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Ciklus limunske kiseline, CLK

> CLK je konacni opci put oksidacije molekula goriva. Sluzi i kao izvor
gradevnih sastojaka za biosinteze

> Vedina molekula goriva ulazi u ciklus u obliku acetil-CoA

> Veza glikolize i CLK je oksidacijska dekarboksilacija piruvata, ¢ime se stvara
acetil-CoA

> Ta reakcija i ostale reakcije ciklusa odvijaju se u mitohondrijima za razliku
od glikolize koja se zbiva u citosolu

» CLK funkcionira samo u aerobnim uvjetima jer su mu potrebni NAD*i FAD
kao nosaci elektrona koji se regeneriraju prijenosom elektrona elektron-
transportnim lancem na molekulu kisika, pri ¢emu se stvara ATP

> Ciklus se kontrolira regulacijom pomocu triju enzima koji u njemu
sudjeluju (citrat sintaza, izocitrat dehidrogenaza, kompleks a-ketoglutarat
dehidrogenaza)

CLK, Krebs, ciklus trikarbonskih kiselina
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> SloZene organske molekule se razgraduju do C-2 jedinice (acetil-CoA)

» CLK - razgradnja C-2 jedinica-niz reakcijskih stupnjeva u kojima se svaki puta
odcijepi 1 molekula CO, i 2 atoma vodika—NADH + H*, FADH, (molekula se
izmjeni tako da moZe doci do dekarboksilacije)




NADH i FADH, su glavni prijenosnici elektrona pri oksidaciji molekula
goriva

reaktivno mjesto
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Struktura koenzima A (CoA) - univerzalnog

nosaca acilnih skupina
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v'Oksidativna dekarboksilacija piruvata
v Proces kojim se atomi ugljika iz glukoze piruvat
usmjeravaju prema:
a) oksidaciji do CO, u CLK | e ;22
b) ugradniji u lipide |
| acetil-CoA

v Zbog toga postoji precizna regulacija
enzimom, kompleksom piruvat
dehidrogenaze (PDH)!
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v'Oksidativna dekarboksilacija piruvata

o NADH
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v'Kompleks piruvat dehidrogenaze (PDH)—u matriksu mitohondrija-3 enzima

1. piruvat-dehidrogenaza - dekarboksilacija piruvata
2. dihidrolipoil-transacetilaza - oksidacija C-2 jedinice i prijenos na CoA i

3. dihidrolipoil-dehidrogenaza - obnavljanje oksidiranog oblika lipoamida

Piruvat dehidrogenaza kompleks-model

» Relativna molekulska masa enzimskog
kompleksa piruvat-dehidrogenaze
E. coli 4,6 x10°

» Strukturna integracija triju vrsta enzima
omogucuje koordiniranu katalizu kompleksne
reakcije 10




= Mehanizmi piruvat dehidrogenaza kompleksa

€0z R
Lo
piruvat HaC O
o 3 \§:\,c (I: CH3  hidroksialkil-tiamin-difosfat
I S H
© ©00C—C—CH; R
N A1)
/ E2

R

N
HaC o} H
) &T 7/
R?

tiamin-difosfat

= o acetil-CoA
E3 g§i< H

dihidrolipoamid o~
@_u @_T . 1 |
Ny

—C—0—P—0—P—0O"
TN G
Yy e
XY, ‘ H
E1| piruvat -dehidrogenaza HsC N
E2

dihidrolipoil-transacetilaza

TPP
0
N N
:l dihidrolipoil-dehidrogenaza ] [}ﬂ

NAD' NADH + H®

11

v'Regulacija PDH (piruvat-dehidrogenaze)

- produkti reakcije acetil CoA i NADH inhibiraju PDH

- za funkciju kompleksa potrebne su raspoloZive kolicine supstrata - CoA i
NAD (nikotinamid-adenin-dinukleotid)
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v'Stupnjevi CLK i promet C-atoma
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STVARANIJE CITRATA (1)
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* enzim: citrat-sintaza
* kondenzacija
* reakciju inhibira ATP, NADH, sukcinil CoA
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Konformacijske promjene citrat-sintaze:

vezno mjesto
oksaloacetata
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|IZOMERIZACIJA CITRATA U IZOCITRAT (2)
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* enzim: akonitaza (Fe-S)

* jzomerizacija potrebna kako bi se C-6 jedinica mogla oksidativho

dekarboksilirati
* interna promjena poloZaja Hi OH
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Vezanje citrata na kompleks Fe-S u akonitazi:
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STVARANJE a-KETOGLUTARATA | CO, (3)
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* enzim: izocitrat-dehidrogenaza (ovisna o
NAD, mitohondriji; NAD* se reducira u NADH)
* oksidativna dekarboksilacija izocitrata

* reakciju inhibira ATP i NADH, a aktivira ADP
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STVARANIJE SUKCINIL-CoA (4)

NAD+ CoASH NADH [JEGE

H,(|: — €00~ HQ<|: — Co0~
C— C — SCoA
P y

sukcinil-CoA

a-ketoglutarat

* enzim: kompleks o-ketoglutarat-dehidrogenaza (a-ketoglutarat-
dehidrogenaza, trans-sukcinilaza, dihidrolipoil-dehidrogenaza)

* oksidativna dekarboksilacija
* koenzimi: NAD+, CoA, TPP (tiamin-pirofosfat), lipoamid i FAD
* reakciju inhibira ATP, NADH i sukcinil CoA
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STVARANJE ENERGIJOM BOGATE VEZE
(SUKCINATA) (5)

GDP + P;  GTP + CoASH

H,C — COO~
\
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(o]
sukcinil-CoA sukcinat

* enzim: sukcinil-CoA-sintetaza

« fosforilacija na razini supstrata
* cijepanje tioesterske veze povezano s fosforilacijom gvanozin-difosfata , GDP
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REGENERACIJA OKSALOCETATA (6 - 8)
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(6)* enzim: sukcinat-dehidrogen
* oksidacija/dehidrogenacija
u respiracijskom lancu)
(7) * enzim: fumaraza
* hidratacija

(8) * enzim: malat-dehidrogenaza

aza , (Fe-S), prostetska skupina FAD
(FAD se reducira u FADH,, koji se reoksidira
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v'Stehiometrija CLK

Acetil-CoA + 3NAD* + FAD + GDP + P; + 2H,0 ——
2C0O, + 3NADH + FADH, + GTP + 2H* + HS-CoA

2 atoma-C ulaze u CLK - acetil CoA

2 atoma-Cizlaze iz CLK - 2 CO,- to nisu isti atomi

U 4 reakcije oksidacije, CLK napustaju 4 para H atoma
3 x NADH + H*
1 x FADH,

Stvara se 1 veza bogata energijom - GTP
TroSe se 2 molekule vode
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NADH i FADH, nastali u CLK oksidiraju se u procesu stanicnog
disanja pri prijenosu elektrona s tih nosaca na krajnji akceptor
O, i stvara se ATP

> Oksidacijom svake molekule NADH - 2,5 molekula ATP
> Oksidacijom svake molekule FADH, - 1,5 molekula ATP

> U ciklusu se stvara 1 energijom bogata veza - 1 GTP
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v'Oksidacijom acetil-CoA u CLK nastaje ukupno 12 ATP

3xNADH — 3x2,5 7,5
1 x FADH, —» 1x1,5 1,5
1 x ATP — 1x1 1

10 ATP
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v'Regulacija CLK

> 1. lzocitrat dehidrogenaza

(ADP alostericki stimulira enzim-povecava se afinitet za supstrat; NADH
inhibira enzim)

> 2. o-ketoglutarat dehidrogenaza
(produkti sukcinil CoA i NADH inhibiraju enzim)

3. Sinteza citrata iz oksalacetata i acetil-CoA
(ATP je alostericki inhibitor citrat sintaze-poveéava K,, za acetil-CoA)

\%

Opéenito je CLK smanjen/usporen, kada stanica raspolaze s mnogo ATP!!!

%
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v'CLK kao spremiste meduprodukata

> Sinteza aminokiselina:

a) Iz a-ketoglutarata = glutaminska
b) Iz oksalacetata - asparaginska

c) Iz oksalacetata > piruvat - alanin

> Sinteza masnih kiselina- dekarboksilacija piruvata (mitohondrij)
-> acetil CoA - klju¢na reakcija za sintezu masti iz

ugljikohidrata u citosolu-transportni metabolit je CITRAT

> Sinteza glukoze: oksalacetat vazan preteca za glukozu
> Sinteza hema
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BIOSINTETSKE ULOGE CIKLUSA LIMUNSKE KISELINE

glukoza piruvat
druge fr \
aminokiseline, .
purini, acetil-CoA
pirimidini \
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-CoA gu b \ d
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porfirini, hem,’ glutamat aminokiseline

klorofil oksaloacetat
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