtaht?olitz’rpus.k, \r/]yzgl;é
, : . . ST oncentracie inhibuju relativnu rychlost’ typickyc -
Uzkych medziach. Inymi slovami, energeticky naboj, podobne ako pH bunky, genertjiicich (katabolickjch) drah a stimuluid typické ATP-

je pufrovany. vyuzivajice (anabolické) drahy.



Co BY STE MALI VEDIET

Popisat zakladny koncept metabolizmu vo vztahu k tvorbe energie

Vysvellit pojmy Gibbsova energia, rovhovazna konstanta, ako aj vztahy medzi nimi

Popisat zakladné vlastnosti vazieb bohatych na energiu — na priklade molekuly ATP

Uviest zakladné spOsoby tvorby ATP

Uviest priklady prenasacov ,vysoko-energetickych® elektronov



Glykolyza
2

Stadia glykolyzy
Jednotlivé reakcie glykolyzy
Tvorba ATP na substratovej urovni
Pyruvat a fermentacia
Glukoéza, fruktdéza a galaktoza
Regulacia glykolyzy



GLYKOLYZA - DEFINICIA

Glykolyza je postupnost reakcii, prebiehajucich v cytoplazme, ktoré metabolizuju jednu molekulu glukézy na
dve molekuly pyruvatu so sprievodnou produkciou dvoch molekul ATP. Tento proces je anaerébny (t. j.
nevyzaduje pritomnost O,), pretoze sa vyvinul v Case, ked sa v atmosfére nenachadzal kyslik v dostatoCne
vysoke] koncentracii.

Pyruvat méze byt dale] spracovany anaerébne na laktat (fermentacia) alebo etanol (alkoholové kvasenie). Za
aerobnych podmienok méze byt pyruvat uplne oxidovany na CO,, Cim sa vytvoria podmienky na produkciu
ovela vacsieho mnozstva ATP.

csleos | Glykolyza AN
Glukéza | |

CH4
Laktat




GLYKOLYZA — HISTORICKY EXKURZ

Hans a Eduard Buchnerovci v roku 1897 po prvykrat demonstrovali, ze fermentacia nie je
viazana na bunky a vyvratili tak hypotézu Louisa Pasteura o existencii tzv. zivotnej sily.

Kompletna metabolicka draha glykolyzy bola vyrieSena v roku 1940 vdaka usiliu viacerych
vedcov ako Gustav Embden, Otto Meyerhof, Carl Neuberg, Jacob Parnas, Otto Warburg, o Buchner (18804917

Gerty Cori a Carl Cori. Nobelova cena za Chémiu
v roku 1907.

Glykolyza je tiez znama ako Embden-Meyerhofova draha.

Gustav Georg Embden (1874-1933) Otto Meyerhof (1884-1951)
Bol nominovany 12x na Nobelovu cenu. Nobelova cena za Fyziologiu a medicinu
Nikdy ju neziskal. v roku 1922.



GLUKOZA — VSTUPNY SUBSTRAT PRE GLYKOLYZU

Glukézu prijimame v strave vo forme komplexnejSich cukrov. V strave zvyCajne
konzumujeme velké mnozstvo skrobu a mensie mnozstvo mnozstvo glykogénu.

Komplexné cukry su premienané na jednoduchsie enzymami ako a-amylaza, maltaza,

a-glukozidaza, a-dextrinaza, sacharaza.

(|:H;10H
H, O H
H
O._ _H OH III
¢ HO OH
I |
®CH,OH / H OH
H—C—OH ]
2 5| _OH a-D-Glukopyranéza
HO—C—H Hﬁ/c ’ (cyklicka forma)
3 — H/ oH .
—4C H>C—
H—4('—OH / N\ /1 0
z3C——C
H—C—OH H oH \ CH,OH
H O _OH
g CH>OH gH ’
D-Glukéza HO H
(otvorena forma)
H OH

B-D-Glukopyranéza
(cyklicka forma)

Skrob a glykogén
(Glukoza je spojena a-1,4 glykozidickymi vazbami)

Glukdza je ddlezity zdroj energie. U cicavcov je glukdza hlavny zdroj energie pre mozog v
Case nehladovania a jediny zdroj energie, ktoré Cervené krvinky moézu vobec pouzivat.
Takmer vSetky organizmy pouzivaju glukézu ako zdroj energie a vacSina z nich ju
spracovava podobnym spésobom.

Preo prave glukéza (a nie nejaky iny monosacharid) takym prominentnym zdrojom

energie? Mozné dbvody su:

e glukoza je jednym z niekolkych monosacharidov vytvorenych z formy aldehydu za
prebiotickych podmienok, a preto mohla byt dostupna ako zdroj zdroj energie pre
primitivne biochemické systémy,

e gluk6za ma malu tendenciu v porovnani s ostatnymi monosacharidmi k neenzymaticke;
glykozylacii proteinov.



GLYKOLYZA — ZAKLADNE FAZY

Glykolyza je spoloCna pre prakticky vSetky bunky, prokaryotické aj eukaryotické. V eukarytickych bunkach prebieha glykolyza v cytoplazme.
Tato cesta mo6ze byt formalne rozdelena na dve fazy.

Faza 1 slUzi na zachyt glukézy a je mozné ju Faza 2 sluzi na tvorbu ATP na substratove]
povazovat ako pripravnu fazu. V tejto faze urovni. V tejto faze dochadza k oxidacii 3C
sa negeneruje ziadna ATP. fragmentov (zo 6C glukozy) na pyruvat.
Glukéza
- P;, NAD™
Glyceraldehyd \
— AlP 3-fosfat S~ NADH
Hexokinaza | dehvdroaeniza
= ADP 1,3-Bisfosfoglycerét
— ADP
Gluké6za-6-fosfat Fosfoglycerat
kinaza | T ATP
Fosfoglukoza 3-Fosfoglycerat
izomeraza .
Fosfoglycerat
Fruktéza-6-fosfat . mutaza
_— ATP 2-Fosfoglycerat
Fosfofruktokinaza '
= ADP Enolaza - HL0
Fruktoza-1,6-bisfosfat i
_ Fosfoenolpyruvat
- ADP
Pyruvat kinaza

Ald ATP
AldDIase 1
Trioza fosfat | .
' izomeraza Pyruvat
Dihydroxyaceton . Glyceraldehyd

fosfat 3-fosfat



GLYKOLYZA — 1.KROK

V 1.kroku glykolyzy hexokinaza zachytava glukozu a zacina glykolyzu:

CH,OH CH,0PO+2-
| (0] 0]
Hexokinaza
OH + ATP — OH + ADP + H*
HO OH HO | OH
OH OH
Glukéza Glukéza-6-fosfat (G-6P)

Tento krok je pozoruhodny z dvoch dévodov:

(1) gluk6za-6-fosfat nemoze prechadzat cez membranu, pretoze nie je substratom pre
transportéry glukozy,

(2) pridanie fosforylovej skupiny teda vedie k destabilizacii glukdzy a ulahcuje tak jej
dalSi metabolizmus.

Prenos fosforylove] skupiny z ATP na hydroxylovi skupinu na uhliku 6 glukézy je
katalyzovana hexokinazou — enzymom z rodiny kinaz. Kinazy su enzymy, kioré
katalyzuju prenos fosforylovej skupiny z ATP na akceptorovu molekulu.

Glukdzou-indukované konformacné zmeny su vyznamné z dvoch hladisk:

Rontgenové krystalografické Studie kvasinkovej hexokinazy odhalili, ze vazba
glukdzy indukuje velku konformacnu zmenu v enzyme.
Uzatvorenie Strbiny v hexokinaze je pozoruhodnym prikladom dlohy

indukovaného fitu vo funkcii enzymov

+ Glukéza

Indukovany fit v hexokindze. Dve Casti
(laloky) hexokindzy su v nepritomnosti
glukozy oddelené (konformacia
znazornena modrou farbou).
Konforméacia hexokinazy sa vyrazne
zmeni po vazbe glukézy (Cervena
farba). Dva laloky enzymu sa spoja a
obklopia substrat, ¢im vytvoria vhodné
prostredie pre katalyzu.

(1) Prostredie okolo glukdzy sa stava viac nepolarnym, ¢o uprednostnuje reakciu medzi hydrofilnou hydroxylovou skupinou glukdzy a terminalnou fosforylovou skupinou ATP.
(2) Konformacné zmeny umoznuju kinaze diskriminovat H,0 ako substrat. Uzatvorenie Strbiny zabranuje molekule vody vstupu do aktivneho miesta.

Je zaujimavé, Ze aj iné kinazy zucCastnujuce sa na glykolyze - fosfofruktokinaza, fosfoglyceratkinaza a pyruvatkinaza - obsahuju strbiny medzi lalokmi, ktoré sa uzavru po

naviazani substratu, hoci sa Struktury tychto enzymov liSia v inych ohfadoch. Substratom indukovany fit je vSeobecna vlastnost’ kinaz.



GLYKOLYZA — NASLEDUJUCE KROKY (2 A 3)

V 2. kroku dochadza k izomerizacii glukdza 6-fosfatu na fruktdzu 6-fosfat:

o H
\\\C‘/
O._ _CH,0H
H—C—OH N
CH,0PO5>" | | 2-03POH,C CH,0H
H O H HO—(‘Z—H HO—(‘Z—H T 0 ?
HO OH H c‘ OH H c‘ OH ) i
|
H OH H—C—OH H—C—OH HO M
CH,0P0;2- CH,0PO32"
Glukéza-6-fosfat (G-6P) G-6P Fruktéza 6-fosfat (F-6P) F-6P
otvorena forma otvorena forma
Nasledne dochadza ku fosforylacii F-6P enzymom fosforuktokinaza (PFK), ktory urCuje rychlost glykolyzy.
2-05POH,C CH,OH #~05POH,C CH,0PO;2-
O Fosfofruktokinaza 0
HO + ATP — HO + ADP + H*
OH OH
OH OH

Fruktoza 6-fosfat Fruktéza 1,6-bisfosfat (F-1,6-BP)



GLYKOLYZA — POKRACOVANIE (KROKY 4 A 5)

Sestuhlikovy cukor (F-1,6 — BP) je roztiepeny na dva trojuhlikové zlugeniny. Této reakcia je reverzibilna a je katalyzovana aldolazou:

O CH,0PO+%-
HO—f|S —H

H—C—OH

H —{_|j —OH
CH,0P05%~
Fruktéza

1,6-bisfosfat

(F-1,6-BP)

0 CH,0PO52-
C-

HO—C —H Dihydroxyacetén

fosfat
| (DHAP)
H
Aldolaza
+
H. O
~C” Glyceraldehyd
3-fosfat
H—C —OH (GAP)
CH,0P03%~

Glyceraldehyd-3-fosfat je na priamej ceste glykolyzy, zatial' ¢o dihydroxyacetonfosfat nie je. Preto
musi dbjst k premene DHAP na GAP prostrednictvom izomerizacie. Tato reakcia je katalyzovana
enzymom frioza fosfat izomeraza (TPI). Tato reakcia je rychla a reverzibilna. V rovnovahe je
96% triozy fosfatov tvorenych DHAP.

H IJ_I . ) H\C,/f’ O
AN C—OH Triéza fosfat
/ izomeraza
0O :C\ H—C—OH
CH>0POz2- CH,0PO2-
Dihydroxyacetén Glyceraldehyd
fosfat 3-fosfat

Slucka

Struktura triézy fosfat izomerazy (2YPl.pdb). Tento enzym pozostava z
centralneho jadra zlozeného z Gsmich paralelnych B-listov ( )
obklopenych 6smimi helixami (modra). Tento Strukturalny motiv, ktory sa
nazyva afy sudok, sa tiez nachadza v glykolytickych enzymoch aldolaza,
enolaza a pyruvatkinaza. Histidin 95 a glutamat 165, nevyhnutné
aminokyselinové zvysky v aktivnom mieste, sa nachadzaju vo vnutri
Struktury. Slucka (Cervena) uzatvara aktivne miesto v oblasti vazby
substratu.



GLYKOLYZA — POKRACOVANIE (KROK 5)

|zomerizacia ketdzy na aldozu sa uskutoCnuje cez enediol intermediat:

Dihydroxyaceton Enediolovy

fosfat intermediat
His 95
O—H . N N
/ A e
f. -.1-;N O_H /—y ~N
C\:..' - o /\ \— | s H—C AN __.-—-_:-__lI
O 2 \C:O — - c\ s W\ }H —
3/ _ N —a N
HZC‘\ / ® Y H Cr_r" /
oros® 2 \OPO 2
3
Glyceraldehyd
3-fosfat k @
0 S ;_0- //'f:»
0 // AN /< N N
H—C H-N .' Q) A, . [
C - AN H | y Uy A~ \
I H \c_o \_"_:—- — y c .C 0
0 / \ W /
Ha C'\ / ® Y HC /
0POs2- " N OPO32-

Katalyticky mechanizmus triéza fosfat izomerazy. (1) Glutamat 165 p6sobi ako vSeobecna baza a
abstrahuje protonu (H*) z uhlika 1. Histidin 95, pdsobiaci ako vSeobecna kyselina, daruje protdn na atom
kyslika naviazany na uhlik 2, za vzniku enedioloveho medziproduktu. (2) Kyselina glutdmova, ktora tu
pbsobi ako vSeobecna kyselina, daruje protdén na C-2, zatial ¢o histidin odstranuje proton z OH skupiny
C-1. (3) Produkt sa formuje a glutamat a histidin nadobudaju pévodné ionizované/neutralne formy.

Pozoruhodné su dve vlastnosti tridzy fosfat izomerazy (TPI):

(1) TPI je velmi uCinny katalyzator. Urychluje izomerizaciu
faktorom 10'% v porovnani s rychlostou ziskanou s jednoduchym
bazickym katalyzatorom, ako je acetatovy ion. Pomer k. /K, pre
izomerizaciu glyceraldehydu 3-fosfat je 2 x 108 M's™, ktory
zodpoveda difuzne riadenému limitu. Inymi slovami, katalyza
prebieha vzdy, ked sa tento enzym a substrat stretnd. TPI je
prikladom kineticky dokonalého enzymu.

(2) TPl potlaCa neziaducu reakciu, rozklad enediolového
medziproduktu na metylglyoxal a ortofosfat:

HO, OH o

/s i 0 0
c—cC VAN S
/ N / N\
H C——O0PO32- H CHs
Ha
Enediolovy intermediat Metylglyoxal

V roztoku je tato fyziologicky ,zbytocna“ reakcia 100x rychlejSia
ako izomerizacia. Okrem toho je metylglyoxal vysoko reaktivna
zluCenina, ktora moéze pozmenit Struktiru a funkciu roznych
biomolekul vratane proteinov a DNA.



GLYKOLYZA — POKRACOVANIE (KROK 6)

Prvy krok druhej fazy glykolyzy je oxidacia aldehydu na kyselinu, ktora vedie k tvorbe zliceniny s velkym potencialom prenosu fosforylovej skupiny:

22—
H'“HHC,/&O Glyceraldehyd OSPO.RC{/O
3-fosfat
dehydrogenaza
H—C—OH  + NAD* + P, ———oi=ree H—C—OH + NADH + H*
CH,0P0Oz2- CH,0P0+2- Tvorba
Glyceraldehyd 1,2-Bisfosfoglycerat Acylfosfatu
3-fosfat (1,3-BPG)
(GAP)
Reakcia katalyzovana glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenazou sa da povazovat za suhrn dvoch procesov: oxidacie aldehydu na karboxylovu
kyselinu pomocou NAD* a spojenie karboxylovej kyseliny a ortofosfatu za vzniku acyl-fosfatového produktu. Profily volnej energie pre
oxidaciu glyceraldehydu
Tvorba Tvorba nasledovanej tvorbou
O‘i\c-/'H O‘\\\C/OH *) Oxidacia Acylfosfatu ®) Oxidacia Acylfosfatu acylfosfatu. (A) Hypoteticky
Oxidaci ‘ pripad bez vazby medzi
xidacia tymito dvoma procesmi.
- C— + T —— Y o +
H—C—OH + NAD™ + H:0 T H (‘: OH + NADH + H | T | Druhy krok musi mat’ velku
CH-OPO<2- CH-OPO<2- Reaktant Py @ | Reaktanty - . aktivacnu bariéru, vdaka
2 e s 5 Produkty > e, Produkty  ktorej je reakcia velmi
2- S = o pomala. (B) Skutocny
O\XC/OH A;/\Ilf?;sbfgtu O\XC/OPO3 2 > 2 priebeh  tychto  dvoch
(dehydratacia) | S L 2 reakcii  spojenych  cez
H—C—OH + P — H—C—OH + H,0 tioesterovy medziprodukt.
CH,0P0z2- CH,0P032- ' Progres reakcie ~— Progres reakcie —

Prva reakcia je termodynamicky priazniva, so zmenou $tandardnej Gibbsovej energie, AGY, priblizne -50 kJ/mol, zatial ¢o druha reakcia je so zmenou $tandardnej Gibbsove;
energie zodpovedajucou rovnakej amplitude, ale s opacnym znamienkom, vyrazne nepriazniva. Keby tieto dve reakcie jednoducho prebehli za sebou, druha reakcia by musela
prekonat’ velmi velku aktivaCnu energiu a preto by neprebiehala biologicky vyznamnou rychlostou. Tieto dva procesy musia byt preto spojené tak, aby termodynamicky vyhodna
oxidacia aldehydu viedla k tvorbe acylfosfatu. Ako su tieto reakcie spojené? Kltucom je medziprodukt, ktory vznikol v désledku oxidacia aldehydu, a ktory je spojeny s enzymom

tioesterovou vazbou. Tioesterovy medziprodukt ma vyssiu Gibbsovu energiu ako volna karboxylova kyselina. Vidime tu pouzitie kovalentne enzymovo-viazaného
medziproduktu ako mechanizmu energetického spojenia (coupling).



GLYKOLYZA — POKRACOVANIE (KROK 6)

Glyceraldehyd

3-fosfat H H
N
AL -N
] g
| .
0
N H
0 "k._.-r'N
C
_ o S o\
M
H o Y R
S @ g

Hemitioacetal

(2)| Oxidacia
NAD" H NADH H
| CONH:; f:r'+-N +N
R—N H 0 W VAR 9 W
o S - R ,_/,@’T — ' 5 : R
Tioesterovy Tioesterovy
intermediat intermediat
PI@# Fosforylacia
; Katalyticky mechanizmus glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenazy. Reakcia prebieha cez
CONH, S\ tioesterovy medziprodukt, ktory umoziuje spojenie oxidacie glyceraldehydu s fosforylaciou
] o 3-fosfoglyceratu. (1) Cystein reaguje s aldehydovou skupinou substratu, tvoriac tak
RN+ ) Z0sPO7 hemitioacetal. (2) Oxidacia prebieha prenosom hydridového ionu do NAD*, priCom vznika
H s tioester. Tato reakcia je ufahtena prenosom proténu na histidin. (3) Redukovany NADH sa

vymeni za molekulu NAD*. (4) Ortofosfat napada tioester a vytvara produkt 1,3-BPG.



GLYKOLYZA — POKRACOVANIE (KROKY 7-10)

ATP je vytvorené prenosom fosforylu z 1,3-bisfosfoglyceratu. 1,3-bisfosfoglycerat je

energeticky-bohata molekula s vacsim potencialom na prenos fosforylu ako ATP.
0. _OPOs* 0.~ .0
e Fosfoglycerat C
kinaza ‘
H_C|_DH + ADP + H ”_f_o” + ATP AGY hydroljzy fosfatového esteru bezného alkoholu je -13
CH,OPO52- CH,OPO<2- kJ/mol, zatial ¢o fosfoenolpyruvat je -62 kJ/mol.
Pre¢o ma fosfoenolpyruvat taky vysoky potencial prenosu
fosforylu? Fosforylova skupina je zachytena v nestabilnej
enol forme. Ked je fosforylova skupina darovana za vzniku
Tvorba ATP tymto spésobom sa tiez oznaCuje ako fosforylacia na substratovej urovni. ATP, enol forma sa premeni na stabilnejsi keton -

konkrétne pyruvat.

1,3-bisfosfoglycerat 3-fosfoglycerat

p ADIFIP‘ ATP 9
| O'E“\c __0POs- o ___oH RSP
Vo zvysnych krokoch glykolyzy sa 3-fosfoglycerat transformuje na pyruvat a z ADP sa vytvori druha molekula ATP. I LL L — |
H  H H  H CHs
Fosfoenolpyruvat Pyruvat (enol) Pyruvat (keto)
o - o o - o 0 iDEl+ - 0 Vlysoky potencial prenosu fosforylu fosfoenolpyruvatu je
~c” o H,0 0_____;_5\& _oPog- | -1 o primérne  dosledkom velkej hnacej siy spojenej 2z
| | i ~C \ o T o naslednou premenou enolu na keton.
H—C—OH H—C—O0P032~ ——— | . |
‘ Fosfoglycerat ‘ Enolaza C. Pyruvat CHs
H—C‘—OPof— mutaza H—C\—DH H  H kinaza
H H

3-Fosfoglycerat 2-Fosfoglycerat Fosfoenolpyruvat Pyruvat



GLYKOLYZA — ZHRNUTIE

Dve molekuly ATP su vytvorené premenou glukdzy na pyruvat. Sumarna reakcia transforméacie glukdzy na pyruvat je nasledovna:

Glukoza + 2 P, + 2 ADP + 2 NAD* — 2 pyruvat + 2 ATP + 2 NADH + 2 H* + 2 H,0

Uvolnena energia pri anaerdbnej konverzii glukdzy na 2 molekuly pyruvatu je priblizne 96 kJ/mol.

Reakcie Glykolyzy

Krok Reakcia Enzym Typ reakcie AGY (kJ/mol)  AG (kJ/mol)
1 Glukéza+ATP — G-6P+ADP+H* Hexokinaza Prenos fosforylovej skupiny  -16.7 -33.5
2  G-6P«>F-6P Fosfofrukt6za izomeraza Izomerizacia +1.7 -2.5
3 F-6P+ATP — F-1,6-BP+ADP+H* Fosfofruktokinaza Prenos fosforylovej skupiny  -14.2 -22.2
4 F-1,6-BP «> DHAP+GAP Aldolaza Aldolové Stiepenie +23.8 -1.3
9  DHAP « GAP Trioza fosfat izomeraza Izomerizacia +7.5 +2.5
6  GAP+Pi+NAD* <> 1,3-BPG+NADH+H* Glycerladehyde 3-fosfat Fosforylacia spojena s +6.3 -1.7

dehydrogenaza oxidaciou

7 1,3-BPG+ADP «> 3-fosfoglycerat+ATP Fosfoglycerat kinaza Prenos fosforylovej skupiny -18.8 +1.3
8  3-fosfoglycerat <> 2-fosfoglycerat Fosfoglycerat mutaza Fosforylovy shift +4.6 +0.8
9  2-fosfoglycerat < fosfoenolpyruvat+H,O Enolaza Dehydratécia +1.7 -3.3
10  Fosfoenolpyruvat+ADP+H* — Pyruvat+tATP  Pyruvat kinaza Prenos fosforylovej skupiny  -31.4 -16.7

AG, skutona zmena Gibbsovej energie, bola vypoditana z AGY a znamych koncentracii reaktantov a produktov za typickych fyziologickych podmienok.
Glykolyza méze pokraCovat iba ak su hodnoty AG vSetkych reakcii negativne. Malé pozitivne hodnoty AG troch z vySSie uvedenych reakcii naznacuju, ze
koncentracie metabolitov in vivo v bunkach podstupujucich glykolyzu nie su celkom presne zname. Zvyraznené reakcie su reakcie, ktoré urcuju rychlost

glykolyzy.



		Krok

		Reakcia

		Enzým

		Typ reakcie

		G0’ (kJ/mol)

		G (kJ/mol)



		1

		Glukóza+ATP  G-6P+ADP+H+

		Hexokináza

		Prenos fosforylovej skupiny

		-16.7

		-33.5



		2

		G-6P  F-6P

		Fosfofruktóza izomeráza

		Izomerizácia

		+1.7

		-2.5



		3

		F-6P+ATP  F-1,6-BP+ADP+H+

		Fosfofruktokináza

		Prenos fosforylovej skupiny

		-14.2

		-22.2



		4

		F-1,6-BP  DHAP+GAP

		Aldoláza

		Aldolové štiepenie

		+23.8

		-1.3



		5

		DHAP  GAP

		Trióza fosfát izomeráza

		Izomerizácia

		+7.5

		+2.5



		6

		GAP+Pi+NAD+  1,3-BPG+NADH+H+

		Glycerladehyde 3-fosfát dehydrogenáza

		Fosforylácia spojená s oxidáciou

		+6.3

		-1.7



		7

		1,3-BPG+ADP  3-fosfoglycerát+ATP

		Fosfoglycerát kináza

		Prenos fosforylovej skupiny

		-18.8

		+1.3



		8

		3-fosfoglycerát  2-fosfoglycerát

		Fosfoglycerát mutáza

		Fosforylový shift

		+4.6

		+0.8



		9

		2-fosfoglycerát  fosfoenolpyruvát+H2O

		Enoláza

		Dehydratácia

		+1.7

		-3.3



		10

		Fosfoenolpyruvát+ADP+H+  Pyruvát+ATP

		Pyruvát kináza

		Prenos fosforylovej skupiny

		-31.4

		-16.7








NAD* JE POTREBNE REGENEROVAT, ABY MOHLI PREBIEHAT PROCESY GLYKOLYZY

Glykolyza s koncovym produktom - pyruvatom - nebude méct pokracCovat, pretoze redoxna rovnovaha v tejto drahe nie je zachovana. Aktivita glyceraldehyd 3-
fosfatdehydrogenazy, okrem toho, ze vytvara zluceninu s vysokym potencialom prenosu fosforylu, nevyhnutne vedie k redukcii NAD* na NADH. V bunke su
obmedzené mnozstva NAD*, ktory je odvodeny z vitaminu niacinu. Nasledne musi byt NAD* regenerovany, aby mohla glykolyza prebiehat. Preto koneCnym procesom

v tejto drahe je regeneracia NAD* cez metabolizmus pyruvatu.

DetailnejSie preberieme 3 r6zne spdsoby metabolizmu pyruvatu:

Pl ™y
t Pyruvat
NADH
‘ » CO, » NAD* ‘ » CO,
) ) _ A 4 _
7 ™ - ™ i ™y
‘ Acetaldehyd ‘ ‘ Laktat | ~ Acetyl CoA |
L A A A A vy
NADH
P NAD™
\ 4 v
' Y

| Etanol | Dalsia
\_ Y, oxidacia



NAD* JE POTREBNE REGENEROVAT, ABY MOHLI PREBIEHAT PROCESY GLYKOLYZY

1. Etanol vznika z pyruvatu v kvasinkach a niekolkych dalSich mikroorganizmoch. Prvym krokom je dekarboxylacia pyruvatu. Tato reakcia je katalyzovana pyruvat
dekarboxylazou, ktora si vyzaduje koenzym tiamin pyrofosfat. Tento koenzym je odvodeny z vitaminu tiaminu (B,). Druhym krokom je redukcia acetaldehydu na

etanol pomocou NADH, v reakcii katalyzovanej alkoholdehydrogenazou. Tento proces regeneruje NAD*:

0
e o H co, 0 EA?ﬂT NAD* OH Sumarna reakcia alkoholoveho kvasenia:
o7 > N\ Nl NPT
Pyruvat T eonol Glukoza + 2 P; + 2 ADP + 2 H* — 2 etanol +2 CO, + 2 ATP + 2 H,0
CH; dekarboxylaza CHz dehydrogenaza CH;
Acetaldehyd Etanol

Pyruvat

2. Laktat sa tvori z pyruvatu v réznych mikroorganizmoch v procese znamom ako mliecne kvasenie. Redukcia pyruvatu pomocou NADH za tvorby laktatu je

katalyzovana enzymom laktatdehydrogenaza:

NADH 0. 0
+ - - ”-’ ’ . ] v Il
.| +H NAD ~c Sumarna reakcia mliecneho kvasenia:
L0 \/ HO—C—H
0" ¢ | Glukéza + 2 P, + 2 ADP —> 2 laktat + 2 ATP + 2 H,0
CHs dehydrogenaza CHs
Pyruvat Laktat

3. V aerébnych podmienkach dochadza k dalSiemu spracovaniu pyruvatu oxidativnou dekarboxylaciou a vzniknuty acetyl CoA vstupuje do citratovho cyklu:

Pyruvat + NAD* + CoA — Acetyl CoA + CO, + NADH + H*

K regeneracii NAD*, potrebnej pre oxidaciu GAP, dochadza prenosom elektronov z NADH na O, v dychacom retazci v mitochondriach.



FERMENTACIA

Kvasenim (fermentaciou) sa ziska iba zlomok energie dostupnej z uplnej oxidacie glukozy.
Preco je tato relativne neucinna metabolicka cesta tak extenzivne pouzivana? Zasadnym dovodom je, Ze pri fermentacii kyslik nie je potrebny.

Schopnost prezit bez kyslika poskytuje mnozstvo variacii zivotného prostredia, ako su pddy, hiboka voda a pory pokozky. Niektoré organizmy, tzv. obligatne
anaeroby, nemdze prezit v pritomnosti O,, ktory je mozno povazovat za vysoko reaktivnu zliceninu.

Napriklad, baktéria Clostridium perfringens, povodca gangrény, alebo Clostridium botulinum, zdroj zvlast nebezpecnej otravy jedlom, su priklady obligatnych
anaerobov.

Kostrové svaly u vacsiny zvierat mézu fungovat anaerdbne pocas kratkych intervalov, napriklad pocas intenzivneho fyzického vykonu. Pri takomto vykone
dochadza k rychlej unave v dosledku zvySenej koncentracie laktatu, ktory vo svaloch vznika.

Zaciato€ny a koncovy bod réznych fermentacii

Hoci sme spomenuli iba alkoholovii a mlieénu fermentaciu, ked koncovymi produktami Glukoza - lakiat
kvasenia su etanola alebo laktat (kyselina mliecna), mikroorganizmy su schopné lé?fgtza : 2?:;2
generovat Siroku Skalu molekul ako kone¢né produkty fermentacie. Etanol o gcetat
Arginin —> oxid uhlicity
V' praxi sa tieto schopnosti organizmov intenzivne vyuzivaju napr. pri vyrobe Pyrimidiny > oxid uhligity
potravinarskych vyrobkov, vratane kyslej smotany, jogurtu, réznych syrov, piva, vina, Puriny —  format
kyslej kapusty. Treonin —  propionat
Leucin —  2-alkylacetat
Fenylalanin —> propionat




GLYKOLYZA — REGULACIA A RIADENIE

Glykolyza ma dvojaku ulohu: degraduje glukozu pricom vytvara ATP a poskytuje stavebné zlizeniny pre syntetické reakcie, ako je tvorba mastnych kyselin. Rychlost
premeny glukozy na pyruvat sa reguluje tak, aby vyhovovala tymto dvom hlavnym bunkovym potrebam. V metabolickych cestach su enzymy katalyzujiuce v podstate
ireverzibilné reakcie potencialnymi miestami kontroly tohto procesu.

V glykolyze su reakcie katalyzované hexokinazou, fosfofruktokinazou a pyruvatkinazou prakticky ireverzibilné. V skutoCnosti tieto enzymy predstavuju kontrolné
miesta glykolytickej drahy.

Regulacia glykolyzy vo svaloch a v peceni.

e Regulacia glykolyzy vo svaloch odraza primarnu funkciu svalov a potrebu ATP na ich funkciu. Primarnym kontrolnym parametrom je energeticky naboj bunky, t.j. pomer
konentracie ATP a AMP.

Fosfofruktokinaza je najddlezitejSim kontrolnym miestom glykolyzy.

ATP sa viaze na Specifické regulacné miesto, ktoré je odlisSné od katalytického miesta.  Znizenie pH tiez inhibuje aktivitu fosfofruktokinazy zvySenim inhibicného
Vazba ATP znizuje afinitu enzymu k fruktéza 6-fosfatu - vysoka koncentracia ATP  UCinku ATP. K poklesu pH méze dojst pocas anaerébnej Cinnosti svalu, ked sa
prevadza hyperbolicku vazbovu krivku fruktoza 6-fosfat na sigmoidnu. produkuje nadmerné mnozstvo kyseliny mliecnej. Inhibicny ucinok chrani sval
pred poskodenim v dosledku akumulacie prilis velkého mnozstva kyseliny.

Nizka [ATP] Hexokinaza je inhibovana produktom reakcie, ktoru katalyzuje, glukézou 6-
fosfatom. Vysoké koncentracie G-6P signalizuju, Zze bunka nepotrebuje
glukozu na tvorbu energie alebo na syntézu glykogénu a glukoza tak ostava v
krvi. Vzostup v koncentracii G-6P je prostriedok, ktorym komunikuje fosfofruk
tokinaza s hexokinazou. Ked je fosfofruktokinaza neaktivna, koncentracia F-

6P stupa a nasledne aj koncentracia G-6P.
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Reak¢na rychlost —

3

1L Pyruvatkinaza je alostericky inhibovana ATP a alaninom (syntetizovany z
[Fruktoza 6-fosfat] | — pyruvatu). Naopak, F-1,6-BP aktivuje pyruvatkinazu.




REGULACIA GLYKOLYZY VO SVALOCH

V pokoji — glykolyza je inhibovana

Glukéza
)
. NS
Hexokinaza
Negativna spatna
’ ) 57b
Glykogén <——  Glukéza 6-fosfat vazba
N
Fruktéza 6-fosfat
PFK
N
Fruktoza 1,6-bisfosfat
N
Vysoky energeticky
N naboj
ATp < ) ATP/AMP

v
\

Fosfoenolpyruvat

ATP % Pyruvatkinaza

Pyruvat

PoCas cviCenia — glykolyza je aktivovana
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Glukoza

Hexokinaza

Glukéza 6-fosfat
Nizky energeticky
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4 q

Laktat
(Sprint)



REGULACIA GLYKOLYZY V PECENI

PeCen ma rozmanitejSie biochemické funkcie ako sval. PeCen udrzuje hladinu glukozy v krvi, uklada glukdzu ako glykogén, ked je glukézy dostatok a uvoltiuje glukozu,
ked je jej nedostatok. Pouziva glukozu na generovanie redukCnej sily pre biosyntézu a podiela sa na syntéze mnozstva zlucenin. Takze aj ked pecen reguluje glykolyzu
podobne ako je to vo svaloch, regulacia glykolyzy v peceni je zlozitejSia.

Fosfofruktokinaza. Regulacia pomocou ATP je rovnaka v peCeni ako vo svale.
Nizke pH nie je metabolickym signalom pre peCefovy enzym, pretoze laktat sa
normalne v peceni nevytvara. Je vSak inhibovana citratom, pocCiatocnym
medziproduktom v citratovom cykle. Vysoka hladina citratu v cytoplazme
znamena, ze biosyntetické prekurzory su v nadbytku, a preto nie je potrebné

odburavat dalSiu glukézu na tento ucel.

Jednym z prostriedkov, pomocou ktorych glykolyza v peCeni reaguje na zmeny
v koncentracii glukozy v krvi, je signalna molekula fruktéza 2,6-bisfosfat (F-
2,6-BP), ktora je silnym aktivatorom fosfofruktokinazy.

100 1 pM F-2,6-BP

80

60 H

40

Relativna rychlost

20

[Fruktoza 6-fosfat] (mM)

2-03POH,C OPO52-

1 pM F-2,6-BP

0O
HO

CH,OH
HO

Fruktoza 2,6-bisfosfat

[ATP] (mM)

Aktivacia fosfofruktokinazy F-2,6-BP. (A) Sigmoidalna zavislost rychlosti od koncentracie substratu sa stava
hyperbolickou v pritomnost 1 uM F-2,6-BP. (B) ATP, pdsobiaci ako substrat, spociatku stimuluje reakciu. Ako sa
koncentracia ATP vvySuje, pdsobi ako alostericky inhibitor. Inhibiény u€inok ATP je zvrateny F-2,6-BP.

Hexokinaza. Hexokinazova aktivita v pe€eni je kontrolovana ako vo svaloch. Avsak
peCen, v ramci svoje] ulohy monitorovania hladiny glukézy v krvi, ma dalsi
Specializovany izozym hexokinazy, tzv. glukokinaza, ktora nie je inhibovana G 6-P.
Glukokinaza fosforyluje glukézu iba vtedy, ked je jej dostatok v ddsledku afinity
glukokinazy ku glukdze, ktora je asi 50-krat nizsia ako v pripade hexokinazy. Ulohou
glukokinazy je poskytnut' G 6-P pre syntézu glykogénu a na tvorbu mastnych kyselin.

Pyruvat kinaza. Existuje niekolko izozymickych foriem pyruvatkinazy u cicavcov: typ L
prevliada v peCeni a typ M vo svaloch a mozgu. L a M formy pyruvatkinazy maju vela
vlastnosti spoloCnych, avSak liSia sa citlivostou na kovalentné modifikacie. Katalytické
vlastnosti L formy - ale nie M formy - su riadené reverzibilnou fosforylaciou. Ked je
hladina krvnej glukdzy nizka, cyklicky sa spusta glukagonom indukovana AMP kaskada,
ktora vedie k fosforylacii pyruvatkinazy, ¢o znizuje jej aktivitu. Tato fosforylacia vyvolana
hormonmi zabranuje spotrebe glukdzy, ked je potrebna pre mozog a svaly.

VYSOKA HLADINA (P NiZKA HLADINA
GLUKOZY - GLUKOZY
V KRVI V KRVI
Fosforylovana
Pyruvatkinaza
< (menej aktivna) }
Fosfoenolpyruvat + ADP + H' @ @ =  Pyruvat + ATP

Fruktéza ATP
1,6-bisfosfat Alanin



Co BY STE MALI VEDIET

Popisat zakladné fazy glykolyzy

Popisat jednotlivé reakcie glykolyzy

Popisat r6zne spbsoby metabolizmu pyruvatu

Spdsoby regulacie glykolyzy



Citratovy (Krebsov) cyklus
3

Pyruvat dehydrogenaza
Jednotlivé reakcie citratoveho cyklu
Regulacia citratoveho cyklu
Glyoxylatovy cyklus



CITRATOVY CYKLUS — CYKLUS TRIKARBOXYLOVEJ KYSELINY (TCA) — KREBSOV CYKLUS

V metabolizme glukozy na pyruvat v glykolyze sa v pripade anaerobneho procesu ziskava iba zlomok ATP dostupného z
celkovej oxidacie glukozy. Vacsina ATP generovaného v metabolizme je ziskana pri aerobnom spracovani glukozy. Tento
proces zacina uplnou oxidaciou derivatov glukozy na oxid uhliCity. Tato oxidacia prebieha v rade reakcii tvoriacich tzv.
cyklus kyseliny citronovej, tiez znamy pod nazvom cyklus trikarboxylovej kyseliny (TCA) alebo Krebsov cyklus.
Cyklus kyseliny citronovej, tiez citratovy cyklus, je poslednou spolocnou cestou oxidacie molekul predstavujucich zdroje
energie - sacharidov, mastnych kyselin a aminokyselin. Po transformacii vstupuje vacsina tychto molekul do Krebsovho

cyklu ako acetyl koenzym A.

Citratovy cyklus je centralnym metabolickym uzlom
bunky. Je to brana ku aerébnemu metabolizmu akejkolvek
molekuly, ktora sa da transformovat’ na acetylovu skupinu
alebo zlozka citratoveho cyklu. Cyklus je tiez ddlezity zdroj
prekurzorov pre stavebné bloky mnohych dalSich molekul,
ako su aminokyseliny, nukleotidové bazy a porfyrin
(organicka zlozka hemu). Zlozka cyklu citronovej kyseliny,
oxaloacetat, je tiez dolezitym prekurzorom glukozy.

G
( Oxaloacetat )
C4 Ce
NADH NADH
CO,

FADH, Cs

ATP NADH

Cy Co,

Citratovy cyklus oxiduje dvojuhlikové jednotky, ktoré produkuju dve molekuly CO,,
jednu molekulu ATP a ,vysoko-energetické“ elektrony vo forme NADH a FADH,.



CITRATOV CYKLUS — HISTORICKY EXKURZ

Albert Szent-Gyorgyi — pripisuje sa mu prva izolacia vitaminu C a objavenie zloziek a reakcii
Citratoveho cyklu.

Sir Hans Adolf Krebs - je znamy predovsetkym vdaka objavom dvoch délezitych sekvencii
chemickych reakcii, ktoré prebiehaju v bunkach [udi a mnohych dalSich organizmov, a to cyklu
kyseliny citronovej a mocovinového cyklu.

Albert Szent-Gyorgyi (1893-1986)
Nobelova cena za Fyziologiu a medicinu
v roku 1937.

The manuscript proposing the citric acid
cycle vwas submitted for publication to
MNature but was rejected in June 1937 That
same year it was published in Enzymologia.
Dr. Krebs proudly displayed the rejection
letter throughout his career as
encouragement for young scientists.

“The editor of NATURE presents his
compliments to Dr. H. A. Krebs and regrets
that as he has already sufficient letters to fill
the correspondence columns of NATURE for
seven or eight weeks, it is undesirable to
accept further letters at the present time on

account of the time delay which must occur Sir Hans Adolf Krebs (1900-1981) William Arthur Johnson (1913-77)

o thlf'l; publication. : Nobelova cena za Fyzioldgiu a medicinu PhD $tudent v laboratoriu Prof. Krebsa,
r. Krebs does not mind much delay i X i . L

the editor is prepared to keep the letter until v roku 1953. ktory sa vyznamnym spésobom podielal

the congestion is relieved in the hope of na popise citratového Cyk|u_

making use of it

He returms it now, in case Dr. Krebs
prefers to submit it for early publication to
another periodical”




CITRATOV CYKLUS — PRVA FAZA BUNKOVEHO DYCHANIA

Citratovy cyklus v spojeni s oxidativnou fosforylaciou poskytuje energiu vyuzivanu aerébnymi bunkami - u fudi, je to viac ako 90%.

Citratovy cyklus Oxidativna fosforylacia
( N )
Mastné H+
: Acetyl CoA
kysel
yseliny ADPP A arp
Glukéza RN | T |Matrix
Amino
kyseliny : A{P 2 CO, 20, | 4H,0
NADH _ \ / > Proténovy Vnutorna
FADH, Elektronovy transportny  9radient mitochondrialna
retazec (~36 HY) membrana
M |
_+_
- AN H J

Bunkové dychanie. Citratovy cyklus predstavuje prvy stuperi v bunkovom dychani, premiestnenie ,vysoko-energetickych* elektronov z molekil
obsahujucih uhik apredstavujucich zdroj energie do NADH a FADH, (vlavo). Tieto elektrony redukuju O, a vytvaraju protonovy gradient na vnutorne
mitochondtialnej membrane v eukaryotoch alebo cytoplazmatickej membrane v baktériach (Cervena cesta), ktory sa pouziva na syntézu ATP (zelena

cesta). Redukcia O, a syntéza ATP predstavuju oxidativnu fosforylaciu.



PYRUVAT DEHYDROGENAZA SPAJA GLYKOLYZU S CITRATOVYM CYKLOM

Sacharidy, predovSetkym glukdza, sa spracovavaju glykolyzou na pyruvat. Za
aerobnych podmienok je pyruvat transportovany do mitochondrii Specifickym
nosicom zabudovanym do mitochondrialnej membrany. V mitochondrialne
matrici je pyruvat oxidacne dekarboxylovany v komplexe pyruvatdehydrogenazy
za vzniku acetyl CoA:

Pyruvat + CoA + NAD* — Acetyl CoA + CO, + NADH + H*

Glukéza
Glykolyza

Tato ireverzibilnd reakcia spaja lr
glykolyzu s citratovym cyklom. 4 PyruvAt )
Komplex pyruvatdehydrogenazy
produkuje CO, a zachytava - CO,
vysoko-energetické elektrony vo N 2
forme NADH. Reakcia pyruvat- l'
dehydrogendzy ma teda vela Acetyl CoA

M oy

kfGCovych znakov spolo¢nych s
reakciami samotného citratové-
ho cyklu.

Citratovy
cyklus
(TCA) 2 CO,

ATP

Komplex pyruvatdehydrogenazy je vysoko integrovany komplex troch odliSnych
enzymov. Pyruvatdehydrogenazovy komplex je clenom rodiny homolognych
komplexov, ktoré zahfhaju komplex enzymu o-ketoglutaratdehydrogenazy z
citratového cyklu. Tieto komplexy su obrovské, vacsie ako ribozémy, s molekulovou
hmotnostou v rozmedzi od 4 miliénov do 10 miliénov Daltonov.

Ezoiﬁ)‘ﬂxx\\\
.
(

)/_J\ Ej(a2B2)

Schematické znazornenie komplexu pyruvat-
dehydrogenazy. Jadro transacetylazy (E2) je
zobrazené  Cervenou farbou, zlozka
pyruvatdehydrogenazy (E1) v Zltej farbe a
dihydrolipoyl ~ dehydrogendaza (E3) je
oznacCena zelenou farbou.

E;(as)

Pyruvatdehydrogenazny komplex z E.coli

Enzym Skratka  PoCet Prosteticka Katalyzovana reakcia
refazcov  skupina
Pyruvat dehydrogenazna E1 24 TPP Oxidativna dekarboxylacia pyruvatu
zlozka
Dihydrolipoyl E2 24 Lipoamid  Prenos acetylovej skupiny do CoA
transacetylaza
Dihydrolipoyl Es 12 FAD Regeneracia oxidovanej formy

dehydrogenaza lipoamidu




MECHANIZMUS PREMENY PYRUVATU NA ACETYL COA

Premena pyruvatu an acetyl CoA vyzaduje ucast troch enzymov pyruvatdehydrogenazneho komplexu a pat koenzymov:
tiamin pyrofosfat (TPP), lipoovéa kyselina, FAD ako katalyticky kofaktor, CoA a NAD* ako stechiometrické kofaktory, t.]. kofaktory sluziace ako substrat.

NH; H
/ . +’f-//[ _ ay
N // - N ‘S \\\\
)\ ‘ /O >~ i/
<C N &_/ \““ - RS _OH
o)
Tiamin pyrofosfat (TPP) Lipoova kyselina
Konverzia pyruvatu na acetyl CoA pozostava z troch krokov:
(1) dekarboxylacie, (2) oxidacie a (3) prenosu acetylove] skupiny na CoA:
0 0 0
H CO, ‘_ 2e H+ CoA \‘
C 0 C f C C
H.C~ >c” _ > HiC~ HC~ N H:C~ >S—CoA
| —  Dekarboxylacia Oxidacia Prenos na CoA

0]
Pyruvat Acetyl CoA



(1) DEKARBOXYLACIA PYRUVATU

Pyruvat reaguje s TPP a dekarboxylacia vedie k vzniku hydroxyetyl-TPP. Tato reakcia je katalyzovana zlozkou pyruvatdehydrogenazneho (E,) multienzymového

komplexu, TPP je prostetickou skupinou tohto komplexu:

H-.C / a ? H-C /R |
3 + Ny 2H 3 +
— = C L N H O H
| 0 — | Vi
| .|| AN s \,C—o \ | ||| A\ \C.f + co,

Karbanién TPP Pyruvat Hydroxyetyl-TPP

Mechanizmus dekarboxylaznej reakcie E;:

R R O R Q\\ N
H3C\ fN/'l' H+ H3C + C_O_
\ N |
|| ||| A\ f | > \\ S C LD L@ ; \4\> 4
R s
TPP Karbanion Pyruvat Adic¢ny produkt
Rr ! RF
HsC / HsC R H3C /
_,/N 0 H N + — N+ H OH
N

|| I\[ >:(:f —> H \>;C_
R/\S \CHS

Rezonanéné formy hydroxyetyl-TPP

R/\S \chis

Hydroxyetyl-TPP

Kfu€ovou vlastnostou TPP je to, ze
atom uhlika medzi dusikom a atomom
siry v tiazolovom kruhu je ovela viac
kysly ako vacSina skupin =CH- s pK,
hodnotou blizko 10. (1) Toto uhlikové
centrum sa ionizuje a vytvara
karbanion. (2) Karbanion fahko reaguje
s karbonylovou skupinou pyruvatu. (3)
Po tejto adicii nasleduje dekarboxylacia
pyruvatu. Pozitivne nabity kruh TPP
funguje ako ,nasavaC elektronov”
(,electron sink®), ktory stabilizuje
zaporny naboj, ktory sa vytvori na
tiazolovom kruhu % dosledku
dekarboxylacie. (4) Protonacia vedie k
vzniku hydroxyetyl-TPP.



(2) OxIDACIA A (3) TVvORBA ACETYL COA

(2) Oxidacia. Hydroxyetylova skupina pripojena k TPP sa oxiduje za vzniku acetylovej skupiny, pricom sa sucasne prevadza na lipoamid, derivat kyseliny lipoovej, ktory je
spojeny s boénym retazcom lyzinového zvySku pomocou amidove] vazby. Tento prenos vedie k vytvoreniu energeticky bohatej tioesterovej vazby. Oxidantom v tejto reakcii
je disulfidova skupina lipoamidu, ktora je redukovana na svoju disulfhydrylovu formu. Tato reakcia, tiez katalyzovana zlozkou E, pyruvatdehydrogenazy, poskytuje

acetyllipoamid. R, R,

HS—
/N+ /N+ \)
|| N\ T\ ||- \ /
> C + > + HzC / . 0
SE H “ge H |
Hydroxyetyl-TPP Lipoamid Karaniéon TPP Acetyllipoamid H
(3) Tvorba Acetyl CoA. Acetylova skupina z acetyllipoamidu je prenesena na CoA za tvorby acetyl CoA. Tuto reakciu katalyzuje Lysinovy |
dihydrolipoyltransacetylaza (E,): botny retazec
HS—
0 HS—
N\ I \
S PR J HN
CoA—SH + HC._ 77— ——> CoA—S CHy + HS\/
C H ™ ©
H "Rrr
Koenzym A Acetyllipoamid Acetyl CoA Dihydrolipoamid
V poslednom kroku sa oxidovana forma lipoamidu regeneruje dihydrolipoyldehydrogeazou (E,). Dva elektrony sa prenesu do FAD
prostetickej skupiny enzymu a potom na NAD*. o
‘__\ ST\ \
+ FAD —— \ %+ FADH; 4—» FAD + NADH + H* 5—S
HSE¥ SHH_/ Reaktivna disulfidicka vazba
- X R’ Tento prenos elektronov z FAD do NAD* je neobvykly, pretoze beznou tlohou FAD je Lipoamid

prijimat’ elektrony z NADH. Potenciél elektronového prenosu z FAD je zvySeny jeho
Dihydrolipoamid Lipoamid chemickym prostredim v enzyme, ktory mu umozZriuje prenos elektronov na NAD*.



REAKCIE PYRUVATDEHYDROGENAZNEHO KOMPLEXU

Lipoamidova
doména

Lipoamid

/ ' Doména \n

/ interagujuca ;
: s E, zlozkou i
2N

Transacetylazova
doména

Struktdra jadra transacetylazy (E,). Kazda Gervena gula predstavuje trimér
troch podjednotiek E,. Kazda podjednotka sa sklada z troch domén: doména
viazuca lipoamid, mala doména pre interakciu s E; a velka transacetylazova
katalytickd domeéna. Transacetylazova doména ma tri identické podjednotky, z
ktorych jedna je zobrazena Cervenou farbou a ostatné su zobrazené bielou
farbou.

Pyruvat co,

TPP H OH "\ "’ "
PP—C 5 Tz: <
® @ CH,
CH,
EI %
5 5 5—5

?
op . o o
5—5

Acetyl CoA CoA

Reakcie pyruvatdehydrogenazneho komplexu. (1) Pyruvat je dekarboxylovany za vzniku hydroxyetyl-
TPP. (2) Lipoamidové rameno E, sa presunie do aktivneho miesta E,. (3) E, katalyzuje prenos
dvojuhlikovej skupiny na lipoamid za vzniku komplexu acetyl-lipoamid. (4) E, katalyzuje prenos
acetylovej Casti na CoA za vzniku produktu Acetyl CoA. Rameno dihydrolipoamidu sa potom prehupne na
aktivne miesto E;. E; katalyzuje (5) oxidaciu kyseliny dihydrolipoamidovej a (6) prenos protonov a
elektronov na NAD* na dokoncCenie reakéného cyklu.



CITRATOVY CYKLUS — 1.KROK

Citratsyntaza tvori citrat z oxaloaetatu a acetyl koenzymu A:

CH / HO—C—C00"~
HsC
—ooc// ? | CH,
CH, “00C
~00C
Oxaloacetat Acetyl CoA Citryl CoA Citrat

Tato reakcia - aldolovda kondenzacia nasledovana
hydrolyzou, je katalyzovana enzymom citratsyntazou.
Oxaloacetat najskér kondenzuje s acetyl CoA za vzniku
citryl CoA, molekuly, ktora je energeticky bohata, pretoze
obsahuje tioesterovu vazbu. Hydrolyza tioesteru Citrylu
CoA na citrat a CoA zenie celkovu reakciu v smere syntézy
Citratu. V podstate hydrolyza tioesteru umoznuje syntézu
novej molekuly z dvoch prekurzorov.

Syntaza - enzym katalyzujici
synteticku reakciu, v ktorej su
dve jednotky spojené zvycCajne
bez priamej uCasti ATP (alebo
iného nukleozidtrifosfat).

Pretoze kondenzaciou acetyl CoA a oxaloacetatu sa iniciuje citratovy cyklus, je velmi dolezité, aby sa zabranilo vedlajSim neZiaducim reakciam. PredovSetkym hydrolyza acetyl CoA na
acetat a CoA musi byt minimalizovana. Citrat syntaza vykazuje sekvencnu, usporiadanu kinetiku: najskér sa viaze oxaloacetat a potom acetyl CoA. Dévod usporiadanej kinetiky je ten, Ze
oxaloacetat indukuje konformacnu zmenu, ktora vedie k vytvoreniu vazbového miesta pre acetyl CoA. Vazba oxaloacetatu prevadza otvorenu formu enzymu na uzavrett formu, ¢o

pripomina konformacnu zmenu hexokinazy indukovanu vazbou glukdzy.

Vazobné miesto
pre oxaloacetat



CITRATOVY CYKLUS — 1.KROK

Teraz je mozné pochopit, ako je zabranené zbytoCnej hydrolyze acetyl CoA. Citratsyntaza je vhodna na hydrolyzu citryl CoA, avSak nie acetyl CoA. Ako sa tato
diskriminacia dosahuje? Predovsetkym acetyl CoA nenaviaze na enzym, kym nie je naviazany v aktivnom mieste oxalacetat a pripraveny na kondenzaciu. Po druhé,

katalytické zvySky rozhodujuce pre hydrolyzu tioesterovej vazby nie su vo vhodnej pozicii, kym sa nevytvori citryl CoA. Rovnako ako u hexokinazy a tribzafosfatizomerazy,
indukovany fit zabrafuje neziaducej vediajSej reakci.

H H
N —_ N -~ -~ H\ _//
/i ) Vi \ N—
i + His 320 \ + A\
. - ol II'\ "/‘
Asp 375 R
N N @ N’
I —_— 7 — 5 0.‘.‘_‘_—-.._ P
H ) 0 :'."_I - H D"'——_.':_'_v’ "'T
Co0 - \ T\ €00 - CO0
0— 0 v 0 H 0
0—C H HH’ r- 0=C N HH 0—C._ c HH
< | ~c” “CH
CH T/ CHy N\ ® _ CH,
» c — — 00C e
00C oA ©) 00C L 07 S.Coh
. . e Co
Oxaloacetate :.) >-CoA [I) >-(oA !
pH Acetyl CoA H .-
Hi5274“ > H S —
N N-_ N .
Substratovy komplex Enolovy medziprodukt Komplex Citryl CoA

Mechanizmus syntézy citryl CoA pomocou citratsyntazy. (1) V substratovom komplexe (viavo), His 274 poskytne proton na karbonylovy kyslik Acetyl CoA na podporu
odstranenia metylového protonu pomocou Asp 375 za vzniku enolového medziproduktu (stred). (2) Oxaloacetat je aktivovany prenosom protonu z His 320 na jeho
karbonylovy uhlikovy atém. (3) Enolova forma Acetyl CoA napda karbonylovy uhlik oxaloacetatu za vzniku vazby uhlik-uhlik spajajucej acetyl CoA a oxaloacetat. His 274
je reprotonovany. Vytvori sa citryl CoA a His 274 sa znovu zuCastiuje ako donor protonov v procese hydrolyzy tioesteru (nezobrazené), Cim sa ziska citrat a CoA.



CITRATOVY CYKLUS — KROKY 2, 3 A 4

(2) Citrat je izomerizovany na izocitrat enzymom akonitazou:

COO0~ COO~
H—C—H 10 -00Cc. H H,0 H—C—OH
g
C \
“00C—C—O0H I “00C—C—H
C
CH, “00C~  CHs CH,
CoO0- COO0- CoO-
Citrat cis-Akonitat Izocitrat

(4) Sukcinyl koenzym A je tvoreny oxidativnou dekarboxylaciou
o-ketoglutaratu:

- CoA—S.
UUCMM P 0 . f:r.’[)
[ T
CH
| 2 4+ NAD* + CoA —— |
i [
COO~ CO0~
a-Ketoglutarat Sukcinyl CoA

+ CO2 + NADH

(3) Izocitrat je oxidovany a dekarboxylovany na a-ketoglutarat izocitrat dehydrogenazou:

CDD'
NAD*  NADH + H* ~00C.__ co, ~0oC._ _O
OOC—C—H OOC—C—H ‘CHE
CO0O~ CO0- Co0O~
Izocitrat Oxalosukcinat a-Ketoglutarat

Tato reakcia je katalyzovana komplexom o-ketoglutaratdehydrogenazy zlozenom z 3
druhov enzymov, ktoré su homoldgne s komplexom pyruvatdehydrogenazy. Oxidacna
dekarboxylacia a-ketoglutaratu sa v skutocnosti velmi podoba oxidacnej dekarboxylacii
pyruvatu:

Pyruvat + CoA + NAD+ ~—Pyruvatdehydrogenazny,,  Acety| Coa + CO, + NADH + H*

komplex

a-Ketoglutarat + CoA + NAD* —zramcodar___, gykcinyl CoA + CO, +NADH

dehydrogenazny komplex

Obidve reakcie zahfiiaju dekarboxylaciu o-ketokyseliny a naslednu tvorbu tioesterovej

vazby s CoA, ktora ma vysoky prenosovy potencial. ReakCné mechanizmy su upine
analogickeé.



CITRATOVY CYKLUS — KROK 5

ZluCenina s vysokym potencialom prenosu fosforylovej skupiny je generovana zo Sukcinyl koenzymu A. Sukcinyl CoA je energeticky-bohata tioesterova zlUceina.
Hodnota AGY hydrolyzy sukcinyl CoA je priblizne -33.5 kJ/mol, o je porovnatelné s hodnotou AG® hydrolyzy ATP, -30.5 kJ/mol.
Stiepenie tioesterovej vazby sukcinyl CoA je spojené s fosforylaciou purinového nukleoziddifosfatu, obvykle ADP. Tato reakcia, ktora je reverzibilna, je katalyzovana

sukcinyl CoA syntetazou (sukcinat tiokinaza):

COA—S\\ 0
~c” Co0-
(‘:Hz CH,
+ P, + ADP —— + CoA + ATP 0 _[-S—CoA
CH, CH, c\ 2
CH,™ ™0 0
COO- CO0- I o
Sukcinyl CoA Sukcinat too- MO
Sukcinyl

CoA
Tato reakcia je jedinym krokom v citratovom cykle, ktora priamo

vedie k zluCenine s vysokym potencialom prenosu fosforylu. U
cicavcov existuju dve izozymické formy enzymu, jedna
Specificka pre ADP a druha pre GDP.

Enzym nukleozid difosfokinaza, ktory katalyzuje reakciu:

GTP + ADP <—= GDP + ATP

CoA

coo~

Sukcinyl |
fosfat T 0>
0o _2- 0. 7
OO e p
f|3 ~ P~——N""“\H Co0- G ONTHNWH
0] \—/ Sukcinat — /
CH, ~( \
| \ 4” \ .
CH, : ‘
aelon @ @
HN__ N
_( +) 2- - |
NN /O N \\ N
o —
0 @ ATP
O ADP

Reakény mechanizmus sukcinyl CoA syntetazy. Reakcia prebieha cez fosforylovany medziprodukt enzymu.

umoznuje prenos vy fosforylovej skupiny z GTP na ATP a takto
prispdsobuje koncentraciu GTP alebo ATP podla potreby
bunky.

(1) Ortofosfat vytesriuje CoA za vzniku dalSej energeticky bohatej zluCeniny, sukcinylfosfatu. (2) Zvysok histidinu
odstranuje fosforylova skupinu za vzniku sukcinatu a fosfohistidinu. (3) Fosfohistidinovy zvySok sa nasledne
prepne na viazany nukleozid difosfat a (4) fosforylova skupina sa prenesie za vzniku nukleozidu trifosfatu.



CITRATOVY CYKLUS — KROKY 6, 7 A 8

Oxaloacetat sa regeneruje oxidaciou sukcinatu:

COO~ FAD FADH, COO~ NAD* NADH + HT
H. CoO~ HO | - 0.___-C00"
H—C—H ‘“‘“ﬁ" \_  HO—C—H f
H—C—H C H—C—H H—C—H
-ooc” H | |
CO0- COO- COO~
Sukcinat Fumarat Malat Oxaloacetat

Reakcie tvoria metabolicky motiv, ktory sa vyskytuje aj pri syntéze a degradacii mastnych kyselin, ako aj pri degradacii niektorych
aminokyselin. Metylénova skupina (CH,) sa meni na karbonylovu skupinu (C=0) v troch krokoch: oxidacii, hydratacii a dalSej oxidacii.
Oxaloacetat sa tymto regeneruje pre dalSie kolo cyklu. Sukcinat sa oxiduje na fumarat pomocou sukcinatdehydrogenazy.

Sukcinatdehydrogenaza sa liSi od ostatnych enzymov v citratovom cykle tym, Ze je vlozena do vnutornej mitochondrialnej membrany.
Tento enzym je priamo spojeny s elektronovo-transportnym retazcom, ktory tvory spojenie medzi citratovym cyklom a tvorbou ATP.
FADH, produkovany oxidaciou sukcinatu neodisociuje od enzymu, na rozdiel od NADH produkovaného pri inych oxidacno-redukcnych
reakciach v citratovom cykle. Namiesto toho sa dva elektrony prenasaju z FADH, priamo do zeleznato-sirnatych klastrov v enzyme,
ktory nasledne prenasa elektrony na koenzym Q (CoQ).



CITRATOVY CYKLUS — ZHRNUTIE

Coo-
Sumarna reakcia citratového cyklu je nasledovna: ﬁ CoA éHz
H:g'D + |
H:C s.con -00C—C—OH
| COO-
+ . 7 i CH> |
Acetyl CoA + 3INAD "™ + FAD + ADP + P; + 2H,0O — o CO0- Citrat é Akonitaza H—C—OH
B syntaza =
2 CO, + 3NADH + FADH, + ATP + 2H" + CoA < / 0OC—
Citrat
CH» (IL‘H-,;
COo0- ~ NAD*
NADH + H* Ccoo
Oxaloacetat Izocitrat
Malat Izocitrat
dehydrogenaza dehydrogenaza
NAD* NADH + CO2
-00C._ _
COO- ~c?
' ¢
HD—|C—H H»
|CH2 HZ
COO- COO-
Malat o-Ketoglutarat
a-Ketoglutarat NAD* + CoA
Fumariza dehydrogenazny
komplex
CoA-=S5. o«
H,0 4 Coo- T NADH + CO,
cl |CH2
R oy Sukcinat Sukcinyl CoA CH,
DDE |:I dehydrogenaza (|:DD— syntetaza / (|:OD‘
umarat CH2 ,7/4 Sukcinyl CoA
FADH; CH; ADE + By
ATP
b 00- + CoA

Sukcinat



CITRATOVY CYKLUS - ZHRNUTIE

Reakcie citratového cyklu

Krok  Reakcia Enzym Typ reakcie Prosteticka AGY
skupina (kJ/mol)
1 Acetyl CoA+Oxaloacetat+H,O — Citrat+CoA+H*  Citratsyntaza Kondenzacia 314
2a  Citrat <> cis-Akonitat+H,0 Akonitaza Dehydratacia Fe-S +8.4
2b  cis-Akonitat+H,0 <> Izocitrat Akonitaza Hydratacia Fe-S -2.1
3 Izocitrat+NAD* <> a-Ketoglutarat+CO2+NADH  Izocitrat dehydrogenaza Dekarboxylacia+oxidacia -8.4
4 a-Ketoglutarat+NAD*+CoA <> a-Ketoglutarat Dekarboxylaciatoxidacia Lipoova kyselina, -30.1
Sukcinyl COA+CO2+NADH  dehydrogenazny komplex FAD,TPP
5  Sukcinyl CoA+Pi+ADP <> Sukcinat+ATP+CoA  Sukcinyl CoA syntetaza Fosforylacia na substratove; -3.3
urovni

6  Sukcinat+FAD < Fumarat+FADH; Sukcinat dehydrogenaza Oxidacia FAD, Fe-S 0
7/ Fumarat+H20 <> L-malat Fumaraza Hydratacia -3.8
8  L-malat+NAD* «> Oxaloacetat+NADH+H* Malat dehydrogenaza Oxidacia +29.7




CITRATOVY CYKLUS — KONTROLNE MECHANIZMY

Citratovy cyklus je poslednou spoloCnou cestou pre aerobnu oxidaciu molekul predstavujucich zdroje energie. Navyse, tento
cyklus je dolezitym zdrojom stavebnych blokov pre mnozstvo biomolekul. V sulade s tymito funkciami citratoveho cyklu ako
metabolického uzla bunky su vstup do cyklu ako aj jeho rychlost riadené v niekolkych fazach.

Glukoza

f

’

Pyruvat
Pyruvat
dehyrogenazny
komplex
Od glukézy po acetyl CoA.
Acetyl CoA Syntéza acetyl CoA pyruvatom

dehydrogenaznym komplexom
t je nezvratny klUCovy krok v
metabolizme glukdzy.

Cco, Lipidy



CITRATOVY CYKLUS — KONTROLNE MECHANIZMY

Tvorba acetyl CoA z pyruvatu je nezvratny krok u zivocCichov, ktoré nie su schopné premienat acetyl CoA spat’ na glukézu. Oxidacna dekarboxylacia pyruvatu na acetyl
CoA sposobuje, ze glukdza sa oxiduje v citratovom cykle na CO,, alebo sa vzniknuty acetyl CoA zabudovéva do lipidov. Aktivita enzymov v pyruvatdehydrogenaznom
komplexe (PDH) je preto prisne regulovana. Vysoké koncentrécie reakCnych produktov inhibuju reakciu: acetyl CoA inhibuje transacetylazovu zlozku (E,) priamou vazbou,
zatial co NADH inhibuje dihydrolipoyl dehydrogenézu (E,). Vysoké koncentracie NADH a acetyl CoA informuju enzym, Ze boli spinené energetické potreby bunky alebo
do3lo k degradacii mastnych kyselin na tvorbu acetyl CoA a NADH. V obidvoch pripadoch nie je potrebné metabolizovat pyruvat na acetyl CoA. Uginkom tejto inhibicie je
Setrenie glukdzy, pretoze vacsina pyruvatu sa ziskava z glukdzy glykolyzou.

Klicovy prostriedok na regulaciu komplexu v eukaryotoch je kovalentna modifikacia enzymov. Fosforylacia pyruvatdehydrogenazy, zlozka (E,), pyruvatdehydrogenazovou
kinazou | (PDK) vypina Cinnost tohto komplexu. Deaktivacia je reverzibilna za ucasti enzymu pyruvat dehydrogenazna fosfataza (PDP).

ENERGETICKY NABOJ
(A) VYSOKY (B) NiZKY
Pyruvat Pyruvat ATP ADP

U /‘ @
NAD" NAD" . - ®
& — Kinaza I

PDH PDH
Neaktivny
) PDH
NADH
‘ NADH " Fosfataza
Acetyl CoA Acetyl CoA x _—
@ ADP <, X ATP @ ADP ~, X / \
T T P, H,0
e e
Odozva PDH na energeticky naboj. PDH je regulovany tak, aby reagoval na energeticky Regulacia pyruvatdehydrogenazy je komplexna. Specifickd kindza fosforyluje a
naboj bunky. (A) PDH je inhibovany svojimi bezprostrednymi produktmi, NADH a Acetyl deaktivuje PDH a fosfataza aktivuje PDH odstranenim fosforylovej skupiny. Kinaza a

CoA, rovnako akokoneénym produktom bunkového dychania, ATP. (B) PDH je aktivovany fosfataza su taktiez vysoko regulované enzymy.
pyruvatom a ADP, ktoré inhibuju kinazu fosforylujucu PDH.



CITRATOVY CYKLUS — KONTROLNE MECHANIZMY

Pyruvat

——_ O ATP, acetyl CoA,
NADH

® ADP, pyruvat

Acetyl CoA
Oxalo-
acetat
Citrat
Malat
Izocitrat
. © ATP
Fumarat —~— " NADH
@ ADP
Sukcinat a-Ketoglutarat
Sukcinyl \ (© ATP, succinyl
CoA CoA,

NADH

Citratovy  cyklus je regulovany primarne
koncentraciou ATP a NADH. Klucovymi
kontrolnymi bodmi su enzymy lzocitrat dehydro-

genaza a a-Ketoglutarat dehydrogenaza.

Primarne kontrolné body su alosterické enzymy izocitrat dehydrogenaza a a-
ketoglutarat dehydrogenaza, prvé dva enzymy v cykle, kioré sa podielaju na
generovani ,vysoko-energetickych® elektronov.

Pouzitie tychto enzymov ako kontrolnych bodov vedie k integracii citratovho cyklu s
iInymi cestami a zdo6raznuje ustrednu ulohu tohto cyklu v metabolizme. Napriklad
inhibicia izocitratdehydrogenazy vedie k hromadeniu citratu, pretoze vzajomna
premena izocitratu a citratu je reverzibilna za intracelularnych podmienok. Citrat sa
moOze transportovat do cytoplazmy, kde signalizuje fosfofruktokinaze zastavenie
glykolyzy a kde méze sluzit ako zdroj acetyl CoA pre syntézu mastnych kyselin.
o-ketoglutarat, ktory sa hromadi, ked a-ketoglutarat dehydrogenaza je inhibovana,
mOze sa pouzit ako prekurzor niekolkych aminokyselin a purinovych baz.

V' mnohych baktériach je riadeny aj vstup dvojuhlikovych fragmentov do cyklu.
Syntéza citratu z oxaloacetatu a acetyl CoA je dolezitym kontrolnym bodom v tychto
organizmoch. ATP je alostericky inhibitor citratsyntazy. Uginkom ATP je zvy3enie
hodnoty K, pre acetyl CoA. Ked sa teda zvysi hladina ATP, menej enzymu je
nasyteného acetyl CoA, Cim sa tvori menej citratu.



CITRATOVY CYKLUS — ZDROJ BIOSYNTETICKYCH PREKURZOROV

Biosyntetické ulohy Citratovho cyklu:

Glukoéza

Pyruvat
Iné r
aminokyseliny, \
puriny, Acetyl CoA
pyrimidiny /
‘ Oxaloacetat ‘\
Aspartat & of Citrat
, Mastné kyseliny,
steroly
k / Puriny
Sukcinyl o-Ketoglutarat ‘
CoA
g . Y] Iné
Porfyriny, V 4

hem, chlorofyl

aminokyseliny

-

Glutamat

Glukéza
@®
Pyruvat ] _
Pyruvat Mastné kyseliny
karboxylaza Y
Acetyl con & @ Aktivne drahy:
- (1) Glykolyza
Oxaloacetat — (2) Citratovy cyklus
4 Citrat (3)  Oxidativna fosforylacia
P (4) Oxidacia mastnych kyselin
@
4 Nizka [ATP]

» /

‘ - r
Sukcinyl a-Ketoglutarat

CoA Cummum

/@

CO, + H,0

Ak je energeticky naboj vysoky, oxaloacetat sa prevadza na
glukdzu. Ak je energeticky naboj nizky, oxaloacetat vchadza do
citratovho cyklu. Syntéza Oxaloacetatu karboxylaciou pyruvatu
je prikladom anaplerotickej reakcie (anaplerotic - z gréctiny -
znamena ,naplnit sa“), t.J. reakcie, ktora vedie k syntéze alebo
doplneniu zloziek metabolickej drahy. KedZze citratov cyklus je
cyklicky, jeho doplnenie moéze nastat ktorymkolvek
medziproduktom.



GLYOXYLATOVY CYKLUS

Acetyl CoA CoA

+ Hz0 \_‘/
CO0~

/ d_Citrét_—__Ha“* |

0 CoO- syntaza CH;
. {|: 00C—C—OH
CH, CH;
CO0~ coo-
NADH + H* .\ Oxaloacetat Citrat
| et Akonitaza
ala
dehydrogenaza \
MAD- \'
(liCllD‘
\ oo H—C—OH
Ho—rl:—H -00C—C—H
éHz T
f!:DD‘ 00"
Malst Izocitrat
' Izocitrat
Malat lyaza
syntaza
oolon / \‘ Tno_
CoA - | CH-
0 (|:H:e
Acetyl CoA Glyoxylat
+ 1,0 yoxy CoO0-

Sukcinat

Sumarna reakcia Glyoxylatoveho cyklu je nasledovna:

2 Acetyl CoA + NAD* + 2 H,0 — Sukcinat + 2 CoASH + NADH + H*

Glyoxylatovy cyklus umoziuje rastlinam a niektorym mikroorganizmom
rast na acetate, pretoze cyklus obchadza dekarboxylacné reakcie v
citratovom cykle. Reakcie tohto cyklu su rovnaké ako v citratovom cykle
okrem tych, ktoré su katalyzované enzymami izocitrat lyazou a malat
syntazou, ktoré su oznacené obdlznikmi modrej farby.



GLYOXYLATOVY CYKLUS — UMOZNUJE RASTLINAM A BAKTERIAM RAST NA ACETATE

Acetyl CoA, ktory vstupuje do citratovho cyklu ma iba jeden osud: oxidaciu na CO, a H,0.

Vacsina organizmov tak nemoéze premienat’ acetyl CoA na glukozu, pretoze aj ked sa Oxaloacetat, klucovy
medziprodukt syntézy glukozy, vytvara v citratovom cykle, dve dekarboxylacie, ktoré prebiehaju pred regeneraciou
oxaloacetatu vylucuju moznost premeny acetyl CoA na glukozu.

V rastlinach a v niektorych mikroorganizmoch existuje metabolicka cesta, ktora umoznuje premenu acetyl CoA
generovaného z tukovych zasob na glukozu. Tato cesta, ktora sa nazyva glyoxylatovy cyklus, je podobna citratovému
cyklu, ale obchadza dva dekarboxyladné kroky citratového cyklu. Dalsi déleZity rozdiel je v tom, Ze dve molekuly acetyl
CoA vstupia poCas jedného kola glyoxylatového cyklu v porovnani s jednym acetyl CoA v citratovom cykle.

V rastlinach tieto reakcie prebehaju v Specifickych organelach — glyoxyzémoch. Tento cyklus zabezpeCuje cukrami
semena pocas ich kliCenia az do Casu kym nie su schopné zacCat fotosyntézu. Glyoxylatovy cyklus tak poskytuje
rastlinacm vacsiu univerzalnost z hladiska vyuzitia molekuly acetyl CoA ako prekuzora pre glukozu a iné biomolekuly.



Co BY STE MALI VEDIET

Popisat vznik acetyl CoA z pyruvatu

Popisat reakcie citratoveho cyklu

Uviest spdsoby regulacie citratoveho cyklu

Charakterizovat' glyoxylatovy cyklus



Membrany - Zakladné vilastnosti.
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Biologické membrany — vlastnosti
Mastné kyseliny
Fosfolipidy, glykolipidy a cholesterol
Struktura biologickych membran
Dynamika biologickychmembran



BIOLOGICKE MEMBRANY

Hranice vSetkych buniek su definované biologickymi membranami. Tieto bariéry brania molekulam generovanym vo vnutri
bunky uniku a neziaducim molekulam difuzii dovnutra buniek. Biologické membrany vsak obsahuju aj transportné systémy,
ktoré umoznuju bunke prijimat Specifické molekuly a odstranovat neziaduce. Takéto transportné systémy urcuju dolezitu
vlastnost membran - selektivnu permeabilitu.

Membrany su dynamicke struktury, v ktorych su proteiny zabudované do lipidovej dvojvrstvy. Lipidove zlozky membran tvoria
bariéru pre transport molekul cez membranu a proteinove zlozky pdsobia ako transportné systéemy pump a kanalov, ktoré
umoznuju vybranym molekulam vstup do a vystup z bunky.

Okrem vonkajSej bunkovej membrany (nazyvanej plazmaticka membrana) eukaryotické bunky obsahuju aj vnutorné
membrany, ktoré tvoria hranice organel, ako su mitochondrie, chloroplasty, peroxizomy a lyzozomy.

Biologické membrany maju niekolko dalSich nevyhnutnych funkcii pre zivot, ako su uchovavanie energie a prenos informacii
medzi bunkami.



BIOLOGICKE MEMBRANY — ZAKLADNE VLASTNOSTI

Biologické membrany maju rovnako réznorodu Struktiru ako sa liSia svojou funkénostou. Avsak maju spolocné mnozstvo doleZitych atributov:

1. Membrany su listové struktury, ktoré tvoria uzavreté hranice medzi réznymi kompartmentami. Hrubka vacsiny
membran je medzi 60 A (6 nm) a 100 A (10 nm).

2. Membrany pozostavaju hlavne z lipidov a proteinov. Hmotnostny pomer lipidov a proteinov sa pohybuje v rozmedzi od 1:4 do 4:1. Membrany tiez
obsahuju sacharidy, ktoré su spojené s lipidmi a proteinmi.

3. Membranoveé lipidy su malé molekuly, ktoré maju hydrofilné aj hydrofébne skupiny. Tieto lipidy spontanne tvoria uzavreté bimolekulové listy vo
vodnom prostredi. Tieto lipidové dvojvrstvy zabranuju volnému toku polarnych molekul cez membranu.

4. Specifické membranové proteiny sprostredkovavaju charakteristické funkcie membran. Proteiny slizia ako pumpy, kanaly, receptory, prevodniky
energie a enzymy. Membranove proteiny su vnorené do lipidovych dvojvrstiev, ktoré vytvaraju vhodné prostredie pre ich funkciu.

5. Membrany su nekovalentné subory. Molekuly proteinov a lipidov su drzané pohromade mnohymi nekovalentnymi interakciami, ktoré posobia
kooperativne.

6. Membrany su asymetrickeé. Dva povrchy biologickej membrany sa vzdy navzajom lisia.

7. Membrany su tekuté struktury. Molekuly lipidov rychlo difunduju v rovine membrany, rovnako ako proteiny, pokial nie su ukotvené Specifickymi
interakciami. Na druhej strane, lipidové molekuly a proteiny sa ahko neotaCaju cez membranu. Membrany mozno povazovat za dvojrozmerné
roztoky orientovanych proteinov a lipidov.

8. Vacsina bunkovych membran je elektricky polarizovana tak, ze vo vnutri je zaporny potencial [zvyCajne - 60 milivoltov (mV)]. Membranovy potencial
zohrava kltuCovu Ulohu v membranovom transporte zlUCenin, premene energie a excitabilite membran.



MASTNE KYSELINY - ZAKLADNE ZLOZKY LIPIDOV

Hydrofobne vlastnosti lipidov su nevyhnutné pre ich schopnost vytvarat membrany. Vacsina lipidov vdaci za svoje hydrofébne vlastnosti jednej

zlozke, mastnym kyselinam. Mastné kyseliny su dihé uhlovodikové retazce roznej dizky a rdzneho stupfia nenasytenosti, ktoré s ukonéené
skupinami karboxylovych kyselin.

- . o ) _ g 0 HC ©@Uu hlikovy
N P NP N N\ ~c* 7\ atom
T \ CH
(0] 8] Q Hhh 2
Palmitat Ez t|'2 - C
(ionizovana forma palmitovej kyseliny) H3C P SR B G ®-3 ‘ ‘
2 '1"\[*(3”{ 357 170 dvojita viizba
,f’—c\x - \Hz) H, ’ C
— 0 . f‘le
SN /
AN (CHy),
— N
N
COO~
Oleat
(ionizovana forma olejovej kyseliny) ®-3 mastna kyselina

Zapis 18:0 oznacuje C,5 mastnu kyselinu bez dvojitej vazby, zatial Co pomer 18:2 znamen4, ze v mastnej kyseline sa nachadzaju dve dvojité vazby.
Struktry ionizovanych foriem dvoch beznych mastnych kyselin - kyseliny palmitovej (16:0) a kyseliny olejovej (18:1) - si znazornené na
obrazku. Atdmy uhlika mastnych kyselin sa Cisluju od karboxylového konca. Atdmy uhlika 2 a 3 sa Casto oznacuju ako o a B. Atom metylového
uhlika na distalnom konci retazca je atdom uhlika, ktory sa nazyva w. Poziciu dvojitej vazby predstavuje symbol A, za ktorym nasleduje Cislo v

pozicii horného indexu. Napriklad cis-A® znamena to, ze medzi atébmami uhlika 9 a 10 je dvojita cis vazba; trans-A? znamena, Ze existuje frans
dvojita vazba medzi atbmami uhlika 2 a 3.



MASTNE KYSELINY - ZAKLADNE ZLOZKY LIPIDOV

Mastné kyseliny v biologickych systémoch zvyCajne obsahuju parny pocet atdbmov uhlika, zvyCajne medzi 14 a 24. Mastné kyseliny so 16- a 18-uhlikovymi
atdbmami su najbeznejSie. Dominancia retazcov mastnych kyselin obsahujucich parny pocet atomov uhlika je v sulade so sposobom, akym su mastné kyseliny
biosyntetizované. Uhlovodikovy retazec je takmer vzdy nerozvetveny v zivoCiSnych mastnych kyselinach. Alkylovy retazec moze byt nasyteny alebo méze
obsahovat jednu alebo viac dvojitych vazieb. Konfiguracia dvojitého vazieb vo vacsine nenasytenych mastnych kyselin je cis.

Vlastnosti mastnych kyselin a lipidov z nich odvodenych su zretefne zavislé od dizky retazca a stupfia nasytenia.

o Nenasytené mastné kyseliny maju niz3ie teploty topenia ako nasytené mastné kyseliny s rovnakou dizkou. Napriklad teplota topenia kyseliny stearovej (C,q, n-
Oktadekanoat) je 69.7 °C, zatial' Co teplota topenia kyseliny olejovej (C,q, cis-A%-Oktadekenoat) (ktora obsahuje jednu cis dvojnt vazbu) je 13.5 °C. Teploty
topenia polynenasytenych mastnych kyselin série C,4 su este nizSie.

e Dizka retazca tieZ ovplyviiuje teplotu topenia, ako je to ilustrované skutotnostou, Ze teplota topenia kyseliny palmitovej (C,q) je 0 6.5°C nizsia ako teplota
topenia kyseliny stearovej (Cg).

Kratka dizka retazca a nenasytenost zvysuju tekutost’ mastnych kyselin a ich derivatov.

Lipidy su vo vode nerozpustné biomolekuly, ktoré sa dobre rozpustaju v organickych rozpustadlach ako je napr. chloroform, etanol.
Lipidy maju rozne biologické ulohy:

e sluzia ako vysoko koncentrované zasoby energie,

e signalne molekuly,

e posly v signalnych transdukCnych drahach

e komponenty membrany.

Tri hlavné druhy membranovych lipidov su:
o fosfolipidy,

o glykolipidy,
e cholesterol.



FOSFOLIPIDY

Fosfolipidy su bohato zastupené vo vsetkych biologickych membranach.
Fosfolipidova molekula je zlozena zo styroch zloziek:

* |ednej alebo viacerych mastnych kyselin, -

* platformy, ku ktorej su pripojené mastné kyseliny a fosfat,
» alkohol pripojeny ku fosfatu.

— 0= D O< — 0

Fosfat

Schematicka struktura fosfolipidu

Mastné kyseliny poskytuju hydrofébnu bariéru, zatial ¢o zvySok molekuly ma hydrofilné vlastnosti, ktoré umoznuju interakciu
s vodnym prostredim. Platformou, na ktorej su postavené fosfolipidy, moze byt glycerol, trojuhlikovy alkohol alebo sfingozin,

v

zlozitejsi alkohol. Fosfolipidy odvodené od glycerolu sa nazyvaju fosfoglyceridy. Fosfoglycerid pozostava z glycerolového

hlavného retazca, ku ktorému su pripojené dva retazce mastnych kyselin a fosforylovany alkohol.



FOSFOLIPIDY

Vo fosfoglyceridoch su hydroxylové skupiny na C-1 a C-2 glycerolu esterifikované na karboxylové skupiny retazcov dvoch mastnych kyselin. C-3 hydroxylova skupina

glycerolového hlavného retazca je esterifikovana na kyselinu fosfore¢nu. Ak sa nepridaju ziadne dalSie Casti, vysledna zlucenina je fosfatidat (diacylglycerol 3-fosfat) —
najjednoduchsi fosfoglycerid.
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Struktara fosfoglyceridov nachadzajucich sa v membranach



SFINGOMYELIN A GLYKOLIPIDY

Sfingomyelin je fosfolipid nachadzajuci sa v membranach, ktory nie je odvodeny od glycerolu. Namiesto glycerolu je v sfingomyeline ,chrbticou® sfingozin, amino
alkohol, ktory obsahuje dlhy nenasyteny uhlovodikovy retazec. Pri sfingomyeline je aminoskupina sfingozinového zakladného retazca spojena s mastnou kyselinou

amidovou vazbou. Okrem toho primarna hydroxylova skupina sfingozinu sa esterifikuje na fosforylcholin.
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Struktary sfingozinu a sfingomyelinu. Sfingozinova &ast je v
sfingomyeline zvyraznena modrou farbou.

Druhou hlavnou triedou membranovych lipidov, su glykolipidy, lipidy obsahujuce cukor.
Rovnako ako sfingomyelin su aj glykolipidy v ZivoCisSnych bunkach odvodené od

sfingozinu.

V glykolipidoch je k hydroxylovej skupine primarneho alkoholu pripojenych jeden alebo
viac cukrov (namiesto fosforylcholinu). NajjednoduchSi glykolipid, ktory sa nazyva
cerebrosid, obsahuje jediny cukorny zvysok bud glukdzu alebo galaktozu.
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Zlozitejsie glykolipidy, napr. gangliozidy, obsahuju rozvetveny retazec s az siedmimi
zvySkami cukru. Glykolipidy su orientované asymetricky vzdy na extracelularnej strane
membrany.



CHOLESTEROL

Cholesterol, treti hlavny typ membranovych lipidov, ma Strukturu, ktora sa vyrazne liSi od Struktury fosfolipidov. Je to steroid vyrobeny zo Styroch
spojenych uhlovodikovych kruhov.

HsC CH3
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Cholesterol

V membranach je orientacia molekuly cholesterolu paralelna s retazcami mastnych kyselin fosfolipidov a hydroxylova skupina interaguje s blizkymi
hydrofilnymi skupinami fosfolipidov. Cholesterol sa nenachadza u prokaryotov, ale jeho pritomnost bola zistena v roznej miere prakticky vo vSetkych

membranach zivocisnych buniek. Predstavuje takmer 25% membranovych lipidov v urCitych typoch nervovych buniek, ale takmer upine chyba v
niektorych intracelularnych membranach.



LIPIDY V ARCHAE SU REZISTENTNEJSIE AKO V EUKARYOTOCH A BAKTERIACH

ZloZenie membran v Archea z hladiska stability je odliSné od zloZenia membran v eukaryotoch alebo baktériach:
e Nepolarne retazce su spojené s glycerolovym hlavnym retazcom skor éterovymi ako esterovymi vazbami.
Eterova vizba je odolnejsia voéi hydrolyze.
e Alkylové retazce su skor rozvetvené ako linearne. Tieto retazce su zostavené z opakovani plne nasyteného patuhlikového fragmentu.
Takéto rozvetvené, nasytené uhlfovodiky su odolnejSie voCi oxidacii.

Schopnost lipidov nachadzajucich sa v Archae odolavat’ hydrolyze a oxidacii méze pomdct tymto organizmom zvladat extrémne podmienky ako su
vysoke teploty, nizke pH alebo vysoka koncentracia soli, v ktorych tieto organizmy rastu.
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Membranovy lipid z archeénu Methanococcus jannaschii



MEMBRANOVE LIPIDY SU AMFIPATICKE MOLEKULY

Repertoar membranovych lipidov je rozsiahly. Tieto lipidy maju spolocné kritické Strukturne vlastnosti: membranové lipidy su amfipatické (amfifilné)
molekuly, t.j. obsahuju hydrofilnu aj hydrofébnu Cast.

Model fosfoglyceridu, ako je napriklad fosfatidylcholin.

Hydrofobny Polarna
chvostik hlavicka

./-I/

Dva retazce hydrofébnych mastnych kyselin st navzajom rovnobezné, zatial Co
hydrofilnd fosforylcholinova skupina je orientovana opacnym smerom.
Sfingomyelin ma podobnu konformaciu, rovnako ako aj znazorneny archaealny
lipid.

W W VS

Na znazornenie tychto membranovych lipidov sa prijal nasledujuci model:
hydrofina jednotka, nazyvana tiez polarna hlavicka, predstavuje kruh a
uhlovodikoveé retazce (hydrofébny chvostik) su znazornené priamymi Ciarami
alebo vinovkami.

Polarna

Hydrofébny chvostik

Archaealny lipid



MEMBRANY - STRUKTURA

Fosfolipidy a glykolipidy vo vodnom prostredi tvoria bimolekulové ploché Struktiry — membrany.

Aké vlastnosti umoznuju fosfolipidom vytvarat membrany? Tvorba membrany je dosledkom amfipatickej povahy molekul. Ich polarne hlavi¢ky uprednosthuju kontakt s
vodou, zatial ¢o ich uhlovodikoveé retazce interaguju prednostne so sebou. Ako sa mézu molekuly s takymito viastnostami usporiadat vo vodnych roztokoch? Jednym
zo spdsobov je vytvorenie gulovitej Struktury nazyvanej micela. Skupiny polarnych hlaviCiek tvoria vonkajsi povrch micely, ktory je obklopeny vodou, a uhlovodikové

chvostiky su vo vnutornej Casti, kde navzajom interaguju.

Alternativne silne odlisné preferencie hydrofilnych a hydrofébne skupin membranovych lipidov mézu viest k tvorbe lipidovej dvojvrstvy. Lipidova dvojvrstva sa tiez
nazyva bimolekulovy list. Hydrofobne konce kazdeho jednotlivého listu interaguju navzajom a vytvaraju hydrofobny interiér, ktory funguje ako bariéra priepustnosti,
zatial o hydrofilné hlavi¢ky interaguju s vodnym médiom na kazdej strane dvojvrstvy.

Preferovana Struktura pre vacsinu fosfolipidov a glykolipidov vo vodnom
médiu je bimolekulovy list. Lipidové dvojvrstvy sa tvoria spontanne
procesom samousporiadania. Rast lipidovych dvojvrstiev z fosfolipidov je
vo vode rychly a spontanny. Hydrofobne interakcie su hlavnou hnacou
silou pre tvorbu lipidovych dvojvrstiev.

Schematické znazornenie micely (vfavo) a vyseku z lipidovej dvojvrstvy (vpravo)

Na stabilizacii lipidove] dvojvrstvy sa podielaju van der Waalsove pritazlivé sily medzi uhlovodikovymi
chvostikmi a elektrostatické a vodikové interakcie medzi skupinami polarnych hlaviiek a molekulami
vody. Lipidové dvojvrstvy su tak stabilizované celym radom sil, ktoré sprostredkovavaju molekularne
interakcie v biologickych systémoch. Pretoze lipidové dvojvrstvyy su drzané pohromade mnohymi
zosilfiujucimi, nekovalentnymi interakciami (prevazne hydrofobnymi), st to kooperativne Struktury.

Tieto hydrofobne interakcie maju tri vyznamné biologické dosledky: (1) lipidové dvojvrstvy maju inherentnu
tendenciu byt rozsiahle; (2) lipidové dvojvrstvy maju tendenciu uzatvarat' sa tak, aby neexistovali Ziadne
hrany s exponovanymi uhlovodikovymi retazcami; a (3) lipidové dvojvrstvy su samotesniace, pretoze diera

v dvojvrstve je energeticky nepriazniva.
A) (B)

Priestorovy model iseku ¢asti fosfolipidovej dvojvrstvovej membrany. (A) Idealizovany pohlad zobrazujuci pravidelné struktury.
(B) Realistickejsi pohlad na tekutu dvojvrstvu, ktora zobrazuje viac nepravidelné struktiry retazcov mastnych kyselin.



LIPOzOMY

Sklon fosfolipidov k tvorbe membran sa pouzil na vytvorenie délezitého experimentalneho a klinického nastroja. Lipidové vezikuly alebo lipozémy s
lipidové dvojvrstvy uzatvarajuce vodny kompartment vo vnutri tychto Struktur. Tieto Struktury sa mézu pouzit na Studium permeability membran alebo
na dodanie chemickych latok do buniek. Lipozémy sa tvoria suspendovanim vhodného lipidu, ako je napriklad fosfatidylcholin vo vodnom prostredi, a
naslednom posobeni ultrazvuku (t. j. vysokofrekvencnymi zvukovymi vinami), Cim sa ziskava disperzia uzavretych vezikul.

Vonkajsi vodny Vnutorny vodny

kompaﬂment korqpartment %)
N\ =0

Lipidova dvojvrstva %

Lipozém alebo lipidova vezikula je lipidova dvojvrstva uzatvarajuca
vnutorny vodny kompartment.
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l Gélova filtracia

L

Glycin zachyteny
v lipidovej vezikule

Unilamelarne lipozémy Multilamelarne lipozémy

Priprava lipozémov  obsahujucich
glycin. Lipozomy obsahujuce glycin sa
tvoria p6sobenim ultrazvuku na fosfolipidy
v pritomnosti glycinu. Volny glycin sa
odstrani gélovou filtraciou.



LIPIDOVA DVOJVRSTVA JE NEPRIEPUSTNA PRE IONY A VACSINU POLARNYCH MOLEKUL

Studie permeability lipidovych vezikdl a merania elektrickej vodivosti planarnych dvojvrstiev ukazali, Ze lipidové dvojvrstvové membrany maju velmi nizku
priepustnost pre idny a vacsinu polarnych molekul. Molekula vody je vynimkou z tohto zovSeobecnenia. Molekuly vody prechadzaju cez tieto membrany
relativne fahko kvoli svojej nizkej molekulovej hmotnosti, vysokej koncentracii a nepritomnosti naboja. Rozsah nameranych koeficientov priepustnosti je

velmi Siroky. Napriklad Na* a K* prechadzaju tymito membranami 10%-krat pomalSie ako molekuly H,0.

Priepustnost malych molekul koreluje s ich rozpustnostou v nepolarnom rozpustadle v pomere k ich rozpustnosti vo vode. Tento vztah naznaCuje, Ze
mala molekula méze prechadzat lipidovou dvojvrstvovou membranou nasledujucim spésobom: (i) najskér sa zbavi svojej solvatacnej vrstvy z molekul
vody; (ii) potom sa rozpusti v uhlovodikovej vrstve membrany; a (iii) nakoniec difunduje cez toto jadro na druhu stranu membrany, kde sa opat solvatuje

vodou.
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Experimentalne usporiadanie na studium rovinnej membranovej
dvojvrstvy. Vytvori sa membrana v 1 mm otvore priehradky, ktora
oddeluje dva vodné oddiely. Toto usporiadanie umoznuje meranie
priepustnosti a elektrickej vodivosti lipidovej dvojvrstvy.

Tryptofan
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Zvysujuca sa permeabilita —

Koeficienty permeability (P) i6nov a molekul v lipidovej dvojvrstve.
Schopnost molekul prekonat lipidovu dvojvrstvu je reprezetovana Sirokym spektrom hodnét.



MEMBRANOVE PROTEINY USKUTOCNUJU VACSINU MEMBRANOVYCH PROCESOV

Membranové lipidy tvoria bariéru priepustnosti a tym vytvaraju kompartmenty, zatial co Specifické proteiny sprostredkovavaju takmer vSetky ostatné
membranové funkcie. Proteiny predovsetkym zabezpeCuju transport zlucenin a informacii cez membranu. Membranové lipidy vytvaraju vhodné
prostredie pre posobenie takychto proteinov.

Membrany sa liSia obsahom proteinov. Myelinova membrana, ktora sluzi ako elektricky izolator okolo urCitych nervovych vlakien, ma nizky obsah
proteinov (18%). Relativne Cisté lipidy su velmi vhodné na izolaciu. Naproti tomu plazmatické membrany alebo vonkajSie membrany vacsiny buniek su
ovela metabolicky aktivnejSie. Obsahuju vela pump, kanalov, receptorov a enzymov. Obsah proteinov v tychto plazmatickych membranach je zvyCajne
50%. Membrany, zucastiujuce sa na prenose energie, ako napriklad vnutorné membrany mitochondrii a chloroplastov, maju najvyssi obsah proteinov,
zvycCajne 75%. Vo vSeobecnosti, membrany zabezpecujuce rozdielne funkcie obsahuju rozdielny repertoar proteinov.

-

SDS - akrylamidovy gél membranovych proteinov. (A) Plazmaticka
membréana erytrocytov. (B) Fotoreceptorové membrany tyCinkovych buniek
B C sietnice. (C) Membrana sarkoplazmatického retikula svalovych buniek.




PROTEINY SU ASOCIOVANE S LIPIDOVOU DVOJVRSTVOU ROZNYMI SPOSOBMI

Spbsob akym je mozné proteiny oddelit od membrany naznaCuje ako pevne su proteiny spojené s membranou. Niektoré membranové proteiny je
mozné solubilizovat relativne miernymi prostriedkami, napriklad extrakciou pomocou roztoku s vysokou iénovou silou (napr. 1 M NaCl). Iné membranové
proteiny su viazané ovela pevnejSie a mézu byt solubilizované iba pouzitim detergentu alebo organického rozpustadlia. Membranové proteiny mozno
klasifikovat ako periférne alebo integralne na zaklade tohto rozdielu v rozpustnosti. Integralne membranové proteiny intenzivne interaguju s
uhlovodikovymi retazcami membranovych lipidov a mézu sa uvolfiovat iba agentmi, ktori sutazia o tieto nepolarne interakcie. Vacsina integralnych
membranovych proteinov prechadza lipidovou dvojvrstvou. Naopak proteiny nachadzajuce sa na periférii membran su viazané na membrany
predovsetkym elektrostatickymi a vodikovymi vazbami s hydofilnymi hlaviCkami lipidov. Tieto polarne interakcie je mozné narusit pridanim soli alebo
zmenou pH. Vela periférnych membranovych proteinov su viazané na povrchy integralnych proteinov.

a
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Integralne a periférne membranové proteiny.

Integralne membranové proteiny (a a b) intenzivne interaguju s uhlovodikovou/hydrofobnou oblastou dvojvrstvy.
Vacsina znamych integralnych membranovych proteinov prechadza lipidovou dvojvrstvou. Periférne
membranové proteiny interaguju s polarnou hlavickou lipidov (c) alebo sa viazu na povrchy integralnych
proteinov (d). Ostatné proteiny su pevne ukotvené na membranu kovalentnou vazbou s molekulou lipidu (e).



PRIKLADY INTEGRALNYCH MEMBRANOVYCH PROTEINOV
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Struktura bakterialneho porinu (z Rhodopseudomonas blastica). Tento membranovy
Struktura bakteriorodopsinu. Bakteriorodopsin sa sklad4 prevaine z « protein je cely zlozeny z P-listov. (A) BoCny pohfad. (B) Pohlad z periplazmatického
helixov prechadzajlcich membranou (zndzornené Zltymi valcami). (A) Pohlad priestoru. Iba jeden monomér trimerneho proteinu je zobrazeny.

cez membranovu dvojvrstvu. Interiér membrany je znazorneny zelenou farbou a
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Aminokyselinova sekvencia bakteriorodopsinu. Sedem helixov oblasti je vl Zobrazené Zltou farbou. Tieto zvysky si

zvyraznenych Zltou farbou a nabité aminokyselinové zvysky Cervenou farbou. zvydajne lokalizované na  vonkajsej
strane Struktiry a su v kontakte s

hydrofébnym jadrom membrany.
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KOVALENTNE HYDROFOBNE KOTVY

Typické membranové proteiny su vdaka hydrofébnym interakciam s vnutrom lipidovej dvojvrstvy spojené s membranou. AvSak aj inak rozpustné proteiny sa mézu
spajat’ s membranami, ak su k proteinom pripojené Specifické hydrofébne skupiny.
Tri taketo skupiny su zobrazené na obrazku:
(1) palmitoylova skupina pripojena k Specifickemu cysteinovému zvysku tioesterovou vazbou,
(2) farnezylova skupina pripojena k cysteinovemu zvySku na karboxylovom konci,
(3) glykolipidova Struktura oznaCovana ako glyko-sylfosfatidylinozitolova (GPI) kotva pripojena na karboxylovom konci.
Tieto modifikacie su pripojené enzymovymi systémami, ktoré rozpoznavaju Specifické signalne sekvencie v blizkosti miesta pripojenia.
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Membranové kotvy. Membranové kotvy
su hydrofébne skupiny, ktoré su kovalentne
pripojené k proteinu (modra farba) a 6 0-0 o
pripeviuju tak proteiny na membranu. HO—~ /. P )
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Stvorec zodpoveda N-acetylglukozaminu. CLH
R OZI:la.C uje da|S|e miesta, kde moze dojst Glykozylfosfatidylinozitolova (GPI) kotva
k dalSej modifikacii.



DYNAMIKA MEMBRAN

Biologické membrany nie su pevné, statické Struktury. Naopak lipidy a mnoho membranovych proteinov je neustale v lateralnom pohybe, Co je proces nazyvany
lateralna difuzia. Rychly lateralny pohyb membranovych proteinov bol vizualizovany pomocou fluorescencnej mikroskopie pomocou techniky obnovy fluorescencie
po fotobieleni (Fluorescence Recovery After Photobleaching - FRAP).
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Technika obnovy fluorescencie po ,,fotobieleni‘. (A) Bunkovy povrch fluoreskuje v désledku fluorescenénej znacky na
povrchu membrany. (B) Fluorescencné molekuly malej €asti povrchu su vybielené intenzivnym svetelnym impulzom. (C)
Intenzita fluorescencie sa obnovi, pretoze ,vybielené® molekuly difunduju z danej oblasti a do neho difunduju
neposkodené molekuly. D. Rychlost obnovy fluorescencie zavisi od difuzneho koeficientu prostredia.

Rychlost' regeneracie fluorescencie zavisi od lateralnej pohyblivosti fluorescenCne oznacCenej zlozky na povrchu membrany, ktorl je mozné vyjadrit pomocou
difizneho koeficientu, D. Priemerna vzdialenost S prejdena v ¢ase t zavisi od D podla vztahu: S = (4Df)"2.

Diflzny koeficient lipidov v réznych membranach je asi 1 um? s-'. Teda, fosfolipidova molekula prejde difuziou priemernt vzdialenost 2 um za 1 s. Tato rychlost
znamena, ze lipidova molekula méze prejst z jedného konca baktérie na druhy koniec za sekundu. Velkost pozorovaného difuzneho koeficientu znamena, ze
viskozita membrany je asi 100-nasobna v porovnani s viskozitou vody.

Proteiny sa vyrazne liSia vo svojej lateralnej mobilite. Niektoré proteiny su takmer také mobilné ako lipidy, zatial Co iné su prakticky imobilné.



DYNAMIKA MEMBRAN

Lateralna difuzia komponentov membrany méze byt rychla, avSak spontanna rotacia lipidov z jednej strany membrany na druhu je velmi pomaly proces. Prechod
molekuly z jedného povrchu membrany na druhy sa nazyva prie¢na difuzia alebo flip-flop. Flip-flop fosfolipidovych molekul vo fosfatidylcholinovych vezikulach bol
priamo merany technikou rezonancie elektronovych spinov, ktoré ukazuju, Ze molekula fosfolipidu uskutoCni flip-flop raz za niekofko hodin. Molekule fosfolipidu trva
asi 10° krat dlhie transport prostrednictvom flip-flop, ako trva diftzia fosfolipidu do vzdialenosti 50 A. Bariéry volnej energie pre flip-flop preklopenie st este vagsie

pre molekuly proteinov, pretoze proteiny maju rozsiahlejSie polarne oblasti. V skutoCnosti flip-flop prechod molekuly proteinu eSte nebol pozorovany. Asymetria
membran teda mdze byt zachovana po dihu dobu.

Rychlo

Lateralna difuzia

Velmi pomaly

—_—

== E=
== E=

Transverzna difazia
(flip-flop)

Pohyb lipidov v membrane. Lateralna difuzia lipidov je
ovela rychlejSia ako prie€¢na difuzia (flip-flop).



DYNAMIKA MEMBRAN — KONTROLA FLUIDITY MEMBRAN

Mnoho membranovych procesov, ako je napriklad doprava alebo prenos signalu, zavisia od tekutosti lipidovych membran, o zavisi od vlastnosti retazcov mastnych
kyselin. Retazce mastnych kyselin v membranovych dvojvrstvach mézu existovat v usporiadanom, tuhom stave alebo v relativne neusporiadanom, tekutom stave.
Prechod z tuhého do tekutého stavu nastava nahle, ked sa teplota zvy3i nad teplotu topenia, T... Tato teplota prechodu zavisi od dizky retazcov mastnych kyselin a
na ich stupni nenasytenosti. Nasytené mastné kyseliny uprednostnuju tuhy stav, pretoze ich priame uhlovodikové retazce navzajom priaznivo interaguju. Na druhej
strane cis dvojita vazba vytvara ohyb v uhlovodikovom retazci. Tento ohyb prekaza usporiadaniu retazcov mastnych kyselin a to vedie k znizeniu hodnoty T,..
Teplotny prechod je ovplyvneny aj dizkou retazca mastnych kyselin. Dihé uhlovodikové retazce interaguiju silnejsie ako tie kratsie. Konkrétne, kazda dalSia skupina -
CH,- vytvara priaznivy prispevok priblizne -2 kJ/mol k volnej energii vzajomného posobenia dvoch susednych uhlovodikovych retazcov.

Baktérie reguluju tekutost svojich membran poétom dvoijitych vizieb a dizkou retazcov mastnych kyselin.

Teplota topenia fosfatidylcholinu obsahujuceho rézne

é pary rovnakych retazcov mastnych kyselin
B
g Pocet  Pocet dvojitych Mastna kyselina
3 uhlikov vazieb Trividlny ndzov  Systémovy ndzov  Tm (°C)
| 22 0 Behenat n-Dokozanoat 75
- | 18 0 Stearat n-Oktadekanoat 58
2 | 16 0 Palmitat n-Hexadekanoat 41
iz | 14 0 Myristat n-Tetradekanoat 24
E ! 18 1 Oleat cis-A%-Oktadekenoat -22
Tm
Teplota —

Teplota topenia (T,,) pre fosfolipidovu membranu.

B W
Usporiadanie (packing) ret'azcov mastnych kyselin v
membrane. Velmi tesné usporiadanie retazcov mastnych
kyselin naruSuje pritomnost cis dvojitych vazieb. Modely
ukazuju usporiadanie (A) troch molekul stearatu (Cig,
nasytené) a (B) jednej molekuly oleatu (C,5, nenasytena)
medzi dvoma molekulami stearatu.



DYNAMIKA MEMBRAN — KONTROLA FLUIDITY MEMBRAN

U zivocichov je cholesterol kl'u¢ovym regulatorom tekutosti membran.
Cholesterol obsahuje objemné steroidné jadro s hydroxylovou skupinou na jednom konci a pruzny uhlovodikovy chvost na
drunom konci. Cholesterol sa vklada do dvojvrstiev tak, ze jeho dlha os je kolma na rovinu membrany. Hydroxylova skupina
skupina cholesterolu vytvara vodikovu vazbu s karbonylovym atdomom kyslika na fosfolipidovej hlavicke, zatial Co
uhlovodikovy zvySok cholesterolu sa nachadza v nepolarnom jadre dvojvrstvy. Odlisny tvar cholesterolu v porovnani s
fosfolipidmi narusa pravidelné interakcie medzi retazcami mastnych kyselin.

Cholesterol

Cholesterol narusa tesné usporiadanie retazcov
mastnych kyselin.



VSETKY BIOLOGICKE MEMBRANY SU ASYMETRICKE

Membrany su strukturne a funkCne asymetrické. VonkajSie a vnutorné povrchy vsetkych znamych biologickych
membran maju rézne zlozKy a rozdielnu enzymaticku aktivitu.

Membranove proteiny maju jedinecnu orientaciu, pretoze pri syntéze sa vkladaju do membrany asymetrickym sposobom.
Tato absolutna asymetria je zachovana, pretoze membranove proteiny sa neotacaju z jednej strany membrany na druhu.

Lipidy su tiez asymetricky distribuované v dosledku ich spésobu biosyntézy, ale tato asymetria zvyCajne nie je absolutna,
okrem glykolipidov. V. membrane Cervenych krviniek su sfingomyelin a fosfatidylcholin prednostne umiestnené vo
vonkajSej Casti dvojvrstvy, zatial Co fosfatidyletanolamin a fosfatidylserin sa nachadzaju hlavne vo vnutornej Casti.
Asymetria lipidov v membrane ma délezity vyznam pre funkciu membran. Pozname tri rozne skupiny fosfolipidovych
transportnych enzymov, ktorych funkciou je prenos molekul medzi vonkajSou a vnutornou Castou membran. Tieto skupiny
enzymov maju priznacné nazvy.

e skramblazy,

o flippazy,

o floppazy.



MEMBRANY V PROKARYOTOCH A EUKARYOTOCH

Prokaryotické bunky - Niektoré baktérie a Archea maju iba jedini membranu obklopenu bunkovou stenou. Ostatné baktérie, ako napriklad E. coll,
maju dve membrany oddelené bunkovou stenou (vytvorena z proteinov, peptidov a sacharidov). Vnutorna membrana sluzi ako bariéra priepustnosti a
vonkajsia membrana a bunkova stena poskytuju dalSiu ochranu. VonkajSia membrana je celkom priepustna pre malé molekuly kvoli pritomnosti
porinov. Oblast medzi dvoma membranami obsahujuca bunkovu stenu sa vola periplazma.

Eukaryoticke bunky s vynimkou rastlinnych buniek
nemaju bunkové steny a ich bunkové membrany
pozostavaju z jednoduchej lipidovej dvojvrstvy. V
rastlinnych bunkach je bunkova stena na vonkajse;
strane plazmatickej membrany. Eukaryotické bunky
sa od prokaryotickych buniek odliSuju pritomnostou
membran vo vnutri bunky, ktoré tvoria vnatorné
kompartmenty. Napriklad peroxizomy, organely, ktoré
hraju hlavnu dlohu v oxidacii mastnych kyselin na
tvorbu energie, su definované jedinou membranou.
Mitochondrie, organely, v ktorych sa syntetizuje ATP,
su obklopené dvoma membranami. Rovnako ako v
pripade baktérii je vonkajSia membrana mitochondrii

y ' 3 pre malé molekuly, zatial ¢
Bunkové membrany prokaryotov. Schematicky pohlad na bakterialne membrany buniek, ktoré su upI’ne p’)rlepustn’a P ,e , a,e 0 e uly, zatial Co
obklopené dvoma membranami (vfavo) alebo jednou membranou (vpravo). vnutorna membrana nie e prlepustna.
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Co BY STE MALI VEDIET

Popisat vlastnosti biologickych membran

Uviest zakladné zlozky biologickych membran

Co uréuje Specificitu priepustnosti biologickych membran

Uviest zakladné vlastnosti membranovych proteinov

Uviest sp6soby modifikacie dynamickych vlastnosti membranovej dvojvrstvy



Membranové prenasace, pumpy.
Prenos ionov a latok cez membrany.
5

Aktivny a pasivny membranovy transport
Pumpy
NosiCe
Kanaly



TRANSPORT LATOK CEZ MEMBRANY

Lipidova dvojvrstva biologickych membran je nepriepustna pre iony a polarne molekuly, avsak urcité druhy tychto molekul
musia byt schopné prechodu cez biologiké membrany pre normalnu funkciu buniek. Priepustnost membran je zabezpecena
troma triedami membranovych proteinov:

(i) pumpy,

(i) nosice,

(iii) kanaly.

Pumpy vyuzivaju ako zdroj energie hydrolyzu ATP alebo energiu ziskanu z absorpcie svetla na to, aby mohli uskutocCnit
transport ionov alebo molekul aj proti termodynamicky nevyhodnému koncentracnému gradientu. Takato Cinnost pump je
prikladom aktivneho transportu molekuil cez membranu.

NosiCe sprostredkuvaju prepravu idnov a malych molekul cez membranu bez spotreby ATP.

Kanaly vytvaraju pory v membrane, cez ktoré mézu iony velmi rychlo prechadzat v smere termodynamického gradientu.
Cinnost kanalov je prikladom pasivneho transportu alebo ufahéenej difizie.



PASIVNY A AKTIVNY TRANSPORT LATOK CEZ MEMBRANY

Dva faktory urcuju, ¢i molekula bude prechadzat cez membranu:
(1) permeabilita molekuly v lipidovej dvojvrstve,
(2) dostupnost zdroja energie.

Niektoré molekuly mézu prechadzat cez bunkové membrany pretoze sa rozpustaju v lipidovej dvojvrstve. Takéto molekuly sa nazyvajuvlipofilné
molekuly. Steroidné hormony predstavuju fyziologicky priklad. Tieto molekuly, pribuzné s cholesterolom, mézu prechadzat cez membranu. Co urCuje
smer, ktorym sa budu pohybovat? Tieto molekuly prechadzaju cez membranu v smere koncentracného gradientu v procese zvanom jednoducha
difuzia.

Schopnost prenosu cez membranu sa stava komplikovanejSou, ked je molekula vysoko polarna. Napriklad sodné i6ny su pritomné pri koncentracii
143 mM mimo typickej bunky a 14 mM vo vnutri bunky. Sodik vSak volne nevstupuje do bunky, pretoze nabity ion neméze prechadzat cez hydrofébnu
membranu. Za urcitych okolnosti, napriklad poCas nervového impulzu, sodné iony vstupuju do bunky. Ako je to mozné?

lony sodika prechadzaju cez Specifické kanaly v hydrofébnej bariére tvorenej membranovymi proteinmi. Tento spdsob prechodu cez membranu sa
nazyva ulah€ena difuzia, pretoze difuziu cez membranu ulahCuje kanal. Nazyva sa tiez pasivny transport, pretoze energia pohanajuca pohyb iénov
pochadza zo samotného ibnoveho gradientu bez akéhokolvek prispevku transportného systemu.

Ako sa vytvara gradient sodika?

V tomto pripade sa totiz sodik musi pohybovat proti koncentracnému gradientu. Pohyb i6nu z miesta nizkej koncentracie na miesto s vyssou
koncentraciou si vyzaduje dodanie energie. Proteinoveé transportéry zabudované v membrane su schopné vyuzivat tuto energiu na transport molekuly
voCi koncentracnému gradientu. Pretoze na prenos molekuly cez membranu je potrebna energia z iného zdroja, tento transport sa nazyva aktivny
transport.



KVANTIFIKACIA GIBBSOVEJ ENERGIE V KONCENTRACNOM GRADIENTE

Nerovnovazne rozdelenie molekul je situacia, ktora je bohata na vyuzitelnu energiu, pretoze Gibbsova energia sa minimalizuje, ked su koncentracie
molekul rovnaké na oboch stranach membrany. Dosiahnutie nerovnovaznej distribcie molekul si vyzaduje prisun Gibbsovej energie.

Ako mbzeme kvantifikovat mnozstvo Gibbsovej energie potrebnej na generovanie koncentracného gradientu?

Zmena Gibbsovej energie pri preprave nenabitejmolekuly zo strany 1, kde je pritomna v koncentracii ¢,, na stranu 2, kde je pritomna v koncentracii c,,

je:
AG = RTIn(cy/cq)

V pripade nabitych molekul, ich nerovnomerné rozdelenie na povrchoch membrany vytvara elektricky potencial, ktory je tiez potrebné vziat do uvahy,
Sucet koncentraCnych a elektrickych Clenov sa nazyva elektrochemicky potencial alebo membranovy potencial. Zmena volnej energie je potom

dana vztahom:;

AG = RTIn(cy/c1) + ZFAV

Z je elektricky naboj prenaSanej molekuly, AV je potencial existujlci na membrane a F je Faradayova konstanta (96,5 kJ V- mol).
Transportny proces je aktivny, ked je hodnota AG pozitivna, a je pasivny, ked je AG zaporna.

Priklad: O aky typ transportu sa jedna pri preprave nenabitej molekuly z ¢, = 103 M do ¢, = 10-" M.
AG = RTIn(1071/1073) = +11.4 kJmol ™!

pri 25°C je hodnota AG pozitivna, €o znaci, Ze transport vyzaduje dodanie energie — ide o aktivny transport.



Pumpy

Extracelularna tekutina ZivoCiSnych buniek ma podobnu koncentraciu soli ako morska voda. Bunky vSak musia kontrolovat koncentracie
intracelularnej soli na ulahcenie Specifickych procesov, ako je prenos signalu a Sirenia akéného potencialu, ako aj pre zabranenie nepriaznivym
interakciam s vysokymi koncentraciami ionov, napr. Ca%*. Vaésina ZivoCisnych buniek obsahuje vysoku koncentraciu K* a nizku koncentraciu Na*
vzhladom na externé médium. Tieto ibnové gradienty su generované Specifickym transportnym systémom, enzymom, ktory sa nazyva Na*-K*
pumpa alebo Na*-K* ATPaza. Hydrolyza ATP pumpou poskytuje potrebnu energiu na aktivny transport Na* z bunky a K* do bunky, ktoré generuju
elektrochemické gradienty. Pumpa sa nazyva Na*-K* ATPaza, pretoze hydrolyza ATP prebieha iba za pritomnosti Na*a K*. T

Zmenu Gibbsovej energie sprevadzajucu transport Na*a K* je mozné vypocitat. Predpokladajme, Ze extracelularna koncentracia Na* je 143 mM a
vo vnutri bunky 14 mM, zodpovedajuce hodnoty pre K* st 4 mM a 157 mM. Zmena Gibbsovej energie pri teplote 37 °C pri transporte 3 mélov Na*
z bunky a 2 molov K* do bunky zodpoveda hodnote 3x(5,99) + 2x(9,46) = +36,9 kJ.mol-'. Za typickych bunkovych podmienok hydrolyza jednej
molekuly ATP vedie k hodnote priblizne -50 kJ.mol".- Tato hydrolyza tak m6ze poskytnut dostatok Gibbsovej energie na jeden transportny cyklus
prenosu tychto idnov proti koncentracnému gradientu. Aktivny transport Na* a K* ma velky fyziologicky vyznam. V skutocCnosti viac ako tretina ATP
spotrebovana zivoCisSnymi bunkami (v stave pokoja) sa vyuziva na transport tychto ionov.

Energia

Cinnost pumpy. Jednoducha schéma pumpovania

\} molekul cez membranu. Pumpa méZze existovat v dvoch
v Q konformacnych stavoch, kazdy s vazbovym miestom

Konformécia 1 Konformécia 2 pristupnym z inej strany membrany.



PumpPY — P-TYP ATPAzA

Membranove pumpy funguju prostrednictvom mechanizmov, ktoré su v zasade jednoduché, ale ¢asto zloZité v detailoch. V zasade mé6ze kazda pumpa existovat v
dvoch hlavnych konformacnych stavoch, jednom s idénovo-vazobnymi miestami otvorenymi na jednej strane membrany a druhom s i6novo-viazucimi miestami
otvorenymi na druhej strane membrany. Pumpovanie i6nov jednym smerom cez membranu je spojené s interkonverziou medzi tymito konformacnymi stavmi vdaka
energii hydrolyzy ATP.

Strukturne a mechanické vlastnosti typu P ATPazy - pripad SERCA. Tato pumpa udrzuje koncentraciu Ca2* priblizne 0,1 uM v cytoplazme buniek v porovnani s
1,5 mM v sarkoplazmatickom retikule. Enyym SERCA je tvoreny jednym 110-kDa polypeptidom s transmembranovou doménou pozostavajucou z 10 a—helixov.
Transmembranova doména obsahuje miesta pre viazanie dvoch ionov vapnika. Kazdy ion vapnika je koordinovany na sedem atomov kyslika pochadzajucich z
kombinacie zvyskov glutamatu, aspartatu, treoninu a asparaginu, karbonylovej skupiny hlavného retazca a molekuly vody.

SERCA je pozoruhodne Strukturne/konformacne dynamicka.

Porusené vazbové miesta
pre vapnik

Xy
Transmembranova bb 304 s H-,0
doména '
A, .~7. ; N a P doména su v uzatvorenom
A, a .ﬁ-’ stave a obklopuju
7 ’/ fosforylaspartatovy analég
- .
. g

bb 307 /// D

g

Struktdra vapnikovej pumpy.

Celkova Struktira SERCA ATPazy typu P. Dva idny
vapnika (zelené) lezia v strede transmembranove;
domény. Konzervovany aspartatovy zvySok (Asp
351), na ktory sa viaze fosforylova skupina,
spoCiva v doméne P. OznaCenie bb sa tyka
karbonylovych skupin polypeptidového retazca Konformaéné zmeny v SERCA spojené s vazbou vapnika.
[1SU4.pdb].



SERCA — KATALYTICKY MECHANIZMUS

Membranovy

lumen E, ‘(Caz+)2 E, —(CEEJ')E(ATP} E, 'P‘(Caz+)2(ADP)

Pumpovanie vapnika. Ca?* ATPaza transportuje Ca?* cez membranu
mechanizmom, ktory zahffia (1) vazbu Ca?* z cytoplazmy, (2) vézbu ATP, (3)
Stiepenie ATP spojenu s prenosom fosforylovej skupiny na Asp 351 na enzyme,
(4) uvolnenie ADP a premenu enzymu spojenu s uvolnenim Ca?* na opacnej
strane membrany, (5) hydrolyzu fosforylaspartatoveho zvysku a (6) transforméciu
enzymu na stav schopny viazat Ca%* z cytoplazmy.

Niektoré steroidy pochadzajuce z rastlin su silnymi inhibitormi
(Ki =10 nM) Na*-K* pump. Digitoxigenin a ouabain su clenmi
tejto skupiny inhibitorov, ktoré su zname ako kardiotonickeé
steroidy kvoli ich silnym uCinkom na srdce. Tieto zluceniny
inhibuju defosforylaciu E,-P formy ATPazy po aplikacii na
extracelularnej strane membrany.

(dovnutra)

E;—P + H0 —— Ex + P;

Inhibované
B kardiotonickymi steroidmi
CHs
OH
HO H
Digitoxigenin



P-ATPAzY SU EVOLUCNE KONZERVOVANE A MAJU VIACERE FUNKCIE

Analyza kompletneho kvasinkového gendmu odhalila pritomnost 16 proteinov, ktoré jednoznacne patria do rodiny
ATPaz typu P. Podrobnejsia sekvencna analyza naznacuje, ze dva z tychto proteinov transportuju H* iony, dva
transportuju iony Ca#*, tri proteiny transportuji Na* a dva z nich transportuji kovy ako napriklad Cu?*. Okrem toho
sa zda, ze sa 95 Clenov tejto rodiny zucastnuje na transporte fosfolipidov, ktorych hydrofiiné hlavicky obsahuju
aminokyseliny. Tychto 5 transportnych proteinov pomaha udrziavat asymetriu membrany transportom lipidov, ako je
fosfatidylserin, z vnutornej do vonkajsej vrstvy membrany. Takéto enzymy sa nazyvaju ,flippazy”.

Pozoruhodné je, ze fudsky genom koduje 70 ATPaz typu P. VSetci Clenovia tejto rodiny transportnych proteinov
vyuzivaju ten isty zakladny mechanizmus: Gibbsova energia ATP hydrolyzy pohana membranovy transport
pomocou konformacnych zmien, ktoré su indukované adiciou a odstranenim fosforylovej skupiny na analogicke,
pozicii aspartatoveho zvysku v kazdom proteine.



ATP-VIAZUCE KAZETOVE (ATP-BINDING CASETTE — ABC) DOMENY

Stadie fudskych chordb odhalili daldiu velku a ddleZitd rodinu proteinov aktivneho transportu so Struktirami a
mechanizmami uplne odlisnymi od tych z rodiny ATPaz typu P. Tieto pumpy boli identifikovane zo studii na
nadorovych bunkach v kulturach, u ktorych sa vyvinula rezistencia na lieky, ktoré boli spoCiatku dost toxické pre
bunky. Je pozoruhodné, ze vyvoj rezistencie na jeden liek spdsobil, ze bunky boli menej citlive aj na viacero dalsich
zlucenin. Tento jav je znamy ako multiliekova rezistencia (z angl. multidrug resistance).

Nastup rezistencie na viac lieCiv suvisi s expresiou a aktivitou membranoveho proteinu s molekulovou hmotnostou
170 kDa. Tento protein funguje ako ATP-zavisla pumpa, ktora vytlaca siroku skalu malych molekul z buniek, ktoré ho
exprimuju. Tento protein sa nazyva multiliekovo rezistentny protein (MDR) alebo P-glykoprotein (,glyko®, pretoze
obsahuje sacharidovu Cast). Teda ked su bunky vystavené posobeniu lieCiva, MDR odstrani lieCivo z bunky
predtym, ako bude moct liek zacat posobit.



ATP-VIAZUCE KAZETOVE (ATP-BINDING CASETTE — ABC) DOMENY

Analyza aminokyselinovych sekvencii MDR a homolognych proteinov odhalili spolocnu architekturu. Kazdy z tychto proteinov
pozostava zo Styroch domén: dvoch domén preklenujucich membranu a dvoch ATP-viazucich domén. Domény viazuce ATP su
nazyvané ATP-viazuce kazetové (ABC) domény a su homologne s doménami nachadzajucimi sa vo velkej rodine transportnych
proteinov v baktériach a archea. Transportéry, ktoré obsahuju tieto domény, sa nazyvaju ABC transportéry. S 79 Clenmi su ABC
transportéry najvacsou samostatnou rodinou identifikovanou v genéme E. coli. Ludsky gendm obsahuje viac ako 150 génov ABC

transportérov. (B)
N N
C C

(A)

Doména ATP- Doména ATP-
preklenujuca Viazuca preklenujuca viazuca
membranu doména membranu doména
N-L TR ] [ - C N -] [ - C
Multidrogovy rezistentny protein (MDR) Lippidovy transportér Vibrio cholerae (MsbA)

Doménové usporiadanie ABC transportérov. ABC transportéry tvoria velku rodinu homoldgnych proteinov zloZenl z dvoch transmembranovych domén a
dvoch ATP vazobnych domén, nazyvanych ATP viaZzuce kazety. (A) Multiliekovy rezistentny protein tvori jediny polypeptidovy retazec obsahujuci vsetky Styri
domeény, zatial ¢o (B) Vibrio cholerae lipidovy transportér MsbA pozostava z diméru dvoch identickych retazcov, z ktorych kazdy obsahuje jednu z kazdej
domény.



STRUKTURA ABC TRANSPORTEROV

Lk ATP-viazuca
kazeta

Otvorena forma Uzatvorena forma
(viazuca ATP)

Struktira ABC transportérov. Dve $truktury lipidového transportéra MsbA z Vibrio cholerae, reprezentativneho ABC transportéra. Otvorena forma je viavo a
uzavreta forma s naviazanym ATP je vpravo. Dve kazety viazuce ATP (modré) maju vztah k P-sluCkovym NTPazam a rovnako ako tieto obsahuju P-slucky
(zelene). a—helix susediaci s P-sluckou je zobrazeny cervenou farbou. [3BSW.pdb a 3B60.pdb.]



MECHANIZMUS ABC TRANSPORTEROV

Vonkajsok

bunky
4&
—
Vnutro
bunky

2 ADP + 2 P; C)
(von)
2 H,0

Mechanizmus ABC transportérov. Mechanizmus pdsobenia ABC transportérov zahffia nasledujuce kroky: (1) otvorenie kanalu smerom dovnutra bunky; (2)
vazba substratu a konformacné zmeny vo vazbe ATP kazety; (3) ATP vazba a dalSie konformacné zmeny; (4) separacia membranovych viazucich domén a
uvolnenie substratu na druhu stranu

membranv: a (5) hvdrolvza ATP a nrechod transportéra do navodného stavuy



NOSICE

Nosice su proteiny, ktoré transportuju iény alebo molekuly cez membranu bez hydrolyzy ATP. Mechanizmus nosiov zahffia velké konformacneé
zmeny a interakciu proteinu s niekolkymi molekulami poCas jedného transportného cyklu, Co obmedzuje maximalnu rychlost, akou méze dojst k
prenosu. Aj ked nosice nemdzu sprostredkovat primarnu aktivnu dopravu molekul, vdaka svojej neschopnosti hydrolyzovat ATP mézu spajat
termodynamiky nepriaznivy tok jedného druhu i6nu alebo molekuly proti koncentracnému gradientu s priaznivym tokom inych druhov molekul v
smere koncentracného gradientu. Tento proces sa oznacCuje ako sekundarny aktivny transport. NosiCe, ktoré tymto spdsobom transportuju
iony alebo molekuly proti koncentracnému gradientu, sa nazyvaju sekundarne transportéry alebo kotransportéry. Tieto proteiny je mozneé
klasifikovat ako antiportery alebo symportéry. Antiportéry spajaju prudenie jedného druhu molekul v smere koncentracného gradientu s tokom
iného druhu molekul proti koncentracnému gradientu, ale v opacnom smere cez membranu; symportéry pouzivaju tok jedného druhu na
riadenie toku iného druhu rovnakym smerom cez membranu. Uniportéry, dalSia trieda nosicov, st schopné prepravovat konkrétny druh molekul

v oboch smeroch v zavislosti od koncentracie tohto druhu molekul na oboch stranach membrany.
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Antiportér Symportér Uniportér

Sekundarne transportéry mézu prepravit dva substraty v opaCnych smeroch (antiportéry), dva substraty
rovnakym smerom (symportéry), alebo jeden substrat v obidvoch smeroch (uniportér).



MECHANIZMUS NOSICOV — PRIKLAD MECHANIMU PERMEAZY LAKTOZY

Laktoza

Everzia @

®

.
H (dnu)

Mechanizmus permeazy laktézy. Mechanizmus ¢innosti enzymu zaCina tym, ze permeaza je otvorena smerom von z bunky (favy horny).
Permeaza viaze proton z vonkajSej strany bunky (1) a potom viaze svoj substrat (2). Permeaza sa transformuje (everzia) (3) a potom uvolni
svoj substrat (4) a proton (5) do vnutra bunky. Nasledne sa permeaza znova evertuje (6) a cyklus sa dokonci.



IONOVE KANALY — SPECIFICKY A RYCHLO TRANSPORTUJU IONY CEZ MEMBRANU

Pumpy a nosiCe mézu transportovat iony cez membranu rychlostou priblizne niekolko tisic i6nov za sekundu. Ostatné membranové proteiny, pasivne transportné systémy nazyvané
ibnoveé kanaly, su schopné idnoveho transportu rychlostami, ktoré su viac ako 1 000-krat rychlejSie. Tieto rychlosti prepravy cez ibnové kanaly su blizke rychlosti oCakavanej pre iény volne
difundujuce vo vodnom roztoku. l6nové kanaly vSak nie su iba trubice, ktoré preklenuju membrany, cez ktoré mézu idny rychlo prudit. Su to vysoko sofistikované molekulové stroje, ktoré
reaguju na chemickeé a fyzikalne zmeny v ich prostredi a prechadzaju presne nacasovanymi konformacnymi zmenami.

Priamy ddkaz o existencii tychto kanalov poskytla tzv. ,patch-clamp* technika, ktort zaviedli Erwin Neher a Bert Sakmann v roku 1976. Tato ucinna technika umoziuje meranie iénovej
vodivosti cez maly kusok bunkovej membrany. V tejto technike Cista sklenena pipeta s priemerom Spicky asi 1 um je stlaGena proti neporusenej bunke, aby sa vytvorila pecat (seal). Mierne
odsavanie vedie k tvorbe velmi tesného uzaveru. Tym sa vytvori medzi vnutornou Castou pipety a vonkajSim roztokom odpor radovo niekolko gigaohmov. Takéto gigaohmskeé tesnenie
(nazyvané ,gigaseal”) zaistuje, Ze elektricky prad prudiaci cez pipetu je totozny s prudom, ktory preteka membranou drzanou pipetou. ,Gigaseal® umoznuje meranie prudu s vysokym
rozliSenim, zatial ¢o je na neho aplikované zname napatie cez membranu. ,Patch-clamp® metody poskytli jeden z prvych pohladov na Cinnost jednotlivych biomolekul.

Nasatie

Bunka Patch pipeta

Celobunkovy méd

—_—
Odtrhnutie

— - " tahom
3 . Bunkovo-pripojeny mod
Nizko-odporovy (gigaseal)
seal

Excised-patch méd

el f Nasatie

»Patch-clamp“ médy. Patch-clamp technika pre monitorovanie ¢innosti kanalov je velmi univerzalna. Vysoko
rezistentny uzaver (gigaseal) sa vytvori medzi pipetou a malym kuskom plazmatickej membrany. Tato konfiguracia
sa nazyva bunkovo-pripojeny mod (cell-attached mode). Roztrhnutie membranovej Casti zvySenym nasavanim
vytvara nizky odpor medzi pipetou a vnatornym priestorom bunky. Cinnost kanalov v celej plazmatickej membrane
je mozné monitorovat v tomto celobunkovom mdde (whole-cell mode). Na pripravu membrany v madde
.excised-patch” je pipeta odtiahnuta od bunky. Kus plazmatickej membrany s cytoplazmatickou stranou
vystavenou do média je monitorovany ,patch® pipetou.

(A) (B)

Uzatvoreny

Otvoreny —
400 ms 4 ms

Pozorovanie jednotlivych kanalov. (A) Vysledky experimentu ,patch-clamp®, ktory odhaluje konformaéné prechody
jediného i6nového kanala medzi uzavretym a otvorenym stavom. (B) DetailnejSi pohlad na signal v (A) odhaluje dizku ¢asu,
pocas ktorého je kanal v otvorenom stave.



IONOVE KANALY — DRASLIKOVY KANAL

Sekvenéné vztahy iénovych kanalov. Rovnaké farby
naznacuju Struktirne podobné oblasti sodikového,
vapnikoveho a draslikového kanala. Kazdy z tychto
kanalov vykazuje priblizne Stvornasobnu symetriu bud v
ramci jedného retazca (sodikové, vapnikové kanaly) alebo
tvorbou tetramérov (u draslikovych kanalov).

Sodny

Strukturnalevoluéna podobnost idnovych kanalov

Por

S1 / S3 / S556
2 4

52 S

Vapnikovy

enat - — THT NI H TP H IITIN HH TITTE -

Draselny (shaker)
kanal

Pohlad dole pérom Boény pohlad

Izolovana subjednotka

Prokaryoticky draselny

[ I:I I I | kanal [I:I

Struktira draslikového iénového kanala. Kanal K* je zlozeny zo
Styroch identickych podjednotiek, ma tvar kuzela s vacsim otvorom
smerujucim do vnutra bunky (stredny obrazok). Pohlad dolu pérom,
ktory smeruje von z bunky, ukazuje vztahy jednotlivych podjednotiek
(vlavo). Jedna zo Styroch identickych podjednotiek poru je zobrazena
vpravo, pricom oblast tvoriaca por je zobrazena sivou farbou.
[1K4C.pdb.]



SELEKTIVITA DRASLIKOVEHO KANALU

Struktdra uvedena na obréazku vpravo hore predstavuje kanal K* v uzavretej forme. Tato $truktira naznaduje ako je kanal schopny odlisit katiény K* od ostatnych
ionov. Poginajlic zvnutra bunky, por zagina s priemerom priblizne 10 A a potom sa zdZi na mensiu kavitu s priemerom 8 A. Otvor smerom von y bunkzy a centraina
dutina poru su naplnené vodou a K* ion sa zmesti do poru bez straty obalu vyvtvorenej z molekul vody. Priblizne v dvoch tretinach cesty cez membranu, sa pory zuzia
(priemer 3 A). V tom okamihu sa musia vetky ibny K* vzdat naviazanych molekdl vody a i6ny K* interagujii priamo so skupinami na proteine. Struktira kanalu
(i¢inne zmensuje hrabku membrany z 34 A na 12 A umoznenim prieniku solvatovanych iénov do membrany pred tym, ako musia iény priamo interagovat s kanalom.
Aby sa iony K* vzdali viazanych molekul vody, iné polarne interakcie musia nahradit' interakcie s vodou. Obmedzena Cast poru je tvorena zo zvyskov prislichajucim
dvom transmembranovym o-helixom. Najma Usek s piatimi aminokyselinami v tejto oblasti funguje ako filter selektivity, ktory urCuje preferenciu K* pred ostatnymi
ionmi. Tento usek ma sekvenciu Thr-Val-Gly-Tyr-Gly (TVGYG) a je takmer uplne konzervovany vo vSetkych kanaloch K*.

Cesta cez draslikovy kanal. Draselny ion vstupom do kanalu K* méze prejst

vzdialenost 22 A v membrane, zatial & zostane solvatovany molekulou vodou Filter selektivity draslikového idnového kanalu. |ony draslika interaguju s karbonylovymi
(modra). V tomto bode, priemer pérov sa zuzi na 3 A (“//) a draselné iény musia skupinami sekvencie TVGYG, ktora tvori selektivny filter nachadzajuci sa v Casti poru K*
zbavit viazanej vody a interaguju s karbonylovymi skupinami (Cervené) aminokyselin kanalu s priemerom 3 A. Zobrazené su Iba dve zo Styroch subjednotiek kanala.

nachadzajucimi sa v poéroch.



SELEKTIVITA DRASLIKOVEHO KANALU

Vlastnosti alkalickych katiénov

Draslikové i6nové kanaly su 100-krat priepustnejSie pre K™ ako pre Na*. Ako sa dosahuje tento vysoky stupen

or e R Aok selektivity? 16ny majuce polomer vacsi ako 1,5 A nemdzu prejst cez Cast kanalu s priemerom 3 A, ktory tvori
(A) (kJ/mol) selektivny filter K* kanalu. Kation Na* je vSak dostatocne maly, aby touto Castou kanala mohol prejst. lonovy
Li* 0,60 410 y «s R : v L ow N4 L L
Na* 0.95 301 polomer Na* je podstatne mensi ako u K*. Ako je potom mozné, ze Na* neprejde K* kanalom?
K+ 133 -230 Klucovym bodom je, Ze Gibbsova energia pre dehydrataciu tychto iénov je znac¢na [Na*, 301 kd/mol; a K*, 230
g:: ]gg f;g kJ/ mol]. Kanal vyrovnava naklady na dehydrataciu K* kompenzacnymi interakciami s karbonylovymi atbmami
kyslika lemujucimi jeho selektivny filter. Tieto atdmy kyslika su vSak umiestnené tak, ze ich interakcia s Na* nie
je priazniva, pretoze Na* je prilis maly. Sodné idny su preto odmietané, pretoze vysoké energetické naklady na
ich dehydrataciu by neboli kompenzované.
Draslik m Sodik "] Resolvaéna energia

v K* kanali

Desolvacna _ . Desolvacna
eneraia Resolvacna energia ) O
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Energeticky zaklad ionovej selektivity. Energetické naklady na dehydrataciu draselného idnu su kompenzované priaznivymi interakciami s filtrom selektivity. Pretoze
sodikovy ion je prilis maly, aby mohol priaznivo interagovat so selektivnym filtrom, nemdze byt energia desolvatacie kompenzovana a sodikovy i6n neprechadza cez kanal.



RYCHLOST TRANSPORTU CEZ DRASLIKOVY KANAL —

Tesneé vazbove miesta potrebné pre ionovu selektivitu by mali spomalit’ postup ionov kanalom, ale ionove kanaly dosahuju
velké rychlosti ibnového transportu. Ako je vyrieSeny tento paradox?

Vonkajsok
bunky

Vnutro .
bunky

Model pre idnovy transport K* kanalom. Filter selektivity ma Styri vazobné miesta. Hydratované iony draslika méZzu vstupit na tieto miesta, jeden po
druhom, za sucasnej straty ich hydratacného obalu. Ked dva iony obsadia susedné miesta, elektrostatické sily pésobia odpudivo a snazia sa ich
oddialit. l6ny vstupuju do kanala z jednej strany a su vytlac¢ané dalSimi ibnmi na druhu stranu.



NAPATOVO RIADENE KANALY

Niektoré kanaly Na* a K* su riadené membranovym potencialom; dochadza u nich ku zmene konformacie na vysoko vodivu
formu v reakcii na zmeny v napati na membrane. Tieto napatovo riadené kanaly zahfnaju segmenty S1 az S4 okrem
samotného poru tvoreného segmentami S5 a S6. Struktira napatovo riadeného kanalu K* z Aeropyrum pernix bola
stanovena rontgenovou krystalografiou. Segmenty S1 az S4 tvoria domény, nazyvané ,lopatky®, ktoré priliehaju k jadru
kanalu. Tieto lopatky zahfnaju segment S4, napatovy snimac. Segment S4 tvori a-helix lemovany kladne nabitymi nabojmi
aminokyselinovymi zvyskami.

®)

Closed Open

Struktura napatovo riadeného draslikového kanala. (A) Pohlad zhora.. Model napat'ového ovladania iénovych kanalov. Padla snimajuce napatie lezia v ,dolnej* polohe
(B) Bocny pohlad. Kladne nabita oblast S4 (Cervena) lezi na boku pod uzavretym kanalom (vfavo). Depolarizacia membran taha padla cez membranu. Pohyb taha
Struktury v spodnej Casti poru. [Cerpané z 1TORQ.pdb]. zakladnu kanalu od seba a tak dochadza k otvoreniu kanala (vpravo).



INAKTIVACIA KANALOV — MODEL ,,GULE A RETAZE".

Kanaly K* a Na* prechadzaju inaktivaciou do niekolkych milisekind od otvorenia (A). Prvou indiciou mechanizmu inaktivacie bolo
vystavenie cytoplazmatickej strany kanalu poésobeniu trypsinu; Stiepenim trypsinom sa vytvorili upravené kanaly, ktoré zostali vytrvalo
otvorené po depolarizacii (B). Mutant draslikového kanala, ktorému chyba 42 aminokyselin z N-konca, sa po depolarizacii nedokazal

inaktivovat. Je pozoruhodné, ze inaktivaciu obnovilo pridanie syntetického peptidu zodpovedajuceho prvym 20 zvySkom nativneho
kanalu (C).

Tieto experimenty vyrazne podporuju model ,gule a retaze” pre inaktivaciu kanalov. Podla tohto
® modelu prvych 20 aminokyselinovych zvyskov kanala K* tvori cytoplazmaticku jednotku (gulu),
Divoky typ ktora je pripevnena k pruznému segmentu polypeptidoveho retazca.

—

{B) Uzatvoreny Otvoreny Inaktivovany
Deleény mutant

Membranovy prud

Inaktiva¢na
doména

©

Mutant + peptid

‘_f\ a_ Model s gulou a ret'azou pre deaktivaciu kanala. Inaktivacna doména, gula“ (siva farba), je priputana ku kanalu
| | | flexibilnym ,retazcom®. V uzatvorenom stave sa gula nachadza v cytoplazme. Po depolarizacii sa kanal otvori a

o 20 A0 &0 vytvori sa vazbové miesto pre kladne nabitt ,gulu” v Usti péru. Pohyb ,gule” do tohto miesta deaktivuje kanal tym,
Cas po depolarizacii (ms) e ho uzatvori




Co BY STE MALI VEDIET

Vediet rozdiel medzi aktivnym a pasivnym transportom
« Popisat mechanizmus pump typu P a ABC transportérov
» Popisat zakladny mechanizmus nosicov

* Rozlisit mechanizmy v Cinnosti antiportéru, symportéru a uniporteru

» Popisat zakladny mechanizmus selekcie ionovych kanalov

» Popisat zakladny mechanizmus napatovych kanalov

Uviest ako dochadza k inaktivacii kanalov



Mitochondrie — struktura a funkcie.
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Mitochondrie — struktura
Funkcie mitochondrii
Dychaci retazec — zakladné pojmy
Komponenty dychacieho retazca



MITOCHONDRIE — ZAKLADNE FUNKCIE

Mitochondrie (z gr. mitos-nit a chondrion-granula) su membranovo uzavreté organely, ktoré sa nachadzaju vo vacsine
eukaryotickych buniek a predstavuju tzv. energetické centra buniek resp. ,bunkove elektrarne”.

Ich hlavnou funkciou je konverzia redukovanych molekul NADH a FADH, (produkty glykolyzy a Krebsovho cyklu) na
molekuly ATP v procese oxidativnej fosforylacie.

Dalsie funkcie a tlohy mitochondri:

» Vznik a progres apoptozy (programovana bunkova smrt)

* Syntéza hémov a steroidov

 Regulacia vnutrobunkovej koncentracie iénov Ca%*

« Uloha v procese starnutia

« Ugast v neurodegenerativnych ochoreniach (Alzheimerova choroba, Parkinsonove ochorenie, Huntingtonova choroba),
ako aj vo velkom mnozstve inych chordb



MITOCHONDRIE — MIKROSKOPISKY OBRAZ A STRUKTURA

Mitochondrie, zafarbené na zeleno, tvoria siet vnutri buniek fibroblastov.

Intermembranovy  Kristy
priestor

Vnutorna membrana

Vonkajsia membrana

Schematicka Struktura mitochondrie.

Vonkaijsia
membrana
N

-
“Hs=—— KRISTY

MATRIX

Vnutorna

membrana

Prierezovy obraz mitochondrii.



MITOCHONDRIE — STRUKTURA

Vacsina eukaryotickych buniek obsahuje ~ 1000 mitochondrii, avSak niektoré typy buniek, napr. bunky srdcového svalu, ¢i pecenové bunky obsahuju ovela vyssi
pocet tychto organel. Na druhej strane Cervené krvinky neobsahuju ziadne mitochondrie. Mitochondrie sa zvycajne izoluju z tych tkaniv, ktoré obsahuju ich najvyssi

pocet.

Intermembranovy  Kristy
priestor

Matrix

Vonkajsia membrana

Charakteristicky rozmer mitochondrie je 1-10 um

Vonkajsia membrana - obsahuje znacné mnozstvo integralnych membranovych proteinov, ktoré sa nazyvaju
poriny (tieto molekuly sa niekedy zvyknu oznaCovat na napati zavislé aniénové kanaly (VDAC, z angl. volt-
dependent anion channels). Tieto proteiny vo svojej Strukture obsahuju ,kanal®, prostrednictvom ktorého sa
transportuju molekuly s molekulovou hmotnostou do 5-10 kDa. Tato membrana takisto obsahuje enzymy
zahrnuté do procesov degradacie tryptofanu, oxidacie adrenalinu, elongacie mastnych kyselin.

Vnutorna membrana - obsahuje proteiny, ktoré su sucastou nasledujucich procesov oxidacno-redukcné
procesy v dychacom retazci

- syntéza ATP

- Specificky transport proteinov regulujucich prechod metabolitov do a z mitochondrialneho matrixu

- import proteinov
Obsahuje viac nez 100 réznych polypeptidov a hmotnostny koncentraCny pomer proteiny:lipidy je ~ 3:1.
Membrana je nepriepustna a takmer vsetky iony a molekuly vyzaduju Specialne transportné systémy na jgj
prechod.
Viytvara zahyby (cristae), ktoré zvySuju povrch tejto membrany, ¢im sa vytvaraju podmienky pre vysSiu aktivitu
dychacieho retazca
Mitochondrialny matrix - priestor uzatvoreny vnatornou mitochondrialnou membranou. Obsahuje enzymy
podielajuce sa na Krebsovom cykle, oxidacii pyruvatu a mastnych kyselin. Koncentracia proteinov v matrixe moze
dosahovat hodnoty az 500 mg/ml. Zaroven sa tam nachadza mitochondrialna DNA a mitochondrialne ribozomy.



MITOCHONDRIE — MITOCHONDRIALNY GENOM

Mitochondrie obsahuju vlastni DNA (mtDNA) a predstavuju tak jedinu organelu cytoplazmy, v ktorej sa nachadza DNA. V jednej mitochondrii sa
nachadza viacero kopii mtDNA. Vsetok ostatny geneticky material bunky sa nachadza v bunkovom jadre.

Ludska mtDNA - patri medzi kruhové DNA

- obsahuje 16 569 bazovych parov, pricom neobsahuje tzv. ,junk DNA® t.). DNA, ktora nekoduje proteiny, alebo sa
neprepisuje do réznych typov RNA

- koduje 13 polypeptidovych retazcov, pricom vsetky su sucastou dychacieho retazca a taktiez koduje 22 tRNA a 2 rRNA

- je nachylnejSia k mutaciam nez jadrova DNA (oxidativny stres, CastejSia replikacia, nie je chranena pred okolim tak ako
jadrova DNA)

- ma mierne odlisny geneticky kod v porovnani s jadrovou DNA

Replikacia a dedicnost’ mtDNA

Mitochondrie replikuju svoju DNA a nasledne sa delia v zavislosti od energetickej potreby bunky. Replikacia a transkripcia mtDNA vSak zavisi od
proteinov, ktoré su geneticky kddované v bunkovom jadre.

Pri deleni bunky sa mitochondrie nahodne prerozdelia medzi vznikajuce nove bunky.

mtDNA sa vo vacsine organizmov dedi po materskej linii. Tato vlastnost spolu s neexistenciou rekombinacie mtDNA robi z tejto molekuly ddlezity
zdroj informacii pre populacénu genetiku a evolucnu biologiu.

Na zaklade skumania mtDNA sa usudzuije, Ze fudsky rod vznikol v Afrike.



MITOCHONDRIE — POVOD

Vzhladom k tomu, ze mitochondrie obsahuju DNA aj ribozomy, sa predpoklada, ze tieto organely su ,potomkami“ endosymbiotickych bakterii
(najpravdepodobnejSie Specializované purpurové baktérie), ktoré preZili ich endocytdzu inymi bunkami. Schopnost’ symbiotickych baktérii
uskutocnovat dychanie v hostitelskych bunkach pravdepodobne viedla k evolucnej vyhode pre tieto bunky.

Vlastnosti, ktorymi sa mitochondrie podobaju na svojich predchodcov:

e viacero kopii DNA v jednej mitochondrii (rovnako je to aj u bakteérii),

e 70S ribozdm v mitochondriach podobne ako u baktérii, v cytoplazme eukarytickych buniek je to 80S ribozdm,
e nizke zastupenie intrénov v strukture mtDNA, u baktérii je to obdobne,

e kruhova forma mtDNA, rovnaku formu maju aj baktérie.

» Vnutorny
membranovy
¥a.  system

Aerdbna
baktéria

Predok eukaryotickej bunky Euk.?ryc;‘ticlaé bunka
s mitochondriou



UvoD K DYCHACIEMU RETAZCU

Palivo \
» Sediaci 70 kg muZ spotrebuje za def } i tokom
energiu cca 8400 kJ (2000 kcal), t.j. cca 02
83 kg ATP

ATP
« V. kazdom momente ma ludsky
organizmus cca 250 g ATP, 1 molekula
ATP sa recykluje cca 300x za den v

procese Ooxi dativn ej fosforyléci e Mitochondrie oxiduju uhlik obsahujlce, energeticky bohaté

molekuly na bunkovu energiu.

Dychaci ret'azec alebo elektron-transportny ret'azec pozostava zo 4 velkych
membranovych komplexov nachadzajucich sa vo vnutornej mitochondrialnej
membrane a zabezpecuju oxidaciu NADH a FADH,:

NADH + % 0, + H* — H,0 + NAD*  AGY=-220.1 kJ/mol

tri z tychto komplexov pumpuju protony a vzniknuty protonovy gradient sa
vyuziva na tvorbu ATP v piatom komplexe, ATP-syntaze

ADP +P +H* > ATP+H,0  AGP=+30.5 kJ/imol

Dychanie buniek

Proces, v ktorom sa tvori ATP priCom inorganicka
zluCenina (ako je molekulovy kyslik) sluzi ako
koneCny elektronovy akceptor. Donorom elektronov
moze byt organicka alebo anorganicka zlucCenina.

| ADP
e P,

Membrana

Matrix



UvoD K DYCHACIEMU RETAZCU

Celkova bilancia pre oxidaciu glukézy v procese glykolyzy a Krebsovho cyklu
(treba mat na zreteli, Ze z jednej molekuly glukdzy vznikaju dve molekuly pyruvatu)

D-glukdza + 10 NAD*+ 2 FAD + 2 ADP* + 2 GDP % + 4 P, + 2H,0 —
10 NADH + 10 H* + 2 FADH, + 2 ATP*+ 2 GTP *+ 6 CO,

Molekuly NADH a FADH, sluzia ako zdroje elektronov pre dychaci retazec.

Pri oxidacii tychto molekul sa uvolniuje energia, ktora sa v konecnom dosledku vyuziva na syntézu ATP:

NADH + %4 0, + H* — H,0 + NAD*  AG? =-220.1 kJ/mol
alebo

NADH + 7% 0, + H" — H,0 + NAD* AE” =+1.13V

Tato oxidacno — redukcna reakcia je zlozena z komponentov dvoch redoxnych parov:

1% 0, +2 H* +2 & — H,0 E0'= +0.815 V

NAD* + 2 H* +2 e — NADH + H* E¥=-0315V



UvoD K DYCHACIEMU RETAZCU

V dychacom retazci je potencial eletronového transferu z NADH a FADH, konvertovany na energiu prenosu fosfatovej skupiny pomocou ATP.

X+H - X+ H2 Reduoxny potencial H*:H, paru je definovany ako 0 voltov
V oxidacno-redukcnej reakcii sa donor elektronov, v uvedenom ) , , S ~
pripade X, nazyva reduktant alebo redukény agent, zatial ¢o Standardny redoxny potencial niektorych reakcii
akceptor elektronov, H*:, sa nazyva oxidant. Oxidant Reduktant n E0 (V)
Sukcinat + CO a-Ketoglutarat 2 -0.67
Acetat Acetaldehyd 2 -0.60
Feredoxin (oxidovany) Feredoxin (redukovany) 1 -0.43
: , : ., Cox , 2 H Hz 2 -0.42
Zaporny redoxny potencial znamena, ze oxidovana forma NAD* NADH + H* 5 0.3
latky ma nizSiu afinitu k elektronom ako H,. Pozitivny 'CI.AD,F:*( ] 'CI_AD,F;T +dH; . g 823
, . - : , , , ipoat (oxidovany ipoat (redukovany -0.
req?(ny poltenmal Znamena, ze omdovgna forma Iatky ma FAD FADH, 5 0.2
vySSiu afinitu k elektronom ako H,. Tieto porovnania sa Acetaldehyde Etanol 2 0.20
e & , - _ : - Pyruvat Laktat 2 0.19
tykaju starlda}rq.nych podm|e+nok konkrétne 1 M oxidant, e SR 5 e
1 M redukcné Cinidlo, 1 M H* a 1 atm H.,. Cytochrém b (+3) Cytochrém b (+2) 1 +0.07
Silné redukéné ¢inidlo (ako je NADH) je teda pripravené Dehydroaskorbat Askorbat 2 +0.08
; , . , , ) Ubichinén (oxidovany) Ubichinén (redukovany) 2 +0.10
darovat elektrony a ma negativny redoxny potencial, Cytochrém ¢ (+3) Cytochrom ¢ (+2) 1 +0.29
zatial Co silné oxidaCné Cinidlo (napr. ako O,) je Fe (+3) Fe (+2) 1 +0.77
- T : : ” , Y Op + 2 HY H,0 2 +0.82
pripravené prijimat elektrony a ma pozitivny redoxny
potenciél. Poznamka: E” je Standardny oxidacno-redukény potencial (pH 7, 25 °C) a n je pocet

prenesenych elektrénov. E® zodpoveda parcialnej reakcii v tvare Oxidant + e — Reduktant
(Tabufka je prebrana a upravena z ucebnice Biochemistry 8.vydanie, Berg, Tymoczko, Gatto,
Stryer).



UvoD K DYCHACIEMU RETAZCU

Zmena Standardnej Gibbsovej energie AG? sa da vypoditat z hodnoty redukéného potencialu AEC :

AGY = -nF AE” kde n je poCet prenesenych elektronov, F je tzv. Faradayova konstanta
(96.48 C/mol), AEY je vo voltoch a AGY je v kdJ/mol.

UrCenie hodnoty Standardnej Gibbsovej energie pre reakciu:

Pyruvat + NADH + H* — Laktat + NAD* (A)

Pyruvat + 2 H" + 2 e- — Laktat E?’=-019V (B)
NAD* + H* + 2 & —> NADH F"=-032V  (C)

Na ziskanie reakcie A z reakcii B a C potrebujeme otoCit reakciu C
tak, aby NADH bola na lavej strane Sipky. V takomto pripade je
potrebné zmenit aj znemienko pre hodnotu E7:

Pyruvat + 2H* +2 e — Laktat  E®'=-0.19V (B)
NADH — NAD* + H* + 2 & E®'=+0.32V (D)

Gibbsovu energiu pre reakciu B mézeme vypocitat, ked n = 2:
AGY = -2 x 96.48 kJ/mol/V x -0.19 V = +36.7 kJ/mol
Podobne pre reakciu D:
AGY = -2 x 96.48 kJ/mol/V x +0.32 V = -61.8 kJ/mol
Gibbsovu energiu pre reakciu A vypocitame ako:

AG? = AG? (pre reakciu B) + AG” (pre reakciu D) =
= +36.7 kd/mol + (-61.8 kd/mol) = -25.1 kJ/mol



UvoD K DYCHACIEMU RETAZCU

Elektronovy transportny retazec je tvoreny komplexom (sériou) membranovych proteinov a redoxnych prenasacov
nachadzajucich sa na vnutornej mitochondrialnej membrane, ktore umoznuju oxidaciu redukovanych NADH a FADH,
molekulovym kyslikom. Tento proces je viacstupnovy a v jeho priebehu sa na membrane tvori elektrochemicky protonovy
gradient. Tento gradient je vyuzivany na syntézu ATP a na aktivny transport molekul cez membrany.

Prenos elektronov v ramci dychacieho retazca (t.j. oxidacia redoxnych centier s nizSimi redoxnymi potencialmi, redoxnymi
centrami s vysSimi redoxnymi potencialmi) je spojena (coupled) s translokaciou protonov cez vnutornu mitochondrialnu
membranu, pricom tento transport sa uskutocnuje proti protonovemu gradientu.

Priklad spriahnutych reakcii - termodynamicky vyhodné reakcie (prenos elektronov medzi centrami dychacieho retazca) a
termodynamicky nevyhodnou reakciou (transport proténov proti elektrochemickému protonovému gradientu).



UvoD K DYCHACIEMU RETAZCU

Ako mozno kvantifikovat' energiu spojenu s protonovym gradientom?
Zmena Gibbsovej energie pre latku pohybujicu sa z jednej strany
membrany, kde sa nachadza pri koncentracii ¢, na druhu stranu, kde
mé koncentraciu c,, je dana vztahom:

AG =RTIn (c)/c,) + ZFAV

Z je elektricky naboj prepravovanej latky a AV je membranovy potencial vo
voltoch.

Za typickych podmienok pre vnutornu mitochondrialnu membranu je
pH na vonkajSej strane o 1.4 jednotky nizSie ako vo vnutri (Co
zodpoveda In (c,/c) = 1.4] a membranovy potencial je 0.14 V,
vonkajsia strana je kladna.

Pretoze Z = +1 pre protony, zmena volnej energie je (8,32 x 103
kd/mol/K x 310 K x 1.4) + (+1 x 96.48 kJ/mol/V x 0.14 V) = 21.8
kd/mol.

Na prenos kazdého protéonu z matrixu do cytoplazmy sa tak
spotrebuje 21.8 kJ/mol Gibbsovej energie.

(adH) +

ok .
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h —

—50 | NADH-Q
reduktaza
komplex

—100 —

VolI'na energia relativna k O, (kJ/mol)
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—200 —
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Sukcinat dehydrogenaza
: ﬁ
( _Fe
e

e

; 'e_j/ Ubichinén (Q)
L i Cytochrém c reduktaza
Fe' komplex
- e~
u Cytochréom c

—Fe
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Cytochrém c oxidaza
komplex 5

@

0, H,0

Komponenty elektronového

transportného retazca. Elektrony teCu v smere

energetického gradientu od NADH k O,. Tok je katalyzovany Styrmi proteinovymi

komplexmi. Zelezo je zlozkou komplexov I, 11, IV a cytochrému c.



SCHEMATICKE ZNAZORNENIE DYCHACIEH
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KOMPONENTY DYCHACIEHO RETAZCA

Komplex |- NADH dehydrogenaza, NADH:ubichinén oxidoreduktaza
Enzym obsahujuci 46 polypeptidovych retazcov a katalyzujuci reakciu:

NADH +5 H.I-matrix + Q — NAD* + QHZ t4 H.I-cytoplazma
Tato reakcia je spojena s translokaciou 4 protonov z matrixu do intermembranového priestoru mitochondrii

Kompex Il - sukcinat dehydrogenaza, sukcinat:ubichinén oxidoreduktaza
Enzym sa sklada z 5 polypeptidov, je suCastou Krebsovho cyklu a katalyzuje oxidaciu sukcinatu na fumarat, pricom elektrony sa prostrednictvom FADH, prenesu na
ubichinon:
Sukcinat + FAD — Fumarat + FADH,
FADH, + Q — FAD + QH,

Komplex Il - cytochréom bc,, cytochrom ¢ reduktaza, ubichinon:cytochrom c oxidoreduktaza
Enzym pozostavajuci z 11 podjednotiek a katalyzujuci prenos elektronov z ubichinolu (QH,) na cytochrdm c (cyt c), pricom 2 protony su translokované cez vnutornd
mitochondrialnu membranu do mitochondrialneho medzimembranového priestoru:

QH, + eyt ¢** + 2 H* i, — Q+ cyt ¢ + 4 H* ¢ytoplazma

Komplex IV - cytochrom ¢ oxidaza

Enzym pozostavajuci z 13 polypeptidovych retazcov a umoznujuci prenos elektronov z redukovaného cyt ¢ na molekulu kyslika, pricom 4 protony z matrixu
mitochondrii su translokované cez vnutornu mitochondrialnu membranu do medzimembranového priestoru

deytc**+0,+8H* ... > 4dcytcd*+2H,0+4H*

cytoplazma



KOMPONENTY DYCHACIEHO RETAZCA

Okrem Styroch integralno-membranovych polypeptidovych komplexov obsahuje dychaci retazec aj dva mobilné prenasace elektronov: ubichinén (Q) a
cytochrom c (cyt c).

Ubichinén (koenzym Q) - je znacne hydrofébna molekula nachadzajica sa vo vnutri membran a v dychacom retazci slizi na prenos elektronov z
komplexov | a |l na komplex Ill a taktiez zohrava dolezitu ulohu pri translokacii proténov cez membranu v komplexe I (tzv. Q sfucka, z angl. Q loop).
Ubichindn moze byt redukovany v procese dvojelektronovej redukcie na ubichinol:
Q+2e+2H" <~ QH,
alebo méze byt redukovany len jednym elektrénom za vzniku semichinénového radikalu:
Q+ e+ H'— Q-

Cytochrom c — je maly (M= 12 kDa), vo vode rozpustny hemovy protein, ktory je ,volne® naviazany na vnutornu mitochondriainu membranu. Jeho
hlavnou ulohou je prenos elektronov medzi komplexami Il a IV v dychacom retazci.

Cytochrém ¢ vo svojej Strukture obsahuje hem c, ktory je kovalentne naviazany na polypeptidovy retazec prostrednictvom dvoch tioéterovych vazieb
na dva cysteinové zvysky. Axialnymi ligandami pre atdom Fe nachadzajuci sa v heme ¢ su molekuly histidinu a metioninu.
Oxidacno-redukéna reakcia prebiehajuca v cyt ¢; Fe 3* + e«<>Fe ?*

Na povrchu molekuly cyt ¢ sa nachadzaju kladne nabité lyzinove zvysky, prostrednictvom ktorych cyt ¢ interaguje so zaporne nabitymi skupinami
nachadzajucimi sa na povrchu jeho prirodzenych redoxnych partnerov, cytochrom bc, a cytochrom c oxidazy.

Pred cca. 20 rokmi sa zistilo, Ze okrem tejto ulohy zohrava cyt ¢ dolezitu funkciu pri iniciacii apoptozy.



KOMPONENTY DYCHACIEHO RETAZCA

Enzymovy komplex Hmotnost Pocet Prosteticka Oxidant alebo reduktant
(kDa)  podjednotiek skupina Matrix VnUtro membrany Cytoplazma
NADH-Q oxidoreduktaza >900 46 FMN NADH Q
Fe-S
Sukcinat-Q reduktaza 140 4 FAD Sukcinat Q
Fe-S
Q-cytochrdm c oxidoreduktaza 250 11 Hem by Q Cytc
Hem bL
Hem c1
Fe-S
Cytochrém ¢ oxidaza 200 12 Hem a Cytc
Hem a3
Cua a Cus

Tabulka je prebrana a upravena z ucebnice Biochemistry 8.vydanie, Berg, Tymoczko, Gatto, Stryer).

0 CHs e +H" O CH3 e +2H" 0

HsC~ ‘ ‘ \ Hi G~ ‘ o HsC~

Hsc“wno// T \\ :H HBCH\“D// “ﬁ/ \\“‘R H3C~\O/“ﬁ/ \\“‘“R
10
OH

CH3 O-

Oxidovana forma koenzymu Q Semichinénovy medziprodukt Redukovana forma koenzymu Q
(Q, ubichinén) (QH-) (QH,, ubichinol)

o




ZASTUPENIE JEDNOTLIVYCH ZLOZIEK V DYCHACOM RETAZCI

Dva mobilné prenaSace elektronov v dychacom retazci (Q, cyt ¢) sa dokazu rychlo pohybovat v rovine
vnutorne] mitochondrialnej membrany a interagovat s ich prirodzenymi redoxnymi partnermi.

Zastupenie jednotlivych komponentov dychacieho retazca nie je ekvivalentné a zavisi od typu bunky, napr.
v mitochondriach zo srdca kravy je toto zastupenie nasledovné:

1 NADH dehydrogenaza : 3 cytochrom bc,: 7 cytochrom c¢ oxidaza :
9 cytochrom c : 30 ubichinon

V sucasnosti sa vsak zacinaju objavovat hypotézy o tom, ze jednotlivé zlozky dychacieho retazca tvoria
jednu velku multikomplexnu strukturu, do ktorej su zakomponované aj cyt ¢ a ubichinon.



CHEMIOSMOTICKY PROTONOVY OKRUH

Pri elektronovom transporte pozdiz dychacieho retazca sa translokovali protdny z matrixu mitochondrii do
Intermembranového priestoru, pricom sa takto generuje protonovy elektrochemicky potencial Ap, ktory pozostava z
membranového elektrického potencialu AW a zlozky odpovedajucej rozdielu pH na obidvoch stranach membrany:

Ap(mV) =AY - 59 . ApH

Velkost tohto potencialu na vnutornej mitochondrialnej membrane je zvyCajne 200 — 220 mV, pricom podstatna Cast je
tvorena elektrickym membranovym potencialom (treba si uvedomit, ze intenzita elektrického pola vnutri membrany je
velmi vysoka cca. 300 000 V.cm™).

Tento potencial méze byt vyuzity na uzitoénu pracu (syntéza ATP, aktivny transport molekul cez membrany, alebo byt
disipovany v pritomnosti tzv. protonoforov, ktoré zvysuju priepustnost proténov cez membrany (napr. karbonyl kyanid p-
trifluémetoxyfenylhydrazén (FCCP)), a tak odpajaju procesy dychacieho retazca od fosforylacie ADP (tzv. uncouplers) -
analogia s elektrickym obvodom a jeho skratovanim.



VYUZITIE PROTONOVEHO ELEKTROCHEMICKEHO POTENCIALU NA SYNTEZU ATP PROSTREDNICTVOM ATP-SYNTAZY

Elektrochemicky protonovy gradient na vnutornej mitochondrialne] membrane sa vyuziva prostrednictvom ATP-
syntazy ( F,F, ATP-azy) na syntézu ATP:

ADP+ P, <> ATP

V' zavislosti od vonkajSich podmienok moze tato ATP-aza katalyzovat aj hydrolyzu ATP (v pripade vysokej
koncentracie ATP resp. malého protonového elektrochemického gradientu).

Kolko molov protonov je potrebnych na syntézu jedného molu ATP ?

Na vznik 1 molu ATP v procese katalyzovanom ATP-syntazou su potrebné 3 - 4 moly H*

AG pre syntézu ATP zavisi od konkrétnych koncentracii ATP, ADP a P,. Za normalnych fyziologickych podmienok je
to okolo 50-55 kJ.mol!. Pri transporte 1 molu H* cez membranu v smere protdnového elektrochemického potencialu

(200 mV) sa uvolni energia 19,3 kd = 3 moly H* staCia na syntézu 1 molu ATP.



Co BY STE MALI VEDIET

Popisat zakladnu strukturu mitochondrii

Uviest funkcie mitochondrii

Opisat funkciu dychacieho retazca

Uviest zakladné komponenty dychacieho retazca



Oxidativna fosforylacia -
Komplexy dychacieho retazca.

7

Struktura a funkcia dychacieho retazca
Komplex 1 - NADH dehydrogenaza
Komplex Il - sukcinat dehydrogenaza
Komplex Il - cytochréom bc,
Komplex IV - cytochrom c oxidaza



KompLEX | - NADH dehydrogenaza, NADH - ubichinon oxidoreduktaza

NADH dehydrogenaza je prvy enzym mitochondrialneho dychacieho retazca. Katalyzuje prenos elektronov z NADH na ubichindn. Pri tomto procese
sa uvolnuje energia, ktora sa vyuziva na translokaciu 4 proténov z matrixu mitochondrii do medzimembranového mitochondrialneho priestoru proti
smeru elektrochemického protonového gradientu.

NADH + 5 H* .4 + Q — NAD* + QH, + 4 H*

matrix cytoplazma

NADH + H*+ Q — NAD* + QH, AE° =430 mV

Tento proces pozostava z komponentov dvoch redoxnych parov

NAD* + 2H* + 2e- —~ NADH + H* E°=-320 mV
Q + 2H* + 2e" — QH, E°=110 mV

Teoreticky mo6ze za Standardnych podmienok Komplex | prenasat protony proti elektrochemickému protonovému gradientu (,protonmotive force®) o

velkosti:
Ap=2(e-). 430 mV /4 (H*)=215mV

Typicka hodnota pre Ap v mitochondriach v ustalenom stave je 200 mV = proces, ktory je katalyzovany enzymom NADH dehydrogenaza je velmi
efektivny.



KOMPLEX | - STRUKTURA

NADH dehydrogenaza (M,, ~1000 kDa) pozostava zo 46 polypeptidovych retazcov, z ktorych 14
je jadrovych (z angl. core) a zvySnych 32 je doplnkovych (z angl. accessory). Jadrové
polypeptidové retazce su zachované vo vsetkych komplexoch | a su dostaCujuce pre procesy
spojené s transformaciou energie v tomto komplexe.

Jadrové podjednotky su rozdelené do dvoch skupin: 7 hydrofiinych (kédované v jadre) a 7
hydrofébnych (kddované mtDNA).

Tvar enzymu je v tvare L, pricom jedno rameno je vnorené do vnutornej mitochondrialne] NADH w\< ;fiﬁ“t‘*-'
membrany a druhé sa nachadza v mitochondrialnom matrixe. oxidation |- ¥ '-u:*.?‘--
o i S
=y
proton %
translocation .
Kofaktory NADH dehydrogenazy: TERTnE
reduction
Flavin mononukleotid (FMN),

Fe-S klastre (z angl. cluster): Sest 4Fe-4S klastrov a dva 2Fe-2S klastre.

VSetky kofaktory su naviazané na hydrofilné jadrové podjednotky.




KOMPLEX | - STRUKTURA
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NADH NAD* + H*Y

Architektura NADH dehydrogenazy je rozdelena do troch funkénych blokov (modulovy):

N modul: katalyzuje sa na nom oxidacia NADH
Q modul: miesto redukcie ubichindnu
P modul: zodpovedny za transport protonov cez membranu

Elektrony v procese katalyzovanom NADH dehydrogenazou prechadzaju z N modulu do Q modulu prostrednictvom
Fe-S klastrov. Energia uvolnena pri tomto transporte sa potom vyuziva pri transporte protonov cez membranu v P
module - mechanizmus spriahnutia tychto dvoch procesov nie je dostatocne znamy.



KOMPLEX | - KOFAKTORY

Oxidaéné stavy FMN

H OH

CH,0PO5%

Flavin mononukleotid (oxidovany)
(FMN)

Flavin mononukleotid (redukovany)
(FMNH,)

Struktura Fe-S centier

e kazdy atom Fe je obkoleseny 4 atdbmami S
e redukcny potencial tychto centier zavisi na okoli, v ktorom sa dany klaster nachadza

A () © )
* Cys | o Cys
Cys / Cys %
O Cys Cys | S -
‘\';}-—-? ¢ S = Ry Fe
B Fe e (e ”
A o X p ) J
1 N\ X -4 Cys
! CYS X\ CYS S ;
@ Cys D Cys
Q@ \lcys
J

Je znamych niekolko typov klastrov Fe-S. V najjednoduchSom type, jediny ion Zeleza je tetraedricky
koordinovany so sulfhydrylovymi skupinami Styroch cysteinovych zvyskov proteinu (A). Druhy typ (B),
oznaceny ako 2Fe-2S, obsahuje dva iony Zeleza, dva anorganické sulfidy a zvyCajne Styri cysteinové
zvySky. Treti typ (C), oznaceny ako 4Fe-4S, obsahuje Styri idny Zeleza, Styri anorganické sulfidy a
Styri cysteinové zvysSky. NADH-Q oxidoreduktaza obsahuje aj klastre 2Fe-2S aj 4Fe-4S. l6ny Zeleza v
tychto komplexoch Fe-S sa cykluju medzi dvoma stavmi: Fe?* (redukovany) a Fe3* (oxidovany). Na
rozdiel od chinonov a flavinov, klastre Fe-S vSeobecne prechadzaju oxidaéno-redukénymi reakciami
bez uvolfiovania alebo viazania protonov.



KOMPLEX | — VAZOBNE MIESTA A INHIBITORY

Ubichinénoveé vazobné miesta v NADH dehydrogenaze

Doteraz nie je celkom presne urCeny pocCet a lokalizacia vazobnych miest pre molekuly ubichinonu v NADH dehydrogenaze.
Tieto vazobné miesta vS§ak musia vyhovovat niektorym podmienkam:

e Redukcia ubichinénu si vyzaduje pritomnost protonov (pristup protonov k vazobnému miestu z matrixovej stany mitochondrialinej membrany),

e Je pravdepodobné, ze vazobné miesta sa nachadzaju v membranovej doméne proteinu, vhodné vzhladom na dlhy izoprénovy retazec ubichindnu, avsak hydrofilna
hlavicka musi byt spojena s vodnou fazou, kvéli protonacii,

» Ubichinénové miesto musi byt v ,rozumnej* vzdialenosti (do 14 A) od donora elektronov (Fe-S klaster).

Inhibitory NADH dehydrogenazy

Inhibitory NADH dehydrogenazy su vacsinou hydrofébne molekuly, ktoré sa viazu do, alebo do tesnej blizkosti, vazobného miesta pre ubichinén.
Rozdelené su do troch skupin (A,B,C) podla toho, do akej domény NADH dehydrogenazy sa viazu, a ktory katalyticky stav tohto enzymu inhibuju.

Priklady inhibitorov:

rotenon (A) piericidin (B) kapsaicin (C)
HalC
H -CH= ')
~ HWCHB
HD/Q/\ CH5

OCH;,

Prikladom inhibitora, ktory neinhibuje viazanie ubichinénu, ale transport proténov je fenpyroximat.



KOMPLEX | - KATALYTICKY MECHANIZMUS

Oxidacia NADH ubichinonom je z termodynamickeho hladiska velmi vyhodna, preto reverzibilna reakcia je malo
pravdepodobna. Tento proces prebieha vo viacerych krokoch:

1. NADH + FMN < NAD* + FMNH-

Tato reakcia je tzv. hydridna, prenesu sa naraz dva elektrony z NADH na FMN. Postupny prenos elektronov nie je
mozny z dovodu znacnej nestability NADH radikalu.

2. FMNH- + Fe-S (N3),, — FMNH: + Fe-S(N3),.
3. FMNH-+Fe-S (N3),, — FMN + Fe-S (N3),,,

FMNH- je reoxidovany prostrednictvom Fe-S klastra N3 v procese dvoch jednoelektronovych prechodov
4. Fe-S (N3),.4 + Fe-S (N2),,— Fe-S (N3),, + Fe-S (N2),,

Prenos elektronov retazcom Fe-S klastrov (celkovo 8 klastrov). Vzdialenosti medzi jednotlivymi klastrami 11-13 A.



KOMPLEX | — KATALYTICKY MECHANIZMUS

5. Fe-S (N2),., + Q + H* — Fe-S (N2) , + SQ

Klaster N2 je donorom elektronov pre naviazany ubichindn. Elektrony prechadzaju z N2 na Q postupne, pricom
jednoelektronovou redukciou ubichindnu vznika semichinon (SQ). Tento je nasledne rychlo redukovany druhym
elektronom z N2 klastra.

6. Fe-S (N2),.,+ SQ + H* — Fe-S (N2),, + QH,

Existencia semichinonového radikalu v priebehu redukcie ubichinonu na ubichinol méze za urcitych okolnosti viest
k redukcii O, na superoxidovy anionovy radikal O,.

Je zname, ze komplex | spolu s komplexom Ill sa najviac podielaju na tvorbe reaktivnych kyslikovych molekul v
mitochondriach. Tvorba tychto molekul méze viest k smrti bunky (apoptdza), vzniku réznych ochoreni (mutacie
mtDNA), ako aj prispievat k procesom starnutia.



KomPLEX | — Mechanizmus transportu protonov - Q-cyklus

V modeli Q-cyklu pre transport protonov v komplexe | zohrava podstatnu ulohu redukcia ubichinénu, molekuly FMN
a Fe-S klastrov predstavuju len zdroje elektronov a nepodielaju sa na pumpovani protonov.

Predpokladana existencia dvoch vazobnych miest pre ubichindn (ubichinol), jedno miesto na matrixovej strane a
jedno na cytoplazmaticke] strane membrany.

Podstatne fakty svedciace proti navrhovanemu mechanizmu:

e pri oxidacii jednej molekuly NADH sa transportuju cez membranu len 2 protony, v skutoCnosti su transportované
4 protony

e nebol najdeny kofaktor sprostredkujuci elektronovy transport medzi dvoma vazobnymi miestami pre ubichinony.



KomPLEX | - Mechanizmus transportu protonov - priame spriahnutie

Schéma transportu elektronov cez NADH dehydrogenazu naznacuje, ze v dvoch krokoch je rozdiel medzi redoxnymi potencialmi susednych
redoxnych partnerov dostatoCny na jeho vyuzitie pri transporte protéonov cez membranu:

1. Redukcia Fe-S klastra N2
2. Oxidacia N2 klastra ubichinonom

Na zaklade tychto skutocCnosti boli navrhnuté dve moznosti priameho spriahnutia prenosu protonov cez membranu s elektronovym transportom v
komplexe |.

1. Elektron pochadzajuci z NADH a prechadzajuci cez Fe-S klastre redukuje klaster N2, ktory sa dostava do ,vysoko-energetického® stavu
(N2,.4)*. Relaxacia tohto stavu do stavu N2, je spojena s prenosom dvoch protonov cez membranu. Relaxovany N2, je eSte schopny
redukovat ubichinon. O tom, ze klaster N2 je pravdepodobne zapojeny do proton pumpovania svedcCi skutocnost, ze jeho redoxny potencial
je pH zavisly a tento potencial je taktiez citlivy na celkovy membranovy potencial. N2 predstavuje priamy zdroj elektronov pre redukciu
ubichinonu.

2. Redoxny potencial naviazaného ubichindnu je ovela nizSi nez volného = prenos elektronov na naviazany ubichinon konzervuje potencialnu
energiu. Afinita ubichindnu k vazbe s Komplexom | je ovela vyssia v porovnani s afinitou ubichinolu k tomuto enzymu. Pri disociacii ubichinolu
(QH,) z NADH dehydrogenazy je vySSie spomenuta potencialna energia uvolnena a je spriahnuté s translokaciou 4 proténov cez membranu.



KOMPLEX Il - SUKCINAT DEHYDROGENAZA, SUKCINAT-UBICHINON OXIDOREDUKTAZA

Sukcinat + FAD — Fumarat + FADH,
FADH, + Q — FAD + QH,

Sukcinat dehydrogenaza, enzym z cyklu kyseliny citronovej, je sti¢astou komplexu sukcinat dehydrogentazy Jisace {

(komplexu 1), integralneho membranového proteinu vnatornej mitochondrialnej membrany. Enzym sa sklada ™"
z0 4 polypeptidov a 5 kofaktorov (prostetické skupiny). Elektrony sa prenasaju do centier Fe-S a potom do Q
za vzniku QH,, ktory je potom pripraveny na prenos elektronov dalej v dychacom retazci. Komplex sukcinat-
ubichinon reduktazy, na rozdiel od NADH-Q oxidoreduktazy, nepumpuje protony z jednej strany membrany
na druhu. V dosledku toho sa vytvara menej ATP oxidaciou FADH, nez z NADH.

