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Obecny metabolismus.
Regulace glykolyzy a glukoneogeneze (5).
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Souhrn reakci glykolyzy

Stupen
1.Glukosa + ATP — glukosa-6-fosfdt + ADP Hexokinasa (-33,5)

2. Glukosa-6-fosfdt <> fruktosa-6-fosfdat  Fosfoglukosaisomerasa (-
2,D)

3. Fruktosa-6-fosfat + ATP — fruktosa-1,6-bisfosfat + ADP + H*

4. Fruktosa-1,6-bisfosfat <> glyceronfosfat + glyceraldehyd-3-fosfat
5. Glyceronfosfat <> glyceraldehyd-3-fosfat

6. Glyceraldehyd-3-fosfat + P, + NAD* <> 1,3-bisfosfoglycerdt + NADH
7.1,3-Bisfosfoglycerdt + ADP <> 3-fosfoglycerdt + ATP (2x)

8. 3-Fosfoglycerat <> 2-fosfoglycerdt

9. 2-Fosfoglycerdt «» 2-fosfoenolpyruvat + H,O

10. 2-Fosfoglycerdt + ADP + H* — pyruvat + ATP (2x)
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Souhrn reakci glykolyzy

Enzym (AG v kJ/mol)
Prenos fosfatu hexokinasa (-33,5)
Izomerizace fosfoglukosaisomerasa (-2,5)
Prenos fosfatu fosfofruktokinasa (-22,2)
Aldolové stépeni aldolasa (-1,3)
Tzomerizace triosafosfdtisomerasa (+2,5)
Oxidacni fosforylace  glyceraldehyddehydrogenasa (-1,7)
Prenos fosfatu fosfoglyceratkinasa (+1,3)
Posun fosfatu fosfoglycerdtmutasa (+0,8)
Dehydratace enolasa (-3,3)

Prenos fosfatu

pyruvdtkinasa (-16.7)



Kontrolni a regulaéni stupné glykolyzy

Uelem glykolyzy je tvorba ATP a stavebnich jednotek pro
syntetické reakce jako je napr. tvorba mastnych kyselin.

Rychlost konverze glukosy na pyruvdt je regulovana tak, aby se
dosdhlo téchto dvou bunécnych potreb.

V metabolickych drahdch jsou potencidlnimi misty kontroly a
regulace enzymy katalyzujici ireversibilni reakce.

V glykolyze to jsou: hexokinasa, fosfofruktokinasa a
pyruvatkinasa.

Enzymy mohou byt ovliviiovany reversibilni vazbou allosterickych
efektorl nebo kovalentni modifikaci.

Mnozstvi téchto enzymi je regulovdno transkripci jako odpovéd’
na metabolické potreby buriky.

Regulace allosterickymi efektory a kovalentni modifikaci (napr-.
fosforylaci) probihd ¢asové v radu milisekund, transkripce v
hodindch.



Regulace glykolyzy ve svalech.

Primdrni funkci glykolyzy ve svalech je tvorba energie pro
svalové stahy vyjadrend energetickym ndbojem buriky - pomér
ATP/AMP.

MUZeme posoudit jak vyse uvedené kli¢ové enzymy reaguji na
zmeny koncentraci ATP a AMP.

Fosfofruktokinasa.

Allostericky enzym (340 kD tetramer) inhibuje vysoka hladina
ATP. Vazba ATP do specifického regulacniho mista odlisného od
mista vazby substrdtu snizuje afinitu enzymu k fruktosa-6-
fosfatu (substratu).

Plvodni hyperbolickd zdvislost rychlosti fosfofruktokinasové
reakce na koncentraci substrdtu se méni na sigmoidni (esovitou).
AMP potlacuje inhibi¢ni GCinek ATP.

Anaerobni sval se snizenym pH, tvorba kyselin, zplsobuje inhibici
enzymu (inhibice snizenim pH je ochrana pred poskozenim
bunék).



Regulace glykolyzy ve svalech

Pro¢ je pozitivnim reguldtorem fosfofruktokinasy AMP a ne ADP
?