Cytoplazma
(N strana)

Komplex |
V enzyme sa nachadzaju tri domeény: = ™

Intermembranovy priestor

Ubichinén

. . o Hem b
SDHA - katalyticka doména, " ety

QOa0000000000000000000(

SERSEESAEARASESERRRSR. LG B e nnenaaREnne e

SDHB - doména pre elektronovy transport,

“ . , DHA Periplazma  Kardiolipin '
SDHC/SDHD - ,kotva“ pre zachytenie proteinu (P strana)
vV membrane.

Sukcinat Fumarat




KompPLEX Il - katalyticky mechanizmus

1. Sukcinat sa viaze do domény SDHA, ktora obsahuje molekulu FAD a kde Komplex Il
prebieha oxidacia sukcinatu na fumarat a vznika redukovana molekula FADH,,.

2.Doména SDHB obsahuje 3 Fe-S centra (2Fe-2S, 3Fe-3S, 4Fe-45),
prostrednictvom ktorych sa elektrony transportuju z SDHA domény do
membranovej SDHC/SDHD domény.

Vnuitro mitochondrialnej
membrany

3. Takto prenesené elektrony sa podielaju na dvojelektronove) redukci FAD. FADH
ubichindnu na ubichinol, ktora sa uskutocnuje v SDHC/SDHD doméne.

4. \/zniknuty ubichinol sa uvolnuje zo sukcinat dehydrogenazy do vnutornej

mitochondrialnej] membrany a sluzi ako zdroj elektronov pre Komplex Il

dychacieho retazca.

V SDHC/SDHD doméne sa este nachadza hém b, ktory sa priamo nepodiela
na transporte elektronov, ale pravdepodobne sluzi ako ochrana pred tvorbou
volnych kyslikovych radikalov v sukcinat dehydrogenaze.



KomPLEX Il — CYTOCHROM BC;, CYTOCHROM C REDUKTAZA

Cytochrom bc, je enzym pozostavajuci z 11 podjednotiek a katalyzujuci prenos elektronov z ubichinolu
(QH,) na cytochrom ¢ (cyt c), priCom 2 protony su translokované cez vnutornu mitochondrialnu
membranu do mitochondrialneho medzimembranového priestoru:

QH, +cytc** + 2 H* ... > Q+cytc* +4 H*

cytoplazma

ZvyCajne sa cytochrom ¢ reduktaza nachadza vo forme diméru.
Vo svojej Struktire monomér cytochrom c reduktazy obsahuje 4 kofaktory:

cytochromy b, b, a c,, Rieskeho Fe-S protein
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Cytochrém bc, je homodimér s 11 rozdielnymi
subjednotkami/monomeér.

a dve vazobné miesta pre ubichindn (ubichinol): Q, (Qp), Q (Qy)
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KomPLEX Il - Q CcYKLUS

Mechanizmus pumpovania protonov prostrednictvom Q-sfucky (z angl. Q-loop) bol navrhnuty P. Mitchelom.

1. Molekula QH, sa naviaze do Q, (Qp) miesta, pricom uvolni dva protony do medzimembranového mitochondriaineho priestoru.

2. Jeden z elektronov z QH, je transportovany cez Rieskeho Fe-S protein na cytochrom c, a potom dalej na cytochrom c.

3. Druhy elektron z QH, sa prostrednictvom hémov b, a b, dostava k vazbovému miestu Q, (Qy), kde redukuje naviazany oxidovany Q na semichindnovy
anion Q-

4. Oxidovana molekula Q (krok 1) sa uvolni z miesta Q, a nahradi sa dalSou molekulou QH,, priCom sa z tejto molekuly uvolnia dva protony do
mitochondrialneno medzimembranového priestoru.

5. Jeden z elektronov z QH, putuje prostredncictvom Rieskeho Fe-S proteinu a cyrochromu ¢, na cytochrom c.

6. Druhy elektron sa cez hemy b, a b, dostava k Q, miestu, kde redukuje semichinénovy radikal, pricom sa vychytavaju dva protony z matrixu a vznika QH,.
7. Molekula QH, disociuje z Q, miesta.

Prva polovica Q cyklu Druha polovica Q cyklu

Q-cyklus: V prvej polovici cyklu sa prenasaju dva elektrony viazaného QH,, jeden
na cytochrom ¢ a druhy na viazané Q v druhom vazbovom mieste za vzniku
semichindnového radikalového anionu Q*-. Novovzniknuty Q nasledne disociuje. V
druhej polovici cyklu druhd molekula QH, odovzdava elektrony v komplexe I,
jeden druhej molekule cytochromu ¢ a druhy na redukciu Q* na QH,. Vysledkom
tohto druhého prenosu elektronov je absorpcia dvoch protonov z matrixu. Draha
prenosu elektrénov je zobrazena Cervenou farbou.

2 QHZ + Q + 2 Cyt cox +2 H.l-matrix — 2 Q t QHZ +2 Cyt cred +4 H-I-cytoplazma



KOMPLEX 1l — Q CYKLUS — SCHEMATICKE ZNAZORNENIE —

Oxidacia Oxidacia
....... prvého QH, . druhého QH,
; Intermembranovy ;

Cytc | priestor (P strana)

Matrix (N strana)

QH, + cyte, (oxidovany) —> QH, +'Q + 2Hy + cytc, (oxidovany) —>
'Q + 2H: + cytc, (redukovany) QH, + 2I-l; + Q + cytc, (redukovany)

L™

Vysledna reakcia:
QH, + 2cytc, (oxidovany) + 2Hy —> Q+ 2cytc, (redukovany) + 4Hp



KOMPLEX |1l — CHEMICKY ZAPIS Q CYKLU

Oxidacia prvej molekuly QH,

QH,+ cytc* — Q- +cytc +2H"
Oxidacia druhej molekuly QH,
QH, + cytc** +Q-+2H* . — QH,+cytc*+Q+2H*

Celkovo je mozno procesy Q-cyklu zhrnut v chemickej rovnici:

QH,+2cytc* +2H" — Q+2cytc® +4H"



KOMPLEX IV — CYTOCHROM C OXIDAZA

Cytochrom c¢ oxidaza je enzym pozostavajuci z 13 polypeptidovych retazcov, ktory umoznuje prenos elektronov z redukovaného cyt ¢ na molekulu
kyslika, pricom 4 protony z matrixu mitochondrii su translokované cez vnutornu mitochondrialnu membranu do medzimembranového priestoru:

4 cyt c2+ + o2 +8 H.I.matrix — 4 cyt C3+ +2 HZO t4 H.I.cytoplazma

Cytc redukovany Lyt oxidovany

Cytochrom ¢ oxidaza (CcO) patri do skupiny tzv. med”
obsahujucich hemovych oxidaz (z angl. heme-copper
oxidases), ktoré su finalnym komponentom dychacieho

AW AW
Pumpované  chemické refazca v mitochondriach  eukaryotov alebo v

protony protény cytoplazmatickej membrane v baktériach.

V aerdbnych bunikach sa v CcO spotrebuvava cca. 90-95 %
z celkového mnozstva O, pouZzitého tymito bunkami.

Cytochrom ¢ oxidaza pozostava z 13 subjednotiek.



KOMPLEX IV - STRUKTURA

integralny membranovy protein pozostavajuci z 13
subjednotiek, v membrane vytvara dimer

obsahuje 3 atomy medi a 2 hemy: a a a,
purifikovany komplex zvyCajne obsahuje 15-20
fosfolipidov, 13 fosfolipidov bolo detekovanych

v krystalovej strukture CcO

obsahuje 3-4 molekuly kardiolipinu



KOMPLEX IV - STRUKTURA

Je znama krystalova Struktira mitochondrialnej CcO ako aj viacerych bakterialnych oxidaz (Paracoccus denitrificans, Rhodobacter
spaeroides, Thermus thermophilus)

Z 13 polypepdidovych retazcov tvoriacich CcO vo vysSich organizmoch su 3 kédované v mtDNA a zvysSné su kodovaneé jadrovou DNA. V
baktériach je CcO v prevaznej miere zlozena z 3 polypeptidov (analogia k 3 subjednotkam kddovanych mtDNA v eukaryotickych bunkach),
pricom tieto CcO su plne funkcné. Predpoklada sa, Zze 10 subjednotiek CcO kddovanych jadrovou DNA plni regulacnu a ochrannu funkciu a
nepodiela sa priamo na transporte elektronov a pumpovani protonov.

Kofaktory nachadzajuice sa v CcO:

2 hemy a (hem a a hem a,) nachadzajuce sa na subjednotke |,

2 atomy Cu tvoriace tzv. centrum Cu, nachadzajuce sa na subjednotke Il

1 atom Cu oznacovany ako Cug vyskytujuci sa na subjednotke |.

Hem a, a Cug tvoria tzv. binuklearne (katalyticke ) centrum CcO.

V §trukture CcO boli eSte najdené atdomy Mg 2* a Zn 2*. Ich Uloha nie je doteraz dostatocne objasnena.



KOMPLEX IV — LOKALIZACIA REDOXNYCH CENTIER V MITOCHONDRIALNEJ CcO

H,0

ke

Medzimembranovy priestor

Zn: Matrix

H+



KOMPLEX IV — STRUKTURA KATALYTICKEHO CENTRA CcO

Katalytické (binuklearne) centrum CcO pozostava z hemu a, a atomu Cug.

Ligandom hemu a, je molekula His 376 a ligandami Cug je trojica His 291, 290, 240.

Zvlastnostou je kovalentna vazba medzi His 240a Tyr 244 (zriedkakedy vidana skutoCnost existencie kovalentnej vazby medzi dvomi
bocnymi skupinami aminokyselin). Predpoklada sa, ze tato vazba zabezpecuje spravnu polohu Tyr zvySku voci katalytickému centru. To je
potrebné k tomu, aby bol Tyr schopny pocas katalytického cyklu dodat do katalytického centra elektron resp. proton.

Sieste ligandové miesto na heme a, Je v pripade redukovaného katalytického centra prazdne. Ak je toto centrum oxidované, nachadza sa
pravdepodobne medzi Fe hému a; a atdbmom Cug molekula H,O a ion OH-.

Na ligandové miesto hemu a; sa mozu viazat viaceré nizkomolekulove zluceniny:

Redukovany stav: O, (substrat pre CcO), CO, NO, CN-.
Oxidovany stav: CN-, N5, CI-, NO.

Molekuly CO, CN-, N5, NO posobia ako inhibitory CcO.



KOMPLEX IV — STRUKTURA KATALYTICKEHO CENTRA CcO

His376

His240

Tyr244



KOMPLEX IV — KANALY PRE TRANSPORT PROTONOV DO KATALYTICKEHO CENTRA CcO

V CcO boli identifikované dva kanaly (K a D), prostrednictvom ktorych sa protony z matrixu mitochondrii dostavaju do
katalytickeho centra.

D-kanal (pomenovanie podia aminokyselinového zvysku D (Asp) 91, ktory sa nachadza na povrchu CcO v matrixe
mitochondrii) Tento kanal je tvoreny viacerymi aminikyselinovymi zvyskami, zaCina sa na vysSie spomenutom Asp 91 a
obsahuje molekuly Asn 98, 80, Ser 101, 157, Tyr 19 a Glu 242 (tato aminokyselina tvori koniec D-kanala a zohrava
vyznamnu ulohu pri prenose protonov do katalytického centra a pravdepodobne aj do oblasti, z ktorych su potom protony
transportované do medzimembranového priestoru). Prostrednictvom D-kanala sa transportuje 6 alebo 7 protonov pocas
katalytickeho cyklu, 4 protony su pumpovane a 2 alebo 3 protony sa podielaju na vzniku H,0.

K-kanal (pomenovanie podia aminokyselinového zvysku K (Lys) 319, ktory sa nachadza v tomto kanali. Vstupnou
,oranou” pre tento kanal je Glu 60 a koncovym aminokyselinovym zvySkom je Tyr 244, ktory sa nachadza v tesne
blzikosti katalytického centra. Prostrednictvom K-kanala sa transportuje 1 alebo 2 protony v redukcnej faze katalytického

cyklu. Ukazuje sa, ze rychlost transportu protonov cez K-kanal je rychlost limitujucim krokom pre cely katalyticky cyklus
CcO.



KOMPLEX IV — KANALY PRE TRANSPORT PROTONOV DO KATALYTICKEHO CENTRA CcO
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KOMPLEX IV — KATALYTICKY MECHANIZMUS CcO

V procese redukcie O, na H,0 v CcO sa katalytické miesto tohto enzymu nachadza vo viacerych intermediatovych
stavoch:

O stav - plne oxidované katalytické centrum

E stav - jednoelektronovo redukované katalyticke centrum
R stav - pine redukované katalytické miesro

P (peroxy) forma

F (feryl) forma

H~ (metastabilna oxidovana forma) (?)

Molekula O, sa viaze do R stavu, pri¢om nasledne prebehne redukcia O, Styrmi elektronami (dva z Fe** hému a,,
jeden z Cug* a jeden z Tyr 244), Co spbsobuje zanik vazby medzi atomami kyslika (vznik P formy). Nasledny prenos
elektronu z hemu a do katalytického centra a s nim spojeny prenos protonu z matrixu do katalytického centra vedie k

vzniku F formy. Obdobny proces (spriahnuty transport elektronu a proténu) potom prinasa transformaciu F formy na O
formu.



KOMPLEX IV — KATALYTICKY MECHANIZMUS CcO
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KOMPLEX IV — MECHANIZMUS PROTON PUMPOVANIA vV CcO

Mechanizmus transportu protonov z matrixu mitochondrii do mitochondrialneno medzimembranového priestoru
prostrednictvom CcO nie je doteraz jednoznacne urceny. Za ostatnych 30 rokov, doba od vyslovenia hypotézy o
moznosti pumpovania protonov v CcO (M. Wikstrom, 1977), bolo navrhnutych viacero modelov tohto pumpovania.
V ramci jednotlivych modelov bolo uz uvazované o kazdom z redoxnych centier CcO ako mieste spriahnutia
elektronoveho a protonového transportu. NajpravdepodobnejSie sa zda a najviac modelov je navrhnutych pre
pripad zapojenia katalytického centra (hem a; + Cug) do tohto procesu.

V sucasnosti sa vedu ,spory®, v ktorej Casti katalytickéhio cyklu prebieha pumpovanie protonov.

1. P—F (2 protény), F—0 (2 protony)

2. P—F (1 protéon), F—H~ (1 proton), H~ — R (2 protony)

Existencia metastabilného stavu H~ vSak nebola doteraz experimentalne potvrdena.



KOMPLEX IV — MECHANIZMUS PROTON PUMPOVANIA vV CcO

Okrem existencie Specifickych aminokyselinovych zvyskov, ktoré vytvaraju drahy (D a K - kanaly) pre transport
protonov v CcO, musia v tychto kanaloch existovat retazce molekul H,O, ktore sluzia ako vodicCe pre iony H*.

Z 3D struktury CcO sa usudzuje, zZe klaster pozostavajuci z propionatov hemu a,, dvoch argininovych zvyskov a
komplexu molekul H,O predstavuje akceptorove miesto pre protony v tzv. vystupnej ceste (z angl. exit pathway)
smerom K povrchu membrany v intermembranovom priestore. Inak povedané, proton z Glu 242 (D-kanal) moze byt
preneseny do katalytickeého centra (vznik H,0), alebo na tento klaster (pumpovanie).

Existencia Specifickej vystupnej cesty pre pumpované protony bola podporena nasledujicimi pozorovaniami:

e spatnym tokom protonov z membranového povrchu v intermembranovom priestore,

e zmena membranového potencialu stimuluje katalyticku aktivitu CcO, v ktorej je mutovany D-kanal,

e inhibiciou spatneho toku protonov mutovanim aminokyselinovych zvyskov podielajucich sa na ,vystavbe® vystupne;
cesty.



KomPLEX IV — Co ostava neobjasnené v proténovom pumpovani v CcO?

1. Ktore su kritické prvky protonoveho pumpovania spriahnutého s elektronovym prenosom v CcO ?

2. Existuje presne definovana vystupna cesta pre transport protonov od katalytického centra k membranovému
povrchu v intermembranovom priestore?

3. Co kontroluje proton pumpovanie? Kolko kontrolnych bodov existuje v tomto procese a aka je ich fyzikalno-
chemicka podstata (termodynamicke bariéry, kinetické bariery, disipacia retazcov molekul H,0)?

4. Existuje variabilita v efektivnosti protonového pumpovania? Aku ulohu zohrava spatny tok protonov?

5. Aku ulohu pri protonovom pumpovani zohravaju jednotlive subjednotky CcO? Je efektivita protonového
pumpovania regulovana fyziologickym stavom bunky?



Co BY STE MALI VEDIET

« Popisat zakladnu strukturu a funkciu jednotlivych komplexov v dychacom
retazci
* Vysvetlit mechanizmus Q - cyklu v cytochrom c reduktaze

« Opisat katalyticky mechanizmus v cytochrom c oxidaze



Oxidativna fosforylacia -
ATP-syntaza.
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Struktura a funkcia ATP-syntazy
Mechanizmus syntezy ATP
ATP-syntazy z r6znych organizmov
Mitochondrialne transportery



PROTONOVY GRADIENT POHANA SYNTEZU ATP

1 + e + 0 =_ Protény st pumpované cez membranu
NADH + % O, + H* === H,0 +NAD*  AGY =-220.1 kJ/mol s pumpoans cez m
cez dychaci ret'azec . VonkajSia mitochondrialna
mebrana
+ .+ t = + 0’ = + /
ADP I:)I H ATP HZO AG 30.5 kJ/mol Vysoka [H'] +\ H* Vnutorna mitochondrialna
+_ o / / mebrana
- *_L_— Intermembranovy priestor
Syntézu ATP uskutoCniuje molekulovy komplex nachadzajuci sa vo vnutorne; o _ Nizka [H"] hpn e SN Matri
mitochondrialnej membrane. Tento enzymovy komplex sa povodne nazyval P b o+

mitochondridlna ATPaza alebo F,F, ATPaza, pretoze bol objaveny
prostrednictvom jeho katalyzy reverznej reakcie, hydrolyzy ATP. ATP
syntaza, v suCasnosti preferovany nazov, zdéraznuje jej skutoCnu Ulohu v
mitochondriach. Nazyva sa tiez komplex V dychacieho retazca. Bakteriorodopsin

v syntetickej vezikule

o~

Test chemiosmotickej hypotézy. ATP sa
syntetizuje, ked  rekonstituované
membranové  vezikuly  obsahujuce
bakteriorhodopsin (proténova pumpa
pohanana svetlom) a ATP syntaza s
osvetlené. Orientacia ATP syntazy v
tomto rekonstituovanom membranovom
systéme je opaCna ako v membrane
mitochondrie.

Peter Mitchell vyslovil chemicko-osmoticka teoriu v roku 1961.
V roku 1978 ziskal Nobelovu cenu za chémiu.

Protonovy gradient (Ap) = Chemicky gradient (ApH) + Nabojovy gradient (Aw) AP +P,
\

ATP

syntaza
y ATP



KOMPLEX V - STRUKTURA

ATP syntaza tvori ATP z ADP a ortofosfatu:
ADP* + HPO,> + H* =— ATP*+H,0

F.,F_ ATP - aza je membranovy protein, ktory vyuziva membranovy
protonovy gradient na syntézu ATP z ADP a anorganického fosfatu

Vyskyt : vnatorna mitochondrialna membrana v eukaryotickych bunkach
tylakoidna membrana v chloroplastoch
plazmaticka membrana v baktériach

- F,: 8-14 ¢ subjednotiek

- F1: o tPsty+ote .
Tento enzym mézeme rozdelit na pohyblivu a stacionarnu cast’ (1) pohybliva

jednotka alebo rotor sa sklada z ¢ podjednotiek a stonky ye a (2) stacionarna
jednotka alebo stator sa sklada zo zvySku molekuly.

Miesta v ATP syntaze viazlce nukleotidy nie su ekvivaletné. Podjednotka vy
prechadza stredom hexameru a3, a v dosledku rozdielnej interakcie s nimi
odlisuje podjednotky [3 od seba.



KOMPLEX V - FUNKCIA

F,aF, - domény a ich funkcia

e hydrofobna F, doména sa nachadza vo vnutri membrany a umoznuje
transport protonov cez membranu

(dolny index o, pochadza z nazvu oligomycin - inhibitor tejto domény)

e hydrofilna F, doména katalyzuje syntézu/hydrolyzu ATP

ADP UTP ADP + P;
F, 3o |
_ NN matrix ¢ matrix
F, F,
N intermembranovy Intermembranovy
priestor priestor
ATP syntéza v pritomnosti ApH a Ay ATPaza, ked je H* gradient disipovany

Ak na membrane neexistuje ApH alebo Aw, tak je preferovana spatna reakcia - hydrolyza ATP.

V niektorych baktériach zohrava reverzna reakcia fyziologicku ulohu, na plazmatickej membrane sa vytvara na ATP zavisly protonovy gradient, ktory sa
vyuziva pre energiu spotrebujuce procesy.
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KOMPLEX V — FUNKCIE DOMEN F, A F,

Funkcia oboch domén bola urCena pri studiu viastnosti submitochondrialnych castic (submitochondrial particles - SMP).

Pod vplyvom ultrazvuku sa vnutorna mitochondrialna membrana rozrusi a nasledne sa tvoria struktury (SMP), v ktorych
je F, orientovana do vonkajsieho prostredia.

* Ak je F, extrahovana z SMP, spontanne katalyzuje hydrolyzu ATP

F, - obsahuje katalyticki domenu
* Po odstraneni F, su SMP obsahujuce F, priepustné pre H*, pretoze
F, vo svojej Strukture obsahuje H* kanal

mitochondria

uItrazvuk
Oligomycin a DCCD blokuju transport H* v membranach, v ktorych sa

nenachadza F,. Fl_,,zﬁ
SMP

Oligomycin a DCCD inhibuju ATP syntazu prostrednictvom interakcie s F.
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KOMPLEX V — ZLOZENIE DOMENY F,

Escherichia coli

* Fo: 8-14 ¢ subjednotiek

- F1: astPBsty+ote

Podjednotky v F, doméne su oznacené
pismenami grecke] abecedy a stochiometria
tychto podjednotiek je a;, Bs, v, O, €.

Zlozenie podjednotiek v ATP - syntaze z

ATP

\j

ADP + P,

T

Miesta viazuce nukleotidy na ATP syntaze nie su ekvivalentné.
Podjednotka y prechadza stred cez hexameru o;3; @ sposobuje to, ze
miesta viazuce nukleotidy v podjednotkach 3 sa od seba lisia. Kazda
o—podjednotka obsahuje naviazané ATP, ale tieto nukleotidy sa
nezucastnuju ziadnych reakcii.



KOMPLEX V — STRUKTURA DOMEN F, A F,

Subjednotky v F, doméne su oznacené
pismenami  latinskej abecedy a
stochiometria tychto podjednotiek v E.
coli je a, b,, €.

* Fo: 8-14 ¢ subjednotiek

- F1: astPBsty+ote

Odlisnosti v ozna€ovani podjednotiek ATP-azy z
XD, réznych organizmov

2 \fg['\f.‘:' e & podjednotka z bovinnej ATP-4zy je homologna s &

B A subjednotkou v E. coli

e ¢ subjednotka v bovinnej ATP-aze je jedinecna

e podjednotka nazvana OSCP (oligomycin sensitivity

conferral protein (protein citlivy na oligomycin)) je

homologna s & subjednotkou z E. coli

e bovinna ATP-aza navyse obsahuje podjednotky d a Fj




KOMPLEX V — MECHANIZMUS SYNTEZY ATP

Transport protonov v smere koncentracného gradientu cez F,doménu vyvolava
rotaciu F, vzhladom k F, doméne. Tato rotacia vedie k rotacii podjednotky vy
vzhladom k podjednotkam a a . To vedie k syntéze ATP. Na syntézu jedne]
molekuly ATP je potrebny transport 3-4 protonov cez ATP-syntazu.

ATP
ADP + P,

N strana

Mechanizmus zmeny vazobnej aktivity pre ATP, ADP a fosfatovu skupinu v
Struktire ATP-azy bol navrhnuty Paulom Boyerom (za navrh tohto mechanizmu
mu bola udelena Nobelova cena). Tento mechanizmus predpoklada existenciu
troch katalytickych miest v F, domene.

+ Je navrhnuté, ze nepravidelny ,hriadel” spojeny s F rotuje vzhladom ku
kruhovému utvaru pozostavajucemu z 3 b podjednotiek.

+ Tato rotacia je pohanana tokom H* cez F domenu.



KOMPLEX V — MECHANIZMUS SYNTEZY ATP

Konformacia jednotlivej B podjednotky sa postupne meni prijej interakcii s rotujucim ,hriadefom®:

e vol'na (loose - L) konformacia, v ktorej katalytické miesto - volne viaze ADP + P,

e pevna (tight - T) konformacia, v ktorej su substraty pevne viazané v katalytickom mieste a vytvara sa ATP,
e ofvorena (open - O) konformacia, ktora umoznuje disociaciu ATP z vazobného miesta.

2 T /D w ,_ m“
& % P V

Mechanizmus zmeny vazby pre ATP syntazu. Rotacia podjednotky v interkonvertuje tri 3 Postupnd alternacia foriem

podjednotky. Podjednotka v T (pevnej) forme interkonvertuje ADP a P, a ATP, ale neumoznuje troch aktivnych miest v ATP

uvolnenie ATP. Ked sa podjednotka y otoCi o 120 stupnov v smere proti smeru hodinovych syntaze

ruciciek (CCW), podjednotka tvaru T sa prevedie do formy O, Co umozni uvolnenie ATP. ADP a Subjednotkal | T >0 >l >T—0.
P, sa potom mo6zu viazat na podjednotku O-formu. Dodatocna rotacia o 120 stupnov (nie je subjecnotaz O — L >T—>0 LT ..
zobrazena) zachyti tieto substraty v podjednotke tvaru L. Subjednotkad T—>0—o>L—>T—0—1L.. ..

Z experimentov vyplyva, ze F, syntetizuje ATP aj bez pritomnosti protonoveho gradientu.
Protonovy gradient nie je d6lezity pre syntézu, ale pre uvolnenie vytvorenej ATP.




KOMPLEX V — MECHANIZMUS SYNTEZY ATP

Stadie vykonané viacerymi technikami ukazuju, Ze rotacia y—podjednotky prebieha prostrednictvom diskrétnych
otoCeni 0 120°.

99 299
Hexamér os5B3; ATP syntazy je pripevneny k

povrchu a podjednotka y vyCnievajuca nahor je
spojena s fluorescenCne znaCenym aktinovym
vlaknom. Pridanie a nasledna hydrolyza ATP
spbsobuje rotaciu podjednotky y proti smeru
hodinovych ruciCiek, ktoru je mozné priamo vidiet
pod fluorescenénym mikroskopom.

Aktinové viakno

Niektoré pozorovania vsak naznacuju, ze kazdé 120° otoCenie pozostava z Ciastkovych pootocCeni o 80-90° a 30-40°.



KOMPLEX V — MODELY ATP SYNTAZ Z ROZNYCH ORGANIZMOV

,Rotor": pozostavajuci z 10 ¢ podjednotiek a centralny
,hriadel”

* yageVE. col
* v, 6, & € v mitochondriach

E. coli € (mitochondrialna 8) pomaha pripojit y k rotujucemu
kruhu ¢ podjednotiek

Mitochondridina F.F, F.Foz E. col ,,Stat’or pozostlava z troch o a troch poQJedn.oyek F,
domény a podjednotky a domény F., ako aj periférneho
,hriadela“, ktory spaja tieto dve oblasti.

Inhibiény peptid v mitochondridach znemoziuje  Periférny rotor pozostava z b a 8 podjednotiek v E. coli
hydrolyzu ATP prostrednictvom F.F, , ak neexistuje  alebo z podjednotiek b, d, F; a OSCP v ATP-syntaze z
protonovy gradient, napr. pri anoxil. bovinnych mitochondrii.



KOMPLEX V - STRUKTURA PODJEDNOTKY C V F, DOMENE

Podjednotka c domeny F, ma PDB 1A91
vlasenkovu strukturu pozostavajucu z 2
tfransmembranovych o-helixov a
kratke] spojovacej slucky.

Jeden z a-helixov obsahuje Asp alebo
Glu zvySok, ktoreho karboxylova
skupina reaguje s DCCD (Asp61 in E.
coli).

Kyselina
asparagova

Aspb6l

Tato, na DCCD citliva karboxylova
skupina, sa nachadza v strede
membranove]  dvojvrstyy  a  je
podstatnou pre transport H* cez
membranu.




STRUKTURA PODJEDNOTKY A V F, DOMENE

Cytoplazmaticka
polovica
kanala

Podjednotka a obsahuje niekolko
(8-14) transmembranovych -
helixov.

V tejto podjednotke sa nachadzaju
dva kanaly (,half-channels/). alebo
protonové drahy (z angl. proton
wires), ktoré pozostavajl z
protonovatelnych  skupin  a
molekul vody. Tieto kanaly

vy a4 , Matrixova
umoznuju prechod protonov z polovica
jednej strany membrany na druhu. kanala \%
Strukttra podjednotky a nebola este presne Protonova cesta cez membranu. Kazdy
urGena, ale zda sa, Ze pobsahuje dva protopv \,’StUPUJe’ do cytop!azmatmkehg
poloviéné kanaly, ktoré umoziuju proténom polovicného kanala, nasleduje kompletna
vstupovat a prechadzat subjednotku, ale nie rotacia kruhu z ¢ podjednotiek a protony
Uplne cez membranu. vystupuju cez dalsi polovicny kanal do

matrixu.



KOMPLEX V — ROTACIA C KRUHU

+
H* H* H H+ . H* H*
H* ., H* e H* e H* y+ H* H+

Intermembranovy H*

priestor H* H*

Mobze sa
otacat

vV smere
hodinovych
rucdiciek

Nemobze sa otacat

H* v Ziadnom
smere

Pohyb protonov cez membranu riadi rotaciu ¢ kruhu. Proton vstupuje z medzimembranového
priestoru do cytoplazmatického polkanala, aby neutralizoval naboj aspartatového zvySku v
podjednotke c. Po neutralizacii tohto naboja sa kruhu ¢ méze otacat v smere hodinovych ruciCiek o
jedna ¢ podjednotka, pohybujica zvySok kyseliny asparagovej z membrany do matrixového
polkanala.Tento proton sa méze pohybovat do matrixu a resetovat’ systém do pévodného stavu.

Kazda 360-stupnova rotacia podjednotky y vedie k
syntéze a uvolneniu 3 molekul ATP. Takze ak je v
kruhu 10 podjednotiek (ako bolo pozorované v
krystalickej Strukture kvasinkovej mitochondrialne]
ATP syntazy), kazdy generovany ATP vyzaduje
transport 10/3 = 3,33 protonov. Pre zjednoduSenie
budeme predpokladat, Ze pre kazdu vytvorenu
ATP musia do matrixu prudit tri protony. Je
potrebné si uvedomit, ze skutocna hodnota sa
moze lisit. Ako uvidime, elektrony z NADH
pumpuju dostatok protonov na generovanie 2,5
molekul ATP, zatial Co tie z FADH, poskytuju 1,5
molekuly ATP.

Ak odpocCivajuci Clovek vyzaduje pre telesné
funkcie 85 kg ATP denne, potom musi cez ATP
syntazu pretiect denne 3,3 x 102 protonov, alebo
3,3 x 102" proténov za sekundu.



GRAFICKE ZHRNUTIE — ZDROJE PROTONOV PRE ATP SYNTAZU

ADP + P,

N
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Intermembranovy
priestor
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ATP
ATP syntaza
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Elektron-transportny ret'azec.

,Vysoko-energetické! elektrony vo forme NADH a FADH,
su generované cyklom kyseliny citronovej. Tieto elektrony
pretekaju dychacim retazcom, ktory pohana pumpovanie
protonov cez vnutornd mitochondrialnu membranu. V
konecnom dosledku to vedie k redukcii O, a vzniku ATP.



ELEKTRONY Z CYTOPLAZMATICKE) NADH VSTUPUJU DO MITOCHONDRIi ,,KYVADLOVYM PRENOSOM“

o vo svaloch Glycerol 3-fosfatovy prenos
NADH + H*  NAD*

CH.OH CH,OH
2
o—c’ HO—C—H
\
CH,OPO52 CH,OPO52"
Dihydroxyaceton Glycerol
fosfat 3-fosfat
Cytoplazma

Attt

Elektrony z NADH mézu vstupit do mitochondrialneho transportného
elektronového retazca tym, ze sa pouzivaju na redukciu dihydroxyacetonfosfatu
na glycerol 3-fosfat. Glycerol 3-fosfat sa reoxiduje prenosom elekirénov na
prosteticki skupinu FAD v glycerol 3-fosfat dehydrogenaze viazanej na
membranu. Nasledny prenos elektronov do Q za vzniku QH, umozniuje tymto
elektrénom vstupit do elektrénového transportného retazca.

AL ERAEREERIRERAR S

Matrix

e v srdci a v peCeni Malat-aspartatovy prenos
NAD*

Oxaloacetat Glutamat

NADH \X \
Malat a-Ketoglutarat Aspartat

o DR

Cytoplazma

S—

Matrix Y ; a-Ketoglutarat Aspartat

\_J
Malat )( /
NAD‘“’N > Oxaloacetat Glutamat <

~ T~

NADH

Malat-aspartatovy prenos
NADH +  NAD*

Glycerol 3-fosfatovy prenos
NADH + H* +  E-FAD

| H

NAD* + E-FADH, NAD* +  NADH



ATP-ADP TRANSLOKAZA

ATP-ADP translokaza tvori ~15% proteinov vnitornej mitochondrialnej membrany. Specificky transportny protein, ATP-ADP translokaza, umozriuje
tymto molekulam prekonat bariéru tvorenu membranou. NajdélezitejSie je, ze toky ATP a ADP su spojené. ADP vstupuje do mitochondrialneho
matrixu iba v pripade, ze ATP z neho vyjde, a naopak. Tento proces sa uskutoCnuje cez translokazu, antiporter:

ADP% +ATP* . —>ADP3 . +ATP*

cytoplazma matrix matnx

cytoplazma
(1)

ATP
(matrix)

Mechanizmus mitochondrialnej translokazy ATP-ADP. Translokaza katalyzuje spojeny vstup ADP do matrixu a vystup ATP z neho. Vazba ADP (1) z
cytoplazmy uprednostnuje evoluciu transportéra (2) na uvolnenie ADP do matrixu (3). Nasledna vazba ATP z matrixu na evertedovu formu (4) podporuje everziu
spat' do pévodnej konformécie (5) a uvolfiuje ATP do cytoplazmy (6).



MITOCHONDRIALNE TRANSPORTERY

Cytoplazmaticka strana
Cytoplazma ATP Malat Citrat + H* OH- OH-

h
TR

-—F T T y -~
33
Vnutorna
mitochondrialna
membrana l t I I
Matrix ATP Fosfat Malat Pyruvat Fosfat
ATP-ADP Dikarboxylatovy Trikarboxylatovy Pyruvatovy Fosfatovy
translokaza nosic nosic nosic nosic
Matrixova strana Translokaza ATP-ADP je iba jednym z mnohych mitochondrialnych transportérov pre iony a
nabité metabolity. Fosfatovy nosi¢, ktory pracuje v zhode s translokazou ATP-ADP,
Struktira mitochondrialnych transportérov. Je zobrazeni sprostredkuva elektroneutralinu vymenu H,PO, za OH-. Spolocna aktivita tychto dvoch
Struktura translokazy ATP-ADP. Tato Struktura obsahuje tri transporterov vedie k vymene cytoplazmatického ADP a P, za ATP z matrixu za cenu vstupu
podobné jednotky (zobrazené Cervenou, modrou a Zltou farbou), jedného H* (z dévodu prepravy jednej molekuly OH- z matrixu). Tieto dva transportéry, ktoré
ktoré sa spoja a vytvoria vazobné miesto, tu obsadené poskytuju ATP syntaze substraty, su spojené so syntazou a tvoria velky komplex nazyvany ATP
inhibitorom  tohto transportéra. Ostatni Clenovia rodiny syntazéom.
mitochondrialnych transportérov. maju  podobné tripartitné Vo vnutornej mitochondrialnej membrane su pritomné aj dalSie homoldgne nosice. Viac ako 40

Struktary. takychto nosiCov je kddovanych v fudskom gendme.



ATP VYTAZOK Z KOMPLETNEJ OXIDACIE GLUKOzZY

Reakcie Produkcia ATP na 1 molekulu Glukézy

Glykolyza: Premena Glukézy na Pyruvat (v cytoplazme)

Fosforylacia Glukozy -1
Fosforylacia Fruktozy 6-fosfat -1
Defosforylacia 2 molekul 1,3-BPG +2
Defosforylacia 2 molekul Fosfoenolpyruvatu +2
2 molekuy NADH su vytvorené pri oxidacii 2 molekul

Glyceraldehyd 3-fosfatu

Premena Pyruvatu na Acetyl-CoA (vnutri mitochondrii)
2 molekuly NADH su vytvorené

Citratovy cyklus (vnutri mitochondrii)
2 molekuly ATP su vytvorené z 2 molekul Sukcinyl-CoA +2

6 molekul NADH je vytvorenych pri oxidacii 2 molekul
Izocitratu, o-Ketoglutaratu a Malatu

2 molekuly FADH, su vytvorené pri oxidacii 2 molekul
Sukcinatu
Oxidativna fosforylacia (vnutri mitochondrii)

2 molekuly NADH vytvorené v Glykolyze; kazda vedie
k tvorbe 1.5 molekuly ATP (predpokladajuc transport NADH

Glycerol 3-fosfatovym transportom) +3

2 molekuly NADH produkovanych oxidativnou dekarboxylaciou

pyruvatu; kazdéa vedie k tvorbe 2.5 molekuly ATP +3

2 molekuly FADH, produkovanych v Citratovom cykle;

kazda vedie k tvorbe 1.5 molekuly ATP +3

6 molekul NADH vytvorenych v Citratovom cykle;

kazda vedie k tvorbe 2.5 molekuly ATP +15

Pocet molekul ATP vytvorenych z 1 molekuly Glukézy +30




Co BY STE MALI VEDIET

* Popisat zakladnu strukturu a funkciu komplexu V v dychacom retazci
* Objasnit mechanizmus syntéezy ATP v ATP syntaze

* Vysvetlit prepojenie medzi komplexami | - IV a komplexom V v dychacom retazci



Fotosyntéza- svetla faza

9

Struktura a funkcia ATP-syntazy
Mechanizmus syntezy ATP
ATP-syntazy z r6znych organizmov
Mitochondrialne transportery



Fotosystém |

Proténovy gradient

\ ATP

Redukéna
sila

Fotosystém Il

ADP

Volna energia

Svetlo

11

Chloroplasty (vlavo) premienaju svetelnu energiu na chemicku. ,Vysoko-energetické
elektrony v chloroplastoch su transportované cez dva fotosystémy (vpravo). V tomto
procese, ktory vrcholi generovanim redukcnych latok, je ATP syntetizované sp6sobom
analogickym s mitochondrialnou syntézou ATP. V kontraste s mitochondrialnym svetlo
transportom elektronov, elektrony v chloroplastoch su energizované svetiom. C02 + HZO - (CHZO) + 02

Fotosyntetické organizmy sa nazyvaju autotrofy (doslova ,samokfmice®), pretoze mézu syntetizovat’ chemické
zdroje energie, ako je glukdza, z oxidu uhliCitého a vody pomocou sinecného ziarenia ako zdroja energie, a
potom ziskat Cast tejto energie zo syntetizovanej glukdzy cez glykolyticku drahu a aerébny metabolizmus.
Organizmy, ktoré ziskavaju energiu iba z chemického latok sa nazyvaju heterotrofy a zavisia od autotrofov,
ktoré im poskytuju ziviny a energiu.



FOTOSYNTEZA POZOSTAVA Z DVOCH CASTI

Fotosyntéza pozostava z dvoch Casti:
(i) na svetle zavislych reakcii — tvorba redukcnej ,sily“ a ATP;
(if) Calvinovho cyklu alebo na svetle nezavislych reakcii.

Absencia CO, Produkcia O, Fi()j(éCiakCOZ
0 cukrov



FOTOSYNTEZA — ZAKLADNY MECHANIZMUS

Svetelné reakcie fotosyntézy sa velmi podobaju na procesy v oxidativnej
fosforylacii.

Bunkové dychanie je oxidacia glukdzy na CO, spojené s redukciou O, na vodu
za tvorby ATP. Pri fotosyntéze tento proces je obrateny — dochadza k redukcii
CO, a oxidacii H,O a syntéze glukdzy:

Energ|a + 6 Hzo + 6 C02 FOtOSyntézaV C6H1206 + 6 02
Bunkové

CeH,,05+ 60, —» 6 CO, + 6 H,0 + energia

Klucom k obom procesom je generovanie ,vysoko-energetickych® elektronov.
Cyklus kyseliny citronovej oxiduje uhlikové zliceniny na CO,, aby sa vytvoril
,Vysoko-energetické“ elektrony. Tok tychto ,vysoko-energetickych® elektronov v
dychacom retazci generuje elektrochemicky protonovy gradient. Tento gradient
sa potom vyuziva ATP syntédzou na tvorbu ATP. Pri syntéze glukozy z CO, sa
,Vysoko-energetické” elektrony vyuzivaju na dva ucely:

(1) poskytuju energiu na tvorbu NADPH potrebného na redukciu CO, a

(2) na generovanie ATP.

Ako moézu byt ,vysoko-energeticke” elektrony vyrobené bez pouzitia
chemického paliva? Fotosyntéza vyuziva energiu zo svetla na tvorbu elektrénov
S vysokou energiou.

Svetlo

NA

H

DP”™ NADPH
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FOTOSYNTEZA - FOTOSYSTEMY

Fotosyntéza v zelenych rastlinach je sprostredkovana dvoma druhmi svetelnych systémov:

Fotosystém | a Fotosystem I

Fotosystem | generuje a uchovava energiu vo forme NADPH, pricom v doésledku tohto procesu dochadza

k nedostatku elektronov.

Fotosystém Il oxiduje vodu a prenasa elektrony na doplnenie elektronov spotrebovanych fotosystémom |.
Vedl'ajsim produktom tejto reakcie je O,.

Tok elektronov z fotosystému Il do fotosystému | generuje transmembranovy protonovy gradient zvacseny
o protony uvolnované oxidaciou vody, ktory sa vyuziva na syntézu ATP.

Tak procesy bunkového dychania ako aj procesy fotosyntézy prebiehaju v Specifickych organelach:
e bunkové dychanie v mitochondriach,
e fotosyntéza v chloroplastoch.



FOTOSYNTEZA SA USKUTOCNUJE V CHLOROPLASTOCH

Schematickeé zobrazenie chloroplastu

Tylakoidna VnUtorna membrana Vonkaj$ia membrana
membrana

Cyanobacteria.

Chloroplasty su désledkom endosymbiotického
procesu, pri ktorom bol pravdepodobne
predchodca cyanobakteérii pohlteny
eukrayotickou bunkou.

/
Tylakoidny ~ VnUtromembranovy ~ Stroma

priestor priestor lamellae

Bunky listov rastlin obsahuju od 1 do 100 chloroplastov, v zavislosti od typu bunky a
podmienok rastu.

Primarne deje fotosyntézy sa odohravaju v membrane tylakoidov, ktoré maju
netradicné zlozenie: 40% galaktolipidov, 4% sulfolipidov a cca 10% fosfolipidov.
Zvysok tvoria membranove proteiny.

500 nm

Elektronova mikrofotografia chloroplastu zo
Spenatového listu. Tylakoidné membrany sa
navzajom spajaju a vytvaraju grana.

[Dr. Kenneth Miller]



FOTOSYNTEZA - CHLOROPLASTY

Tylakoidna vezikula

VonkajSia membrana

/ Vnutorna membrana

Granum
(vrstva/stoh tylakoidov) Lamela

(a) Spirogyra — sladkovodna zelena algae. (b) Bunka vysSich rastlin. ((a) Micahel Siegel/Phototake NYC; (b) Biophoto Associates/Science Source.)



FOTOSYNTEZA — FOTOSYNTETICKE PIGMENTY

Zachytenie svetelnej energie je klucovym faktorom pre
fotosyntézu. Vzniknuty excitovany stav
fotosyntetickych pigmentov méze viest k rbéznym
scenarom prenosu, resp. prechodu tychto pigmentov
do zakladného stavu.

Svetelna
energia (hv)

& - N
.n'lr B \""n
i
. 1
Molekula pigmentu (P) ! |
'l.\ l,'l
" - ’_r

- -

Excitovany stav (P*)

3

Tepelna Fluorescencia Transfer
disipacia excitonu
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Teplo Fluorescencny
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Oxidovany P
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FOTOSYNTEZA - CHLOROFYL

Zachytenie svetelnej energie je kluCovym faktorom pre
fotosyntézu. Zakladnym fotoreceptorom v chloroplastoch
vacsiny zelenych rastlin je molekula pigmentu — chlorofyl a.

HC
AN TH3
7NN
H3C \ I|I l'_ll. /
N N—— : . ,
7N S \\ konjugovany polyén
{\rf Mg /
NN
e .’ | I| A\ CH
AN L [ 3
H ) - = x“'//
I/ '
| H-——J AN
0 0] Oz:—-f\
| OCH;
R
CH 3 CH 3 C H3
- CH
/2

3

Chlorofyl. Rovnako ako hemy, aj chlorofyl a je cyklicky tetrapyrrol.
Jeden z pyrolovych kruhov (zobrazeny Cervenou farbou) je
redukovany a dalSi patuhlikovy kruh (zobrazeny modrou farbou) je
naviazany na dalSi pyrolovy kruh. Fytolovy retazec (zobrazeny
zelenou farbou) je spojeny esterovou vazbou. 16n hor¢ika sa viaze v
strede Struktury.

A
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Absorpcia svetla chlorofylom a. Chlorofyl a GCinne
absorbuje viditelné svetlo, ¢o sa hodnoti podlfa
koeficientu extinkcie shodnotou blizko 10° M- cm-".

\ Elektrénovy )‘

T transfer
© —_—
o
2l |
C
w

Excitovana

Molekula Akceptor D’ A

D) (A)
Fotoindukované oddelenie naboja. Ak je v blizkosti
vhodny akceptor elektronov, méze sa elektron, ktory bol
absorpciou svetla excitovany na vysSSiu energetickd
hladinu, presunut z excitovanej molekuly na akceptor.

V chloroplastoch miesto, na ktorom dochadza k separacii
naboja v ramci kazdého fotosystému, sa nazyva reakéné
centrum. Fotosynteticky aparat je usporiadany tak, aby
maximalizoval ~fotoindukované oddelenie naboja a
minimalizoval neproduktivny  navrat elektronu do
zakladného stavu. Elektron extrahovany z pévodného
miesta absorpciou svetla naduda redukcny potencial:
moze redukovat dalSie molekuly a ukladat tak svetelnu
energiu vo forme chemickej.




BAKTERIALNE FOTOSYNTETICKE REAKCNE CENTRUM

Nehemové zelezo

Hem ¢«

Chinodn

Baktériofeofytin

"\ Baktériochlorofyl

Specialny par

Bakterialne fotosyntetické reakéné centrum. Jadro reakcného
centra z Rhodopseudomonas viridis pozostava z dvoch podobnych
retazcov: L (Gerveny) a M (modry). Struktiru dotvara retazec H
(biely) a cytochromova podjednotka (7). Podjednotky L a M su
zlozené prevazne z helixov, ktoré prechadzaju membranou. Retazec
prostetickych skupin nesucich elektrony, pocnuc Specialnym parom
bakteriochlorofylov a konCiacim viazanym chinénom, prechadza v
tomto pohlade Struktdrou zdola nahor. [Cerpané z 1PRC.pdb.]



BAKTERIALNE FOTOSYNTETICKE REAKCNE CENTRUM

Qe a() o O

Absorpcia BPh naboja

o O o
O BPhO — — > O BPhO 5 O BPh,
Q Q

Separacia

@ . Fast @
Q P960 OBCH QPE’!ED

Ol%.. [0 (@) ()

Cytochrém c, (redukovany)

Chinénovy H , @
pool

8 |
Do O (e

O BPhO ‘T O BPh T
S 380 Qe

BPh

POG0

O

) D) 0

Cytochrom c, (oxidovany)

Elektronovy retazec vo fotosyntetickom bakterialnom reakénom centre. Absorpcia svetla Specialnym parom (P960) vedie k rychlemu prenosu elektronu z tohto
miesta na bakteriofeofytin (BPh), vytvorenie fotoindukovane] separacie naboja (kroky 1 a 2). (HviezdiCka pri P960 znamena excitovany stav.) Mozny navrat elektronu
z feofytinu na oxidovany Specialny par je potlaCeny ,dierou” v Specialnom pare, ktora je znovu naplnena elektronom z cytochromovej podjednotky a elektron z feofytin
je preneseny na chinon (Q,), ktory je dalej od Specialneho paru (kroky 3 a 4). Q, odovzda elektron na Qg. Redukcia chindnu (Qg) na cytoplazmatickej strane
membrany vedie k absorpcii dvoch protonov z cytoplazmy (kroky 5 a 6). Redukovany chindn sa moze presunut do chinénového ,pool®-u v membrane (krok 7).
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BAKTERIALNE FOTOSYNTETICKE REAKCNE CENTRUM

(b)

Model reakéného centra R. viridis. Podjednotky M a L su oznacené fialovou a modrou
farbou. Cytochromova podjednotka je hneda, podjednotka H je zelena. Tieto proteiny
tvoria podpornu kostru pre prostetické skupiny reakéného centra pre efektivny elektronovy
prenos. Panel (c) ukazuje priestorové umiestnenie roznych prostetickych skupin (4 hemy,
P870, 2 BChl, 2 Bpheo, 2 chinény a atom zeleza) v tom istom pohlade ako v (b), avSak
bez proteinového matrixu.

Cytochrém
" 80 4 hemovymi
skupinami
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Cytochromova subjedntoka je asociovana
s membranou cez diacylglycerol na jeho N- BPheo
terminalnom konci Cys: v
y .:'z.
'H' o BPhe
HN—C — C—
|

CH, !
| ()
§—CH,—cH CH, Qp

| | O a—100us

Membranova kotva




BAKTERIALNE FOTOSYNTETICKE REAKCNE CENTRUM

Stav na zadiatku

Stav na konci

©)

Cytochrom c, (redukovany)

Quinone
cytoplazma Foo
O al) @ o)
BPh membrana h
% P960 OO C(\‘\)) PE)G?)P 0C>
o @ BChl @
periplazma

[®)

Cytochrém c, (oxidovany)

-1.0

Photon

Cytochrome

—

Proténovy

Redukcia cyt ¢ cez Q cyklus

Prva polovica Q cyklu Druha polovica Q cyklu

2 H*

Q cyklus

Redukény potencial (V)

bc, complex gradient

1.0 =

Cyklicky tok elektronov v bakterialnom reakénom centre.
Excitované elektrony z reakcného centra P960 prudia cez
bakteriofeofytin (BPh), par chinénovych molekul (Q, a Qg), komplex
cytochromu bc, a nakoniec cez cytochrom c, do reakéného centra.
Komplex cytochromu bc, pumpuje protony v dosledku toku elektronov,
ktory pohana tvorbu ATP.



FOTOSYNTEZA V ZELENYCH RASTLINACH

V zelenych rastlinach sa nachadzaju dva membranové fotocitlivé komplexy:

(i) Fotosystéem I (PSI)
(ii) Fotosystem Il (PS Il)

a ich funkcia je produkcia ATP a NADPH.

NADP™ NADPH

Svetlo Svetlo U

(A < 680 nm) (A < 700 nm) A
% PS |

[,__}

f

N\ o



FOTOSYNTEZA V ZELENYCH RASTLINACH — FOTOSYSTEM I

PS Il prenasa elektrony z vody na plastochinon a HIH ——
vytvara protonovy gradient na tylakoidnej membrane. (< {
Svetls ey
2Q+2HO—’O +2QH Feofytin
2 2 2 P680
\
Mn,
/N
2 2H,0 0O,
E SD 5]
3 H - H |
© [-Ié O-.H € ! H H._D D-—-H
(sl e e HPI \ I+ _L, | \ 2+ __4.
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Pocet bliknutii
> k e~ H
2 H,0

Na generovanie jednej molekuly kyslika su potrebné Styri fotony. Ked su chloroplasty Y Ss Sa
adaptované na tmu vystavené kratkemu zablesku svetla, jeden elektron prechadza | N

, . . . , v . .y D-"‘"D _..e-d"*H
fotosystémom Il. Monitorovanie O, uvolneného po kazdom zablesku ukazuje, ze na \Caz_ —\
vygenerovanie kgidej’molekuvly O, su potrebné Styri zéb’lesky. Vrchovly v.gvol’ﬁovani 0, su Mni_._,_of_ll Mn“iT 7— »uniL o‘fc'anFT -7—
po 3., 7. a 11. bliknuti, pretoZe chloroplasty adaptované na tmu zacinaju v stave S1 - to | o 7Mn4- H* |1__Mna+ -
znamena v stave redukovanom jednym elektronom. Mn——0 Mr—0”




FOTOSYNTEZA — STRUKTURA FOTOSYSTEMU |l

Stroma 4 H*
molekuly chlorofylu (vysoké pH) o
e N Fotosystem [l uvolfiuje
2Q 2 QH, protény do lumenu tylakoidu
D2 D1 a prijima ich zo stromy.
. Viysledkom  je tvorba
Stroma 2 H,0 > 0,+4H gradientu pH cez tylakoidn(
Lumen tylakoidu (nizke pH) membranu s nadbytkom
proténov (nizke pH) vo vnutri
\_ Y. tylakoidov..
Q OH
HzC HsC
\
Lumen Manganove e n " i b )
i o) CH
tylakoidu centrum 3 (r—6to 10) OH CHs
Plastochinén Plastochinol

(oxidovana forma, Q) (redukovana forma, QH,)



CYTOCHROM BF SPAJA FOTOSYSTEM |l S FOTOSYSTEMOM |

Elektrony prudia z fotosystému |l do fotosystému | cez komplex
cytochrom bf. Tento komplex katalyzuje prenos elektronov z
plastochinolu (QH,) na plastocyanin (Pc), maly, rozpustny
protein obsahujuci med v lumene tylakoidu.

QHZ +2 PC(CU2+) —>Q+2 PC(CU+) +2 I_|+Iumen tylakoidu
2H"

( QH, >Q “
o
2 Pegy /t\ 2 PCoy
4 H*
b i
A ,f

Prispevok cytochromu bf k tvorbe gradientu protonov.
Komplex cytochromu bf oxiduje QH, na Q pocCas Q cyklu. V
kazdom cykle sa do lumenu tylakoidu uvolnia styri protony.

Dva protony z plastochinolu sa uvolnuju do lumenu
tylakoidu. Tato reakcia pripomina reakciu katalyzovanu
komplexom Ill v oxidativnej fosforylacii a vacsSina
zloziek komplexu cytochromu bf je homolégna so
zlozkami komplexu Il

Prva polovica Q cyklu Druha polovica Q cyklu




FOTOSYSTEM | VYUZIVA SVETELNU ENERGIU NA TVORBU REDUKOVANEHO FERREDOXINU

4Fe-4S ag., E:;Z’-_A_‘r_-_“-’i':;ﬂ}ﬁ {

klaster <

Lumen
tylakoidu

Struktira fotosystému I. Podjednotky psaA a
psaB su zobrazené Cervenou, respektive modrou
farbou. Pocetné viazané molekuly chlorofylu su
zobrazené zelenou farbou vratane Specialineho
paru, ako aj zhluky Zeleza a siry, ktoré ulahCuju
prenos elektronov  zo stromy. [Cerpané z
1JB0.pdb.]

Celkova reakcia katalyzovana fotosystémom | je jednoducha jedno-elektronova oxidacno-

redukéna reakcia;

Pc(Cut) + Fd,, + Pc(Cu?*) + Fd

Svetlo

red

Vzhladom na to, ze redoxné potencialy pre plastocyanin a ferredoxin su +0,37 V
respektive -0,45 V, zmena Standardnej Gibbsove] energie pre tuto reakciu je +79,1 kd/
mol. Tato reakcia je umoznena absorpciou 700-nm fotonu, ktory ma energiu 171 kd/mol.

@ Ferredoxin

4Fe-4S é
\

Quinone

(A1)

Chlorophyll
(Ao)

4\
s \_/ .

. Plastocyanin

Prietok elektronov cez fotosystém | na ferredoxin. Absorpcia
svetla indukuje prenos elektronov z P700 na molekulu chlorofylu,
molekulu chindnu a tri klastre 4Fe-4S, ktoré dosahuju ferredoxin.
Kladny naboj zostavajuci na P700 je neutralizovany
elektronovym prenosom z redukovaného plastocyaninu.



FERREDOXIN-NADP* REDUKTAZA PREMIENA NADP* NA NADPH

H” H
Ferredoxin- + -
NADP* Fdred Fd ox Fdred Fdn:m
reduktaza 1 Z 1 Z
viazuce miesto
- Semichinénovy
medziprodukt
NADPH NADP*

+
(A) (B) H'

Struktira a funkcia ferredoxin—-NADP* reduktazy. (A) Struktura ferredoxin-NADP* reduktazy. Tento enzym
prijima elektrony jeden po druhom z ferredoxinu (zobrazeny ). (B) Ferredoxin-NADP*
reduktaza najskor prijima dva elektrony a dva protony z dvoch molekul redukovaného ferredoxinu (Fd) za vzniku
FADH,, ktory potom prenasa dva elektrony a proton na NADP* za vzniku NADPH. [Cerpané z 1EWY.pdb.]



Z SCHEMA FOTOSYNTEZY

Spolupraca medzi fotosystémom | a fotosystémom |l vytvara tok elektronov z H,O na NADP*. Draha toku elektronov sa
nazyva Z schéma fotosyntézy, pretoze redoxny diagram od P680 do P700* vyzera ako pismeno Z.

B Fotosystém Il Fotosystéem |
B P700*
A
1.0 N
S P680* ~ o
S _ Ph 4Fe-4S
§ B Q' Foton 2 | | FA-NADP*
o IA “— reduktaza
o ~NADPH
2 Qg
g 0 ) L Cytochrém
= B Foton 1 bf komplex S
2 | Pc Draha toku elektronov z H,0 na NADP* vo fotosyntéze. Tuto
— \ P700 endergonickl  reakciu  umoznuje absorpcia  svetla
_ fotosystémom |l (P680) a fotosystém | (P700). Skratky: Ph,
feofytin, Q, a Qg, proteiny viazuce plastochinén; Pc,
— Hy0~ ) éﬂ?er plastocyanin; A, a A,, akceptory elektronov z P700%; Fd,
1.0 — ~P680 ferredoxin; Mn, mangan.




PROTONOVY GRADIENT NA MEMBRANE TYLAKOIDOV VEDIE K SYNTEZE ATP

Experiment André Jagendorfa a Ernesto Uribeho v roku 1966

Membrana tylakoidov

\

pH 4

P

4

Incubation for
several hours

pH 4

II.F'..—

/

Rapid change of
external pH, addition
of ADP and P;

ATP
ADP and P,

pH 8

7

4

s T - SRS s SRR eum

Add ADP,
AN 60 sec 32(P), and alkali 15 sec
D, - - T
H 4 H 4 H 8 - H»H 8
/B\ //P_\ /,P_\ ATP @ /,J_\
v \\_// \_\_// labeled \_\—//
ADP P
Acid Add : I‘
bath ADP, P; :/ h 1lk 11
= hd ADP - P

ATP ATP

Energia inherentna protonovému gradientu, ktora sa nazyva sila protdnového pohonu (Ap), je opisana ako sucCet dvoch zloziek:
gradientu naboja a chemického gradientu. V chloroplastoch je Ap tvoreny takmer vyluéne z gradientu pH, zatial ¢o v
mitochondriach je prispevok z membranového potencialu vacsi. Dévodom tohto rozdielu je, ze tylakoidna membrana je celkom
priepustna pre Cl- a Mg?*. Svetlom indukovany prenos H* do tylakoidného priestoru je sprevadzany prenosom bud CI- v rovnakom
smere, alebo Mg?* (1 Mg?* na 2 H*) v opaénom smere. Nasledne je zachovana elektrickd neutralita a nie je generovany Ziadny
membranovy potencidl. Priliv Mg?* do strémy hra Glohu v regulécii Calvinovho cyklu. Gradient pH 3.5 jednotky na tylakoidne;
membrane zodpoveda protonovo-hybnej sile 0.20 V alebo AG=-20,0 kJ/mol.



POROVNANIE FOTOSYNTEZY A OXIDATIVNEJ FOSFORYLACIE

FOTOSYNTEZA
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Porovnanie fotosyntézy a oxidativnej fosforylacie.
Svetlom indukovany prenos elektronov vo fotosyntéze
umoznuje transfer protonov do lumenu tylakoidu.
Prebytok protonov sa transferuje z lumenu cez ATP
syntazu a tak sa vytvara ATP v strome.

V' oxidativnej fosforylacii tok elektronov v smere

elektronového transportného retazca vedie k pumpovaniu
protonov Z mitochondrialneho matrixu do
Intermembranového priestoru. Nasledne protony z
Intermembranového priestoru prudia do matrixu cez ATP
syntazu za tvorby ATP.



CYKLICKY TOK ELEKTRONOV CEZ PS | VEDIE K PRODUKCII ATP NAMIESTO NADPH

V pripade, ked je pomer NADPH k NADP* prilis velky, dochadza k cyklickému toku elektronov.

ADP ATP
. + N+
Cytochrom bf Fotosystém | Pi H,0
H*
de Fdred Fde \_/
= @
( ) )
] 4 N
.
/—-\ pcOx
PCox PCred H*
Y
A\ _/

N O y
® S

Cyklicka fotofosforylacia. (A) V tejto drahe sa elekirony z redukovaného ferredoxinu
prenasSaju skor na cytochrom bf komplex ako na ferredoxin-NADP* reduktazu. Tok
elektronov cez cytochrém bf vedie k pumpovaniu proténov do lumenu tylakoidu. Tieto protony
prudia cez ATP syntazu a generuju ATP. Touto cestou nie je generovany NADPH ani O,. (B)
Schéma ukazujuca energeticku podstatu cyklickej fotofosforylacie.

Skratky: Fd, ferredoxin; Pc, plastocyanin.
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ABSORPCIA OSMICH FOTONOV VEDIE K TVORBE JEDNEJ MOLEKULY O,, DVOCH NADPH A TROCH ATP MOLEKUL

Absorpcia styroch fotonov fotosystémom Il generuje jednu molekulu O, a uvolnuje 4 protony do tylakoidneho lumenu. Dve
molekuly plastochinolu su oxidované v Q cykle komplexom cytochromu bf za uvolnenia 8 protonov do lumenu. Nakoniec su
elektrony zo tyroch molekul redukovaného plastocyaninu prenesené na ferredoxin absorpciou daldich Styroch foténov. Styri
molekuly redukovaného ferredoxinu generuju dve molekuly NADPH. Celkova reakcia teda je:

2 H,0 +2 NADP* + 10 H*,,. . —> O, + 2 NADPH + 12 H*

lumen

12 protonov uvolnenych v lumene potom moze pretekat cez ATP syntazu. Vzhladom na to, ze v CF, existuje 12

komponentov podjednotky Ill, cez CF, musi prejst 12 protonov, aby dokoncili jednu upInu rotaciu CF,. Jedna rotacia generuje
tri molekuly ATP. Vzhladom na pomer 3 ATP pre 12 protonov je celkova reakcia:

2 H,0 + 2 NADP* + 10 H*,,... — O, + 2NADPH + 12 H*,
3ADP* +3 P+ 3H" + 12 H* ., = 3ATP* + 3 H,0 + 12 H*

stroma

2 NADP* + 3 ADP* + 3 P>+ 2 H* —» O, + 2 NADPH + 3 ATP* + H,0

Osem fotonov je potrebnych na ziskanie troch molekul ATP (2,7 foton/ATP).



,,LIGHT-HARVESTING SYSTEM“ — SVETLO-ZBIERAJUCI SYSTEM

.Svetlo zbierajuci komplex obsahuje dodatocné molekuly chlorofylu a karotenoidov, ktoré prenasaju energiu do reakéného centra rezonanénym
transferom energie

L L HZC{:“:‘Q;I D__,__:. H
HON HON 9, we T T
\\}---—-N_ ,N __\_.
4 1 14 1 11 VR VAR :
3 c
HsC- .-\’}:::"TJ/ \T"_-_ {\ §
o . ’ N - | | 3 H/(\ _,-a-'llb:;},_,--""l't"*?:;//\ CH; §
Prenos rezonanénej energie. (1) Elekiron moéze prijimat energiu S
elektromagnetického Ziarenia vhodnej vinovej dizky a preskoéit do stavu s L%O "N
vy$Sou energiou. (2) Ked excitovany elekiron prejde spat do stavu s T " o, |
v v ) /4 L t ’ H ’ . R
nizSou energlou,’absortzovana’ energia sa uvolni. (3) UvoI’nenu energiu Chiorofyl b o o - i Chlorofyl a
moze absorbovat elektron v blizkej molekule a tento elektron sa dostane Vinové dizka (nm)
do excitovaneho stavu. Absorpéné spektra chlorophylov a a b.

Prenos energie z doplnkovych pigmentov
do reakCného centra. Svetelnd energia
absorbovana  pridavnymi  molekulami
chlorofylu alebo inymi pigmentami sa méze
preniest do reakéného centra, Co spdsobi
fotoindukované oddelenie naboja. Zelené
StvorCeky predstavuju pridavné molekuly
chlorofylu a Cervené Stvorce predstavuju
molekuly  karotenoidu; biele  Stvorce
oznacCuju protein.

Lykopén

B-karotén




,, LIGHT-HARVESTING* SYSTEM — SVETLO-ZBIERAJUCI SYSTEM

Struktira bakterialneho LH komplexu. Osem polypeptidov, z
ktorych kazdy viaze tri molekuly chlorofylu (zelena) a
molekula karotenoidu (Cervena), obklopuju centralnu dutinu,
ktora obsahuje reakéné centrum (nezobrazené). VSimnite si
vysoku  koncentraciu  doplnkovych  pigmentov, ktoré
obklopuijui reakéné centrum. [Cerpané z 1LGH.pdb].
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@ Fotosystém| () cytochrém bf
@ Fotosystém Il ‘ ATP syntaza

Umiestnenie komponentov fotosyntézy. Fotosyntetické systémy su diferencovane distribuované v stohovanych

(stlaCenych) a neskladanych (nestlacenych) oblastiach tylakoidovej membrany [Kresba Dr. Jan M. Anderson and
Dr. Bertil Andersson].

Mnohé herbicidy inhibuju svetelné reakcie fotosyntézy

i Inhibitory fotosystému |l zahfiiaju derivaty mocoviny, ako je diurdn, a

T ’ triazinové derivaty, ako je atrazin. Tieto zluCeniny sa viazu na Qg miesto

:c%r, o podjednotky D, fotosystému Il a blokuju tvorbu plastochinolu (QH.,).
" I s Fotosystém I - inhibitor paraquat.
Diuron 15?'
Fiy ch_N@_@NEiEHj s
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CHy N7 CH PSl_P\ j
HiC_ | 3 3 ~
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Co BY STE MALI VEDIET

Popisat’ strukturu chloroplastov

Popisat procesy spojenée s absorbciou svetelnej energie v bakterialnom

reakCnom centre a v chloroplastoch

Vysvetlit ulohu fotosystému | a fototosystemu Il vo fotosynteze

Opisat’' Z-mechanizmus fotosyntézy

Popisat ulohu LHC — svetlo-zbierajuceho komplexu



Calvinov cyklus
Pentézofosfatova draha



CALVINOV A PENTOZOFOSFATOVY CYKLUS

Fotosyntetické procesy pozostavaju z 2 Casti: (i) na svetle zavislych reakcii
a (ii) reakciach prebiehajucich v tme

Suspenzia chloroplastov .
/ o, @D
T~ 7% / I
VD < Vo, = = N, Do tmy - N
/ J— ‘.-‘ c -
I Wy " TN - s !
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Svetelné reakcie transformuju energiu svetla na ATP a biosyntetickd
redukcnu silu, NADPH. Tmave reakcie pouzivaju ATP a NADPH produkované
svetelnymi reakciami na redukciu atomov uhlika z ich Uplne oxidovaného
stavu, oxidu uhlicity, na viac redukovany stav, napr. hexdza. Oxid uhliCity sa
tak zachytava vo forme, ktora je uZitona pre mnoho procesov. SpoloCne
svetelné reakcie a tmavé reakcie fotosyntézy spolupracuju na transformacii
energie svetla na enrgiu uchovanu v molekulach obsahujucich uhlik. Tmave
reakcie sa tiez nazyvaju Calvinov cyklus, po Melvinovi Calvinovi,
biochemikovi, ktory objasnil tuto drahu. Zlozky Calvinovho cyklu sa nazyvaju
tmavé reakcie, pretoze priamo nezavisia od pritomnosti svetla.

Pentozofosfatova  draha,  hex6za-monofosfatova  cesta,
fosfoglukonatova cesta alebo pentézova vyhybka (angl. shunt) sa
vyskytuje vo vsetkych organizmoch. Tato cesta poskytuje sposob,
pomocou ktorého je mozné oxidovat glukozu za vzniku NADPH,
vSeobecne pouzivané redukovadlo v bunkach. Fosforylova skupina
na 2'-hydroxylovej skupine jednej z ribozovych jednotiek NADPH
odlisuje NADPH od NADH. Existuje zasadny rozdiel medzi NADPH
a NADH v biochémii: NADH je oxidovany dychacim retazcom,
zatial Co NADPH sluzi ako reduktant v biosyntetickych procesoch.

Pentozofosfatova draha moze byt tiez vyuzivana na katabolizmus
pentozovych cukrov z potravy, na syntézu pentozovych cukrov pre
biosyntézu nukleotidov a katabolizmus a syntézu menej obvyklych
Stvor- a sedem-uhlikovych cukrov. Pentdzofosfatova draha a
Calvinov cyklus maju spolonych niekolko enzymov a
medziproduktov, ktoré potvrdzuju evolucné pribuzenstvo. Rovnako
ako glykolyza a glukoneogenéza su tieto drahy vzajomnym
zrkadlovym obrazom, Calvinov cyklus pouziva NADPH na redukciu
oxidu uhli¢ittho na generovanie hexdz, zatial Co pentdzofosfatova
draha stiepi glukozu na oxid uhlicity a tvori sa NADPH.



CALVINOV CYKLUS

Calvinov cyklus pozostava z troch stupnov a
odohrava sa v strome chloroplastov:

1. Fixacia CO, ribuléza 1,5-bisfosfatu za
vzniku 2 molekul 3-fosfoglyceratu,

2. Redukcia 3-fosfoglyceratu za  vzniku
hexdzovych cukrov,

3. Regeneracia ribuloza 1,5-bisfosfatu, aby sa
dalsie molekuly CO, mohli fixovat.

Stupen 3:
Regeneracia

— iy
'-.'__...- --,__:

HO=—C=—H
H—C—0OH

H=C=—0H

Fruktoza 6-fosfat \

CHZOH
=0
]-|—||:—L‘JH
H—nlc—UH
CH0PO-*
Ribuléza 5-fosfat

.y

CH,OFD,?

2 H—C—O0OH

C
H o

Glyceraldehyd

3-fosfat

-

ATP

—o

1

=0
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I

H—C—0OH

CH,OPO,?

Ribuléza
1,5-bisfosfat

2 ATP
TH;DF‘D;J'
2H il: OH
. C
e Stupen 2:
1,3-bisfosfoglycerat Redukcia

H0P0:*

2 NADPH

Stupen 1:
Fixacia

| Co, |

\

CH,0PO2

2H—C—HD

C02

3-fosfoglycerat



CALVINOV CYKLUS — 1. FIXACIA CO,

CH,0P0<2- Mala
CH,0PO32 | 0 CH,OPO 52 podjednotka Struktura Rubisca. Enzym  ribuléza-1,5-
—0" -~ . bisfosfatkarboxylaza/oxygenaza (Rubisco)
(=0 H+ | €02 HO—C—CO00 H0 CH-0PO3 . . . L )
f C—OH i | -: | obsahuje osem velkych podjednotiek (jedna je
H—C—O0H ’ 'J: oH =0 2 HD—(|2—H zobrazena Cervenou farbou a ostatné Zltou
H—C—OH | H—C—OH COy- farbou) a osem malych podjednotiek (jedna
- CH0PO3? - zobrazena modrou farbou a druha bielou farbou).
CHy0PO3 CHy0PO3 ] Aktivne miesta lezia vo velkych podjednotkach.

Ribuléza Enediolatovy Nestabilny 3-fosfoglycerat

1,5-bisfosfat medziprodukt medziprodukt

Reakcia katalyzovana enzymom ribuléza 1,5-bisfosfat karboxylaza/oxygenaza — Rubisco;

Keot 387
Aktivita Rubisco zavisi na hor€iku a karbamate
Glu
Lyzinovy bo€ny ret'azec
Cco,
H
0]
e Ribuléza 1,5-bisfosfat Enediolatovy medziprodukt
P L co,
Karbamat 0
mg?* 0
0 0, W00
.r/ “‘ R 0 OJH o
— 2 h
PN e NH C‘-;_-._ /Mg ’ - /é\\ o- ,c' T—0P052"

2-0;P0”

Uloha horéikového iénu v mechanizme Rubisco. Ribuléza 1,5-bisfosfat sa viaze na i6n
horCika, ktory je viazany na Rubisco cez glutamatovy zvySok, aspartatovy zvySok a
lyzinkarbamat. Koordinovany 1,5-bisfosfat ribuldzy sa vzdava protonu a vytvara reaktivne
latky enediolatu, ktoré reaguju s CO, za vzniku novej vazby uhlik-uhlik.

[Cerpané z 1RXO.pdb.]

Tento enzym je hojne zastupeny v chloroplastoch
a predstavuje priblizne 30% celkového mnozstva
proteinov v listoch v niektorych rastlinach.
Rubisco je  najrozSirenejSi  enzym a

podjednotka pravdepodobne aj najhojnejSi protein v biosfére.
CH,0PO5?"
HO—C—H
(|ZH20PO32" TH20P032“ CH,0PO3?- CH,0PO5%-
CO0~
C|:0 H* ﬁ—O’ Co, HO—T—COO" H,0 HO—T—COO_ H* 2H* 3-fosfoal 4
-fosfoglycera
H_C|_0H _4, T_OH ;_, TZO \_. HO T_OH LL, +
COO~
H—(|Z—OH H—C—OH H—C—0OH H—T—OH
H—C—O0H
CH,0POs?*- CH,0P05%~ CH,0PO5%- CH,0POs?- |
CH,0PO52-
Ribuléza Enediolatovy 3-Karboxy-3-keto- Hydratovany 3-fosfoglycerat
1,5-bisfosfat medziprodukt D-arabinitol medziprodukt

1,5-bisfosfat

Tvorba 3-fosfoglyceratu. Celkova cesta premeny ribuldzy 1,5-bisfosfatu a CO, na dve molekuly 3-
fosfoglyceratu. Aj ked su jednotlivé molekuly zobrazené ako volné druhy, tieto kroky prebiehaju na ione hor€ika.



RUBISCO KATALYZUJE ZBYTOCNU REAKCIU: KATALYTICKA NEDOKONALOST (?)

Rychlost karboxylaznej reakcie je 4x rychlejSia ako oxygenaznej reakcie za normalnych
atmosférickych podmienok pri 25 °C; stromalna koncentracia CO, je vtedy 10 uM a O, je 250 uM.

CH,0P05%~
TH20PO3}' CH,0P0s?~ CH,0P05%~ H* C.
+ .f‘,/-' -:".“_x.
%ZO H+ ﬁ_o_ 0, _O_f_O—OH H,O Hy0 0" -0
. \ { Fosfoglykolat
H—%—OH —4» T—OH (|Z:O g+y
H—T—OH H—C—OH H—C—OH COO~
CH,0POs%" CH,0PO3?~ CH,0P052" H—C—O0OH
CH,0PO5%"
Ribuléza Enediolatovy Hydroperoxidovy i ,
1,5-bisfosfat medziprodukt medziprodukt 3-fosfoglycerat

Zbytoéna vedlajSia reakcia. Reaktivny enediolatovy medziprodukt na Rubiscu tiez reaguje s
molekularnym kyslikom za vzniku hydroperoxidového medziproduktu, ktory potom vedie k tvorbe
jednej molekuly 3-fosfoglyceratu a jednej molekuly fosfoglykolatu.

Elektronova mikrofotografia peroxizému zasadeného medzi
dvoma chloroplastmi. [Dr. Sue Ellen Frederick.]

CHLOROPLAST

Ribuléza 1,5-bifosfat .
Glutamin
(07] \
Ve ADP
H>
C PO

3-fosfoglycerat Glutamin <
syntetaza
c POs2- ATP
-00C~ 0 ]
Fosfoglykolat SiEmES
HQD ‘\\'I
b Pi ‘./ I
PEROXIZOM . | MITOCHONDRIA |
H
,Cf _H
_Ooc—-' H_O...
Glykolat
02
H20,
H NHa*
|
-00C” 0 €Oz
Glyoxylat 7"’ 2 Glycin 1
NHz L Serin )

Fotorespiraéné reakcie. Fosfoglykolat sa vytvara ako produkt oxygenazovej
reakcie v chloroplastoch. Po defosforylacii sa glykolat transportuje do peroxizomov,
kde sa prevedie na glyoxylat a potom na glycin. V mitochondriach sa dva glyciny
prevedu na serin po strate uhlika vo forme CO, a amdnneho iénu. Amoénny ion je
zachraneny v chloroplastoch.



HEXOZA FOSFATY SU VYTVORENE Z FOSFOGLYCERATU

Hex6za monofosfatovy Tvorba hexdza fosfatu. 3-fosfoglycerat sa
pool premiena na fruktoza-6-fosfat cestou paralelnou
—————— =~ s glukoneogenézou.
|‘” Glukéza 1-fosfat |
4 . . . , .
| : Tieto reakcie a reakcie katalyzované Rubiscom
¥ IRY ’ v , C v e
| Glukéza 6-fosft | dostavaju CO, na Uroven hexozy, premienajuc
| . tak CO, na energeticky bohaté chemicke
| | | molekuly, na ukor NADPH a ATP, ktoré su
I ) ’ .
| Fruktéza 6-fosfat generované zo svetelnych reakcii.
1 Fruktéza 1,6-bisfosfat
2 Glyceraldehyd .. Dihydroxyacetén
3-fosfat h fosfat
t gl NADP*

NADPH

2 1,3-Bisfosfoglycerat

t gl ADP

AlP

2 3-Fosfoglycerat



REGENERACIA RIBULOZA 1,5-BISFOSFATU

Ako vytvorit 5-uhlikovy cukor zo 6-uhlikového a 3-uhlikového cukra?

0 CH,0H
(@ o H 0 CH,0H
| 0. _H ¢ C
HO—C—H ~C , | |
| | Transketolaza H—C—0OH HO—C—H
H—C—OH  + H—C—O0H T | i
| | H—C—OH H—C—OH
H—C—OH CH,0PO;2- | )
| CH,0PO52 CH,0P052"
CH,0PO52
Erytréza Xyluléza
Fruktéza Glyceraldehyd 4-fosfat 5-fosfat
6-fosfat 3-fosfat
0 CH,0PO5%" 0 CH,OH
C C
O B |
c IiO—T—H HO—C—H
5 H,0 P
H—C—OH CH0PO*"  Aldolaza  H—C—OH zf ? H—C—OH
, T o=t ||—l—u-: H—C—OH
H—C—0H CH.OH | a Sedohetuléza . T i
CHLOPO-2 ’ H—C—OH 1,7-bisfosfat H—C—OH
20P05 | fosfataza
CH,OPO;2 CH,0P052
Erytré Dihyd t6
4%;(;2? ny ;'::fy;:ce on Sedoheptuléza Sedohetuléza
1,7-bisfosfat 7-fosfat
o) CH,OH
o c A 0 CH,OH
HO—C—H | C
| |_i‘_o|| Transketolaza H—C—OH HO
| + —_— +
||—|c—0|| H—C—0OH
H—C—OH H—C—OH
|c-:ﬂono__; CH,0PO;?
Sedoheptuléza Glyceraldehyd Ribéza Xyluléza
7-fosfat 3-fosfat 5-fosfat 5-fosfat
vy L pr , 1A , ,
Tvorba pat'uhlikovych cukrov. Najskor transketolaza prevadza

Sestuhlikovy cukor a trojuhlikovy cukor na Stvoruhlikovy a patuhlikovy.
Potom aldolaza kombinuje Stvoruhlikovy produkt a trojuhlikovy cukor za
vzniku sedemuhlikového cukru. Nakoniec tento sedemuhlikovy cukor reaguje
s dal§im trojuhlikovym cukrom za vzniku dalSich dvoch patuhlikovych cukrov.

O CH,0H 0

CH5OH
C C
0*1‘.::;;-C H  Transketolaza 0 c H
HO—C—H - | | + HO—C—H
R R R b
Ketéza Aldéza Aldoza Ketoza
(n uhlikov) (m uhlikov) (n - 2 uhlikov) (m + 2 uhlikov)

0-2.“-._ ./'H
e
H—C—OH Fosfopentéza
H & OH X 'zomeraza
0. _CH,OH
H—C—OH \\ =7
CH,0PO52" H—'|C_0"'
Ribéza 5-fosfat H—T—OH
2_
0;;-\ _CH,0H Fosfopento6za CH0P05
= epimeraza = Ribuléza
HO— . H / 5-fosfat
H—C—OH
CH,OPO4?

Xyluléza 5-fosfat

0. _CH,0PO;*
CH,0PO32

Osi o M /o277 Aldoldza  HO—C—H

= + 0—C

| H—C—O0H

R CH,OH

R

Aldéza Dihydroxy’acetén Ketéza
(n uhlikov) fosfat

(n +3 uhlikov)

Os__CH,0POs*

.

ATP  ADP ~C

A_L, H—C—O0H
Fosforibuléza
kinaza H—C—OH

CH20P032_

Ribuléza
1,5-bisfosfat

eraldehyde 3-phosphate
ne phosphate + 3 ATP ——
3 ribulose 1,5-bisphosphate

Regeneracia 1,5-bisfosfatu ribuldzy. Aj ribdza-5-fosfat, aj xyluldza-5-fosfat sa premienaju na ribuldza-5-
fosfat, ktory sa potom fosforyluje a dokoncuije tak regeneréaciu 1,5-bisfosfatu ribulézy.

Sumarna reakcia:

Fruktoza 6-fosfat + 2 Glyceraldehyd 3-fosfat + Dihydroxyaceton fosfat + 3 ATP

— 3 Ribuldza 1,5-bisfosfat + 3 ADP



CALVINOV CYKLUS — SCHEMATICKE ZNAZORNENIE

Ribulé - at .
ibuléza 5-fosfat . 3 ATP
A
3 ADP
Xyluléza

Riboza 5-fosfat >-fosfat Ribuléza 1,5-bisfosfat
3CO
GAP Sedoheptuléza 1,7-bisfosfat
P;
H,0 3-Fosfoglycerat
Sedoheptuléza 1,7-bisfosfat & ATP
Xyluléza
DHAP Erytroza 4-fosfat 5-fosfat 6 ADP

1,3-Bisfosfoglycerat

—

GAP Fruktoza 6-fosfat

Pi
H,0

Fruktoza 1,6-fosfat 6P

1
A GAP
DHAP GAPK/

DHAP

6 NADPH

6 NADP*

Viyslednu chemicka rovnica pre Calvinov cyklus ma tvar:

6 CO, + 18 ATP + 12 NADPH + 12 H20 —
C6H1206 + 18 ADP + 18 Pi + 12 NADP+ + 6 H+

Spotrebované su tri molekuly ATP a dve molekuly NADPH na
inkorporaciu jednej molekuly CO, do hexdzy, ako je glukdza alebo
fruktoza.



AKTIVITA CALVINOVHO CYKLU ZAVISi NA PODMIENKACH

Rubisco je aktivované  svetlom-indukovanymi
zmenami v koncentracii protonov a horcCikovych ionov

Tioredoxin hra kltucovu ulohu v regulacii Calvinovho cyklu

4 N Enzymy regulované tioredoxinom
NADP* Fdox
; Enzym Metabolicka draha
. Rubisco Fixacia uhlika v Calvinovom cykle
Mg Fruktéza 1,6-bisfosfataza Glukoneogenéza
\ Stroma y Glyceraldehyd 3-fosfat dehydrogenaza Calvinov cyklus, Glukoneogenéza, Glykolyza
Sedoheptul6za 1,7-bisfosfataza Calvinov cuklus
A Glukoéza 6-fosfat dehydrogenaza Pentozofosfatova draha
Fenylalanin amoniakalna lyaza Syntéza ligninu
NADPH R Fosforibul6za kinaza Calvinov cyklus
Ma2 Fdred NADP+-malat dehydrogenaza Cs4 draha
g
S
\_ J Disulfidova vazba
SVETLO
Regulacia Calvinovho cyklu svetlom. Svetelné Tioredoxin. Oxidovana forma

reakcie  fotosyntézy prenasaju  elektrony z
tylakoidného lumenu do strdmy a prenasaju protony
zo stromy do tylakoidného lumenu. V désledku
tychto  procesov su  koncentracie  NADPH,
redukovaného ferredoxinu (Fd) a Mg?* v strome
vysSie na svetle ako v tme, zatial Co koncentracia H*
je v tme nizSia. Kazda z tychto koncenztracbych
zmien pomaha spajat reakcie Calvinovho cyklu so
svetelnymi reakciami.

tioredoxinu obsahuje disulfidovu vazbu.
Ked sa tioredoxin redukuje
redukovanym ferredoxinom, disulfidova
vazba sa prevedie na dve volné
sulfhydrylové  skupiny.  Redukovany
tioredoxin méze Stiepit’ disulfidové vazby
v enzymoch, aktivovat urité enzymy
Calvinovho cyklu a deaktivovat niektore
degradacné enzymy [FOM.pdb.]

Svetlo

Feredoxin,,

Feredoxin,.q

Feredoxin-tioredoxin
reduktaza

SH SH

Tioredoxin

Spontanna
oxidacia

Aktivacia enzymu  tioredoxinom.
Redukovany tioredoxin aktivuje urcité
enzymy Calvinovho cyklu Stiepenim
regulacnych disulfidovych vazieb.



C, DRAHA V TROPICKYCH RASTLINACH AKCELERUJE FOTOSYNTEZU KONCENTROVANIM CO,

Zlu¢eniny so Styrmi uhlikmi (C,), ako su oxaloacetat a malat, prenasaju CO, z mezofylovych buniek, Mnoho rastlin rastucich v hortcom a suchom podnebi uchovava prieduchy svojich
ktoré su v kontakte so vzduchom, do buniek plasta, ktoré su hlavnymi miestami fotosyntézy. Bunky  listov zatvorené v horucave dna, aby sa zabranilo strate vody. Dosledkom je, ze
mezofylu a plasta zvazku maju Strukturne a funkéne odlisné chloroplasty. Bunky mezofylu maju tenké CO, nemdZe byt absorbovany pocas denného svetla, ak je potrebny na syntézu
bunkové steny a nahodne usporiadané chloroplasty s naskladanymi tylakoidmi. Nemaji Skrobové  glukozy. CO, skor vstupuje do listu, ked su prieduchy otvorené pri chladnejSich

granule. Na druhej strane maju bunky plasta zvazku hrubé bunkové steny a odstredivo usporiadané ~ nocnych teplotach. Na ulozenie CO,, az kym nebude mozné ho pouzit,, vyuzivaji
chloroplasty s velkymi Skrobovymi granulami. rastliny adaptaciu zvanu crassulacean acid metabolizmus (CAM), pomenovanu

Reakciu C, drahy je mozné popisat nasledovne: podla rodu Crassulacea (sukulenty). Oxid uhliCity je cestou C, fixovany na malat,
ktory je skladovany vo vakuolach. PoCas dna je malat dekarboxylovany a CO, sa

CO, (bunka mezofylu) + ATP + 2 H,0 — CO, (bunka plasta zvazku) + AMP + 2 P, + 2 H* stane dostupnym pre Calvinov cyklus. Na rozdiel od rastlin C,, CAM rastliny
oddefuju CO, akumulaciu od CO, vyuzitia v Case a nie v priestore.

Vzduch Bunka mezofylu Bunka plast’a zvazku
Oxaloacetat » Malat wp Malat
4 ij i 5 Pi + /Ca—lvin ‘
CO, =% CO, cyklus
AMP  ATP

- COo, \4"

-*-‘—-

Ked draha C, a Calvinov cyklus funguju spoloCne, vysledna reakcia je:
Elektrénovy mikrograf otvorenej a zatvorenej stromy

6 CO, + 30 ATP + 12 NADPH + 24 H,0 — C¢H,,06 + 30 ADP + 30 P, + 12 NADP* + 18 H* [Herb Charles Ohimeyer/Fran Heyl Associates |

30 molekul ATP sa spotrebuje na vytvorenie molekuly hexdzy, ked draha C, dodava CO, do
Calvinovho cyklu, na rozdiel od 18 molekul ATP, ktoré sa vyuzivaju na tvorbu molekulu hexézy v
nepritomnosti drahy C4.



PENTOZOFOSFATOVA DRAHA

Pentdzofosfatova draha je rozhodujucim zdrojom NADPH pre pouzitie pri reduktivnej
biosyntéze, ako aj na ochranu pred oxidacnym stresom. Tato cesta pozostava z dvoch faz: (1)
oxidacna tvorba NADPH a (2) neoxidaCna vzajomna premena cukrov.

Drahy vyzadujuce NADPH:

V oxidacnej faze sa NADPH vytvara, ked sa glukdza 6-fosfat oxiduje na ribuldézu-5-fosfat, ktory
je nasledne premeneny na rib6za-5-fosfat. Ribdza-5-fosfat a jeho derivaty su zlozkami RNA a

Syntéza

Biosyntéza mastnych kyselin
Biosyntéza cholestreolu
Biosyntéza neurotransmiterov
Biosyntéza nukleovych kyselin

Detoxifikacia
Redukcia oxidovaného glutationu
Cytochrom P450 monooxygenazy

DNA, ako aj ATP, NADH, FAD a koenzymu A.

Faza 1 - oxidacna:

Glukoza 6-fosfat + 2 NADP* + H,O — Ribuldza 5-fosfat + 2 NADPH + 2 H* + CO,

V neoxidaCnej faze katalyzuje draha interkonverziu troj-, Stvor-, pat-, Sest- a sedem-uhlikovych
cukrov v sérii neoxidacnych reakcii. Nadbytok pat-uhlikovych cukrov sa moze premenit na
medziprodukty glykolyticke] cesty. VSetky tieto reakcie prebiehaju v cytoplazme. Tieto premeny
vyuzivaju rovnakeé reakcie, ktoré vedu k regeneracii ribuldzy 1,5-bisfosfatu v Calvinovom cykle.

CH,ORD, 2

H 3 H

OH @

. y

HO " OH
H OH

Glukoza 6-fosfat

T D
i

'

['&] L HpOR

Faza1 c
(oxida&na) -
N -
lnlnr-;--
Ribul6za 5-fosfat
"4
o H
C
o THyOH
H—C—OH
H—C—0OH Hio=—C=#
H—C—0H H={ =0
CH, 0Py CHZOPO;*

Rib6za 5-fosfat (Cy) Xyluléza 5-fosfat (Cs)

o M . 1]

o M . 1]
s =i

CH3 0RO,
Sedoheptuléza 7-fosfat (C,)

o CHOH

O H O CHOH
HO—{ —H

H—C=—0H L HO—{—H
H—C —0H H—C—0H H—{—0H
CHy 0ROy (HyOPO* CH 0RO

Fruktéza 6-fosfat (C;)  Erytr6za 4-fosfat (C,) Xyluléza 5-fosfat (Cs)

[
G—:l'.—H S S
H=={==0H .
Féza 2 H_l_.;H CHOPOs"
(neoxidaéna) [ GAP (C,)

CHOP,

Fruktoza 6-fosfat (Cg)



PENTOZOFOSFATOVA DRAHA — 1.FAzZA - OXIDACNA

0.~ -0
e
CHZDPle et CH,0PO5’ o CH,OH
. H—C—OH e
«1 \DPH 0, H,0 H* I S NADPF* NADPH |
H \x\ ;’f S \‘\__ __/f : \\_ __/?l H—I|Z—GH +CO,
W Glukéza 6-fosfat W Laktonaza H—(—0OH 6-Fosfoglukonat H—I|Z—DH
dehydrogenaza — dehydrogenaza
ydrog H—C—OH yarog CH,OPO52
CH,0PO;2
Glukéza 6-Fosfoglukono- 6-Fosfo- Ribuldza
6-fosfat d-lakton glukonat 5-fosfat

OxidacCna faza drahy pentozofosfatu. Glukdza-6-fosfat sa oxiduje na 6-fosfoglukono-o-lakton za vzniku
jedne] molekuly NADPH. Laktonovy produkt je hydrolyzovany na 6-fosfoglukonat, ktory je oxidacne
dekarboxylovany na ribul6za-5-fosfat za vzniku molekuly NADPH.

0. _H
0. _CH,OH ¢
‘-|: Fosfopentdza H—C—O0H
H—L|:—DH izomeraza & om
H—C—OH H—J:—DH
CHEDPDI,E_ CH:IGP'Djz_

Ribuléza 5-fosfat Riboza 5-fosfat



PENTOZOFOSFATOVA DRAHA — 2.FAZA - NEOXIDACNA

¥

0. _H
-

H—C—0H

H—C—OH

H—C—0OH
CHy0PD;

Ribéza 5-fosfat (C;)

vy

0. _H
e

H=—{=—0H
CH,OPD,*

GAP (C,)

0. _CHOH
S

HO—C(—H
H—C—0OH
CH20P0:?

Xyluléza 5-fosfat (C;)

0. _CH,OH
e

HO—C—H
H—C—0H
H—C—0H
H—C—0H

CH,0PO52-

Sedoheptuléza 7-fosfat (C)

3

0. _CHOH
'\-\._:\.c.-

HO—C—H

H—C—0H
H—C—0H

CH20PO:*"

Fruktéza

6-fosfat (Cq)

Faza 2
(neoxidaéna)

H—C—OH
CH20POs?"

Erytréza
4-fosfat (C,)

f"

0. _CHOH
-

HO—C—H
H—C—0H
H—C—0H

CH;OPD.

Fruktéza 6-fosfat (C¢)

0. _CH,OH
e

HO—C—H
H—(—OH
CH,OPO5*

Xyluléza
5-fosfat (Cs)

T

0. _H
-

H—C—0OH  +
CH,0PO; "

GAP (C,)

CH,0H CH,OH
C=—0 , C=—0
Fosfopentéza
H—C—O0H epimeraza HO—C—H
H—C—OH H—C—0OH
CH,0P052~ CH,0PO3%"

Ribuléza 5-fosfat

Xyluléza 5-fosfat

Transketolaza

Cs + Cs

Transaldolaza

~ ~
Transketolaza

(:-'I- + (:5 _—

- pentéz:

3+ Cs
e+ Cy

Afy + (.dj

Cistym vysledkom tychto reakcii je tvorba
dvoch hexéz a jednej triozy z troch

3 (:5—12 :() + (:3

Sumarnu reakciu je mozné zapisat nasledovne:

2 Xylulbza 5-fosfat + Ribdza 5-fosfat ==

2 Fruktoza 6-fosfat + Glyceraldehyd 3-fosfat

alebo

3 Ribéza 5-fosfat == 2 Fruktdza 6-fosfat + Glyceraldehyd 3-fosfat

0 CH50OH
0;;-\..\_ - H C
O CH,0H ~C
C ) H HO——C—H
H—C—O0H C
HO—C—H Transketolaza H—C—oO0H
+ H—C—O0H H—C—0OH +
H—C—OH . H—C—OH
H—C—O0H CH;0PO3°~
CH,0PO5™ H—C—OH
CH.0POs2-
CH,0PO5%-
Xyluléza Ribéza Glyceraldehyd Sedoheptuléza
5-fosfat 5-fosfat 3-fosfat 7-fosfat
O CH,0OH
C
0 CH,OH
HO—C—H C O._ H
C H—C—O0H HO—C—H
| Transaldolaza H—C—OH
H—C—O0H + H—C—OH ————— H—C—O0OH -
H—C——OH
CH,OPO57~ H—C—OH H—C—OH
CH,0PO5%"
CH,0P0O5%- CH,0PO<%~
Glyceraldehyd Sedoheptuléza Fruktéza Erytréza
3-fosfat 7-fosfat 6-fosfat 4-fosfat
0.. _-CH;OH
O~ _H O, _-CH,OH =
T ~C | O.:;‘_:x._ _H
| | 0—C—H =c
H—C—OH HO—C—H Transketolaza |
| + | = H—C—OH + H—C—OH
H—C—OH H—C—OH | :
| | _ H—C—OH CH,0P0O52"
CH,OPO32- CH,OP0O32 | _
CH,0P0O4%~
Erytroza Xyluléza Fruktéza Glyceraldehyd
4-fosfat 5-fosfat 6-fosfat 3-fosfat



PENTOZOFOSFATOVA DRAHA - ZHRNUTIE

Reakcia Enzym

Oxidacna faza

Gluko6za 6-fosfat + NADP* — 6-Fosfoglukono-o-lakton + NADPH + H* Glukoza 6-fosfat dehydrogenaza
6-Fosfoglukono-o-lakton + H,O — 6-Fosfoglukonat + H* Laktonaza

6-Fosfoglukonat + NADP* — Ribuldza-5-fosfat + CO2 + H*
Neoxidacna faza

Ribul6za 5-fosfat <> Ribdza 5-fosfat

Ribul6za 5-fosfat <> Xylulza 5-fosfat

6-Fosfoglukonat dehydrogenaza

Fosfopentdza izomeraza
Fosfopentdza epimeraza

Xyluléza 5-fosfat + Riboza 5-fosfat <> Sedoheptuldza 7-fosfat + Glyceraldehyd 3-fosfat ~ Transketolaza
Sedoheptuléza 7-fosfat + Glyceraldehyd 3-fosfat <> Fruktoza 6-fosfat + Erytréza 4-fosfat ~ Transaldolaza
Xylul6za 5-fosfat + Erytréza 4-fosfat <> Fruktoza 6-fosfat + Glyceraldehyd 3-fosfat Transketolaza

Tkaniva s aktivnou pentozofosfatovou drahou

Tkanivo

Funkcia

Adrenalna zlaza
Pecen
Semeniky
Tukové tkanivo
VajeCniky
Prsna Zlaza
Cervena krvinka

Syntéza steroidov

Syntéza mastnych kyselin a cholesterolu
Syntéza steroidov

Syntéza mastnych kyselin

Syntéza steroidov

Syntéza mastnych kyselin

Redukcia glutationu




TRANSKETOLAZA A TRANSALDOLAZA

Transketolaza a transladolaza stabilizuju karbaniénovy intermediat rozdielnymi
(ale podobnymi) mechanizmami

R’ R’
HsC / HsC /
N OH _N* OH
[ . |||' N\ < 2 uhlikovy transport
| |
I
R ¢ CH,OH R ¢ CH,OH
TPP
H H H H
|
N C N C:
AN - AN L
s OH TR OH 3 uhlikovy transport
Lysine
CH,OH CH,OH

Protonizovana
Schiffova baza

Karbaniénové medziprodukty. Pre transketolazu a transaldolazu je karbanionovy
medziprodukt stabilizovany rezonanciou. V transketolaze stabilizuje tento
medziprodukt TPP; v transaldolaze hra tato ulohu protnizovana Schiffova baza.



MECHANIZMUS POSOBENIA TRANSKETOLAZY

Tiazolovy kruh

Aminopyridiniovy kruh

Mechanizmus transketolazy. (1) Tiaminpyrofosfat
(TPP) sa ionizuje za vzniku karbanionu. (2)
Karbanion TPP napada ketézovy substrat. (3)
Rozstiepenim vazby uhlik-uhlik sa uvolni aldézovy
produkt a ponecha sa dvojuhlikovy fragment
spojeny s TPP. (4) Tento aktivovany medziprodukt
glykoaldehydu napada aldézovy substrat a vytvara
novu vazbu uhlik-uhlik. (5) Ketdzovy produkt sa
uvolni, ¢im sa uvolni TPP pre dalSi reakCny cyklus.

H
R" @ R" R @ R
HzC / H* HzC / " H=C / C
N* i. N* H—¢ N* .-
; \> H N ‘ \>_H\i/\ci\o 7—\ ; L\%(-COH
RO S y+ RO S HOHC . RO S CH,OH
TPP TPP karbanion Ketozovy substrat Adiéna zlGéenina
O.. K
Aldozovy
@ 4 H substrat
LT Aldezovy
H Produkt
H + H*
R' R" /
" ro

HOH,C
Ketézovy produkt

—4 Aktivovany glykoaldehyd



MECHANIZMUS POSOBENIA TRANSALDOLAZY

R ® @ ®
~H
C- H H_ R H. R
HC 0] HZO O H* H 0O ( H* H H
HO™ - i N C—H i N c—H f |
NH, ¢—0 N N Nl N WN‘\ L OH
STl N [ on T [ OH T~ C
' ’ CH,OH CH,OH |
Lyzin H,0 2 4 2 H’ CH,OH
Ketozovy Schiffova baza Protonizovana
substrat Schiffova baza 0  Aldézovy
H substrat
C.
o RTH
\_ O Aldézovy
produkt
Lo
R~ H
R’ Aldozovy substrat ~ H
\CH _H H H\'c " H\c - O RY)
H_ / 0 H,0 0 . 0 H*
—C 2 \ H Clﬂ+ H H
HO™ _ / N C \ N c—H / ' -
WNHZ =0 S c ,__.OH R ¢\ Ww\}\c C OH
o~ ~ OH ~
HOH,C CH,OH CH,OH |
Ketdzovy ®) ® (@)
produkt

Mechanizmus pésobenia transaldolazy.

(1) Reakcia zaCina tvorbou Schiffovej bazy
medzi lyzinovym zvySkom v transaldolaze a
ketdzovym substratom. Protonacia Schiffovej
bazy (2) vedie k wuvolneniu alddzového
produktu (3), pricom k lyzinovému zvySku
zostane pripojeny trojuhlikovy fragment. (4)
Tento medziprodukt sa pridava k aldézovému
substratu so suc¢asnou protonaciou za vzniku
novej vazby  uhlik-uhlik. Néasledna
deprotonacia (9) a hydrolyza Schiffove] bazy
(6) uvolfuju ketdzovy produkt z boCného
retazca lyzinu, Cim sa dokoncCi reakcny cyklus.



METABOLIZMUS GLUKOZA-6-FOSFATU V PENTOZOFOSFATOVEJ DRAHE JE KOORDINOVANY S GLYKOLYZOU

Mod 1 (é";‘oks‘z: Styri mody pentézofosfatovej drahy.
Hlavné produkty su oznacené farebne.
Fruktéza Ribéza .
——-
6-fosfat 5-fosfat Mod2 | ,NADP* 2 NADPH
i z: Ribuléza
Glukoza ' 5-fosfat
Fruktéza 6-fosfat N
1,6-bisfosfat co,
Dihydroxyaceton = ‘“w, Glyceraldehyd ?'fbofj‘t
fosfat ey 3-fosfat -osta
Méd 3 2 NADP* 2 NADPH Mod 4 2 NADP* 2 NADPH
Glukoza A Rib6za Glukoéza A Ribuléza
6-fosfat \ 5-fosfat 6-fosfat \ 5-fosfat
co, ‘ o, ‘
Fruktéza Riboza Frukté;a Ribéza
6fosfat 5-fosfat 6-fosfat == 5-fosfat
Fruktoza Fruktoza

1,6-biifosfét / 1,6-bisfosfat /

Dihydroxyacetén Glyceraldehyd Dihydroxyaceton « » Glyceraldehyd
i — N i — )
fosfat 3-fosfat fosfat 3-fosfat

l\ 2 ATP




METABOLIZMUS GLUKOZA-6-FOSFATU V PENTOZOFOSFATOVEJ DRAHE JE KOORDINOVANY S GLYKOLYZOU

Mod 1. Je potrebné viac ribdzy 5-fosfatu nez NADPH.

z Glukoéza
Mod 1 6-fosfat

¥

Fruktoza ey | R1DOZA

6-fosfat /V 5-fosfat

Fruktoza
1,6-bisfosfat

Dihydroxyaceton " ™, Glyceraldehyd
fosfat o 3-fosfat

5 Glukoza 6-fosfat + ATP — 6 Riboza 5-fosfat + ADP + 2 H*



METABOLIZMUS GLUKOZA-6-FOSFATU V PENTOZOFOSFATOVEJ DRAHE JE KOORDINOVANY S GLYKOLYZOU

Mod 2. Potreba NADPH a ribozy 5-fosfatu je vyrovnana.

Méd 2
2 NADP* 2 NADPH
, /7 Ribuléza
Glukéza w— B_fosfat
6-fosfat  °
co,
Ribo6za
5-fosfat

Glukéza 6-fosfat + 2 NADP* + H,O — Ribéza 5-fosfat + 2 NADPH + 2 H* + CO,



METABOLIZMUS GLUKOZA-6-FOSFATU V PENTOZOFOSFATOVEJ DRAHE JE KOORDINOVANY S GLYKOLYZOU

Maod 3. Je potrebné ovela viac NADPH nez ribozy 5-fosfat.

6-fosfat

Fruktoza
6-fosfat

4

Fruktoza
1,6-bisfosfat

| /

Dihydroxyacetén P Glyceraldehyd
fosfat 3-fosfat

+
Méd 3 2 NADP 2 NADPH
Glukoza }

Ribo6za
5-fosfat

¥
Ribdéza
5-fosfat

6 Glukoza 6-fosfat + 12 NADP* + 6 H,0 —

6 Ribdza 5-fosfat + 12 NADPH + 12 H* + CO,
6 Rib6za 5-fosfat — 4 Fruktdza 6-fosfat + 2 Glyceraldehyd 3-fosfat
4 Fruktoza 6-fosfat + 2 Glyceraldehyd 3-fosfat + H,O — 5 Glukoza 6-fosfat + P,

Sumarna reakcia tychto troch reakcii je:

Glukoza 6-fosfat + 12 NADP* + 7 H,O0 — 6 CO, + 12 NADPH + 12 H" + P,



METABOLIZMUS GLUKOZA-6-FOSFATU V PENTOZOFOSFATOVEJ DRAHE JE KOORDINOVANY S GLYKOLYZOU

Maod 4. Obidve zluceniny NADPH a ATP su rovnako potrebné Méd 4

Dihydroxyaceton

fosfat

2 NADP* 2 NADPH

Glukéza Ribuléza
6-fosfat \ 5-fosfat

o, ‘
Fruktoza -

Riboza
6-f05fét ¢ 5-f0$fét
Fruktoza
1,6-bisfosfat /
/ \ Glyceraldehyd
= 3fosfat
l\s 2 ATP

3 Glukoza 6-fosfat + 6 NADP* + 5 NAD* + P, + 8 ADP — 5 Pyruvat + 3 CO, + 6 NADPH + 5 NADH + 8 ATP + 2 H,0 +8 H*



GLUKOZA 6-FOSFAT DEHYDROGENAZA HRA KLUCOVU ULOHU V OCHRANE VOCI ROS

GSH vs GSSG
0
] NH <"
R

y-Glutamat
Cystein
Glycin
C=0
;o
O

Glutation (redukovany)
(y-Glutamylcysteinylglycin)

Vicia faba. Stredozemska rastlina
Vicia faba je zdrojom fava fazuli,
ktoré obsahuju purin glycoside vicine.

v-Glu—Cys—Gly

Glutation
S reduktaza 2 'y-G|u—Cy5—G1y
+ NADPH + H* = : | + NADP*
S SH
v-Glu—Cys—Gly
Oxidovany glutation (GSSG) Redukovany glutation (GSH)

Pamaquine — antimalarické lieCivo - je oxidacné Cinidlo, ktoré vedie k tvorbe peroxidov, reaktivnych
foriem kyslika, ktoré m6zu poskodit membrany, ako aj iné biomolekuly. Peroxidy sa zvycajne eliminuju
enzymom glutationperoxidazou, ktory ako redukcné Ccinidlo pouziva redukovany glutation. V
nepritomnosti glukdza-6-fosfatdehydrogenazy pokraCuju peroxidy v poSkodzovani membrany, pretoze
sa nevyraba ziadny NADPH na obnovu redukovaného glutationu.

Redukovany glutation je tiez nevyhnutny na
udrzanie normalnej Struktury Cervenych krviniek
udrziavanim Struktdry hemoglobinu.

Cervené krvinky s Heinzovymi telieskami. Svetelna
mikrofotografia ukazuje Cervené krvinky ziskané od
osoby S nedostatkom glukdza-6-
fosfatdehydrogenazy. Tmavé Castice, nazyvané
Heinzove telieska, su vo vnutri buniek zhluky
denaturovaného hemoglobinu, ktoré sa adheruju na
plazmaticki membranu a farbia bazickymi farbivami.
Cervené krvinky u tychto fudi st vysoko nachylné na
oxidacné poskodenie. [Dr. Stanley Schrier.]



Co BY STE MALI VEDIET

* Popisat Calvinov cyklus. Jeho vyznam.

« Popisat pentozofosfatovu drahu a uviest' jej vyznam.

* Popisat vztah medzi Calvinovym cyklom a pentézofosfatovou

drahou.
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