Pri rychlém dbytku ATP katalyzuje enzym adenyldtkinasa reakci:
ADP + ADP <> ATP + AMP
Kontrola koncentraci [AMP] je velmi citliva. Pro¢ ?

Koncentrace adenyldtovych nukleotidu v butice je prakticky
konstantni (pool).

Koncentrace [ATP] je vyssi nez konc. [ADP] a ta je daleko nizsi
nez [AMP] .

To znamend, Ze mald zména koncentrace [ATP] vede k velkym
zméndm koncentrace [AMP] .



Regulace glykolyzy ve svalech
Allostericka regulace fosfofruktokinasy
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Regulace glykolyzy ve svalech.
Hexokinasa

Hexokinasa je enzym katalyzujici prvni stupeni glykolyzy. Enzym
je inhibovan svym produktem, tj. glukosa-6-fosfatem.

Vysoka koncentrace glukosa-6-fosfatu je zndmkou, Ze burika
nepotrebuje dalsi glukosu jako zdroj energie.

Zvysenad hladina glukosa-6-fosfdtu je také zndmkou komunikace
mezi fosfofruktokinasou a hexokinasou.

Za stavu, kdy je fosfofruktokinasa neaktvni, roste hladina
fruktosa-6-fosfdtu. Roste také hladina glukosa-6-fosfatu,
protoze fruktosa-6-fosfat je v izomerni rovhovdze s glukosa-6-
fosfatem.

Inhibice fosfofruktokinasy vede k inhibici hexokinasy.



Regulace glykolyzy ve svalech.
Proc je klicovym enzymem glykolyzy fosfofruktokinasa
a ne hexokinasa ?

Glukosa-6-fosfat neni jen substrdatem glykolyzy, ale ve svalech
slouZi také jako prekurzor glykogenu a substrat
pentosafosfdtové drahy.

Klicovym ireversibilnim krokem glykolyzy je fosforylace
fruktosa-6-fosfdatu na fruktosa-1,6-bisfosfdt.

Plati pravidlo, Ze dominantnim enzymem v metabolické drdze je
ten, ktery katalyzuje klicovy krok drdhy.

Kdyby byla zablokovdna hexokinasovad reakce glykolyzy, netvoril
by se glykogen ani NADPH a pentosy.



Regulace glykolyzy ve svalech.
Pyruvatkinasa.

Pyruvatkinasa katalyzuje treti ireversibilni krok glykolyzy, ktery
vede k produkci pyruvdatu a ATP.

Enzym allostericky inhibuje produkt - ATP.

Alanin syntetizovany aminotrnsferdzovou reakci z pyruvdtu také
allostericky inhibuje pyruvdtkinasu (inhibice modifikovanym
produktem).

Pyruvatkinasu aktivuje fruktosa-1,6-bisfosfat. Pro¢ ?



Celkové schéma regulace glykolyzy ve svalech
(sval v klidu a v pohybu).

Sval v klidu (glykolyza je inhibovana)
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Regulace glykolyzy v jatrech.

Regulace glykolyzy v jatrech je mnohem komplexnéjsi.

Funkce jater spolivd zejména v udrZzovani hladiny glukosy v krvi.
V jatrech je skladovdna glukosa ve formé glykogenu.
Fosfofruktokinasa.

Regulace hladinou ATPje stejnd jako ve svalech.

Nizké pH nema vliv na jaterni enzym, protoze laktat za
normdlnich podminek v jdtrech nevznikad. Laktdt, ktery je do
jater transportovdn je preménén na glukosu.

Fosfofruktokinasa je inhibovdna zvysenou hladinou citrdtu, ktery
potlauje inhibici ATP. Jednou z funkci glykolyzy je také
produkce stavebnich jednotek. Citrdt, prvni meziprodukt
citratového cyklu, predstavuje uhlikaté stavebni jednotky. Jeho
zvysenad hladina v cytoplasmé signalizuje dostatek stavebnich
jednotek pro biosyntézu.



Inhibice jaterni glykolyzy fruktosa-2,6-bisfosfatem.

Fruktosa-2,6-bisfosfat je signdlem vysoké hladiny glukosy v krvi.
V jatrech je dostatek fruktosa-6-fosfatu (izomerace glukosa-6-
fosfatu), ktery akceleruje tvorbu fruktosa-2,6-bisfosfatu.

Vazba fruktosa-2,6-bisfosfdtu na fosfofruktokinasu akceleruje
glykolyzu, tak, Ze snizuje inhibi¢ni efekt ATP.

Takovy efekt nazyvame doprednd stimulace.
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H CH,OH
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Fruktosa-2,6-bisfosfat
(F-2,6-BP)



Hexokinasa.

Hexokinasova reakce v jdtrech je kontrolovana stejné jako ve
svalech.

V souvislosti s jaterni funkci kontroly hladiny krevni glukosy je v
jatrech isoenzym hexokinasy - glukokinasa.

Glukokinasa neni inhibovana glukosa-6-fosfdatem (produktem).

Glukokinasa fosforyluje glukosu jen pri vysokych hladinach
krevni glukosy. Jeji afinita ke glukose je asi 50x nizsi nez afinita
hexokinasy.

Glukokinasa se tak Gcastni tvorby glykogenu a mastnych kyselin
(skladovatelna energie).

Nizkad afinita glukokinasy ke glukose umoznuje funkci mozku a
svalll za situace, kdy je prisun glukosy omezen.



Pyruvatkinasa.

Pyruvatkinasa je tetramer, podjednotka 57 kD existujici jako
rada isoenzym.

Jaterni podjednotky isoenzymu se oznacuji L, svalové a mozkové
M.

Tetramery tvorené obéma podjednotkami jsou funkéné shodné.
Jaterni enzym je citlivési k allosterické regulaci.

Oba se |isi citlivosti ke kovalentni modifikaci. Fosforylaci je
ovliviiovdna jen L forma.

Pri nizké hladiné glukosy, dochazi k produkci hormonu glukagonu,
ktery spousti v burikdch cAMP kaskadu vedouci k fosforylaci
pyruvatkinasy, kterd snizuje svoji aktivitu.

Jdatra nevyuzivaji glukosu, kterad je tak Setrena pro svaly a
mozek.



Schéma kontroly katalytické aktivity pyruvdtkinasy.
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Glukosové transportéry.

Existuje pét typl glukosovych transportért (6LUTL az GLUTS).
Transportéry umozhiuji pohyb glukosy pres plasmatickou
membranu.

KaZzdy z transportért je sloZen z jednoduchého polypeptidového
retézce o 500 AMK, ktery tvori 12 transmembrdnovych helixd.



Glukosové transportéry-12 TM (fransmembrénové
proteiny) (500 AMK).

6LUT | Distribuce K. Poznamka

GLUT1 | Viechny savdi tkané. 1mM | Zékladni transportni systém
glukosy.

GLUT2 | Jatra a pankreatické 15-20 mM | V pankreatu reguluje hladinu

B buriky. insulinu.

GLUT3 | Viechny savéi tkane. 1 mM Zakladni transportni systém
glukosy.

GLUT4 | Svaly a adipocyty 5 mM MnoZstvi ve svalové
plasmatické membrané se
zvysuje tréninkem.

GLUTH | Tenké strevo. - Primarné fruktosovy

transportér.




Glukoneogeneze - syntéza glukosy z nesacharidovych
prekurzord.

UdrZovadni potrrebné hadiny krevni glukosy je pro Zivot velmi
dilezité. Na prisunu glukosy je zdvisly hlavné mozek.

Denni potreba glukosy mozkem je 120 g, télo celkem 160 g.

V télnich tekutindch je asi 20 g glukosy, v glykogenu je skladem
190 g.

Glukosa vystacina jeden den | PFi hladovéni nebo plstu je nutné
syntetizovat potrebnou glukosu.

Glukoneogeneze prevadi pyruvat na glukosu. Nesacharidové
prekurzory glukosy jsou nejdrive prevddény na pyruvdt nebo
vstupuji do drdhy pozdéji jako oxaloacetdt nebo glyceronfosfat.

Hlavnimi nesacharidovymi prekurzory glukosy jsou laktdf,
aminokyseliny (glukogenni a gluko i ketogenni) a glycerol.



Glukoneogeneze - syntéza glukosy z nesacharidovych
prekurzord.

Glycerol je prekurzor glukosy, ale Zivo¢ichové nemohou prevést
mastné kyseliny na glukosu !

Glycerol mlze vstoupit do glykolyzy nebo glukoneogeneze jako
glyceronfosfat (dihydroxyacetonfosfat).

Hlavnim mistem glukoneogeneze jsou jatra, ¢dstecné ledviny.

CH,OH AUP cH,oH  NAD' NADH H’ CH,OH
HO-I—H > Ho—l-— \K/ > O:<
CH,OH CH,0PO 5- CH,0PO 5 -
Glycerol Dihydroxyaceton

fosfar fosfat



Glykolyza a glukoneogeneze.

Glukoneogeneze neni zvrat glykolyzy.

Celkem tri reakce se lisi, protoZe rovnovdha glykolyzy lezi daleko
na strané tvorby pyruvdtu (jsou prakticky ireversibilni).

Za typickych bunéénych podminek je aktudlni AG tvorby pyruvatu
-84 kJ/mol.

Ireversibilni stupné jsou katalyzovdny hexokinasou,
fosfofruktokinasou a pyruvatkinasou.

Pri glukoneogenezi musi byt tyto tri stupné obejity:

1. Fosfoenolpyruvdt je tvoren z pyruvdatu cestou pres oxaloacetdt
(anaplerotickad reakce citrdtového cyklu) plsobenim

pyruvdtkarboxylasy (mitochondridlni enzym) a
fosfoenolpyruvatkarboxykinasy.

Viechny ostatni enzymy jsou v cytoplasmé.



Glykolyza a glukoneogeneze.

2. Fruktosa-6-fosfdt je tvorena z fruktosa-1,6-bisfosfatu
hydrolyzou fosforecného esteru na uhliku 1. Katalyzuje
fruktosa-1,6-bisfosfatfosfatasa.

3. Volnad glukosa se tvori hydrolyzou glukosa-6-fosfatu v reakci
katalyzované glukosa-6-fosfatfosfatasou.

Tvorba volné glukosy je dulezity kontrolni bod. V mnoha tkanich
konci glukoneogeneze na tomto misté. Glukosa-6-fosfat je
vyuzita napr. na tvorbu glykogenu.

Udrzeni glukosa-6-fosfatu uvnitr buriky nebo tvorba volné
glukosy je rugulovdno.

Enzym glukosa-6-fosfatfosfatasa je regulovan.
Enzym je pritomen jen v jatrech a ledvindch.



Glykolyza a glukoneogeneze.
Hydrolyza glukosa-6-fosfatu
glukosa-6-fosfatfosfatasou.

Glukosa-6-fosfdt vytvorend glukoneogenezi v cytoplasmé je
transportovdna do lumen endoplasmatického retikula, kde je
hydrolyzovdna glukosa-6-fosfatfosfatasou, vdzanou na
membranu, na fosfdt a glukosu. Systém aktivuje tzv. stabilizaéni
protein (SP) s vdazanym Ca?*. Obé formy glukosy, (T1a T3) a
fosfat (T2), maji v membrdné transportéry.

CYTOSOL

.m\ 1
/ w P ‘r ‘w

H,O + glukosa- 6 -fosfat Pi + glukosa

1 CYTOSOL




Glukoneogeneze je energeticky ndro¢na draha

Stechiometrie glukoneogeneze:
2 Pyruvat + 4 ATP + 2 GTP + 2 NADH + 6 H,0 —

Glukosa + 4 ADP + 2 GDP + 6 P, + 2 NAD* + 2H"*
AG® = - 38 kJ/mol

Stechiometrie zvratu glykolyzy:
2 Pyruvdt + 2 ATP + 2 NADH + 2 H,O —
glukosa + 2 ADP + 2 P, + 2 NAD* + 2 H*
AG°" = + 84 kJ/mol
Oproti zvratu glykolyzy je pro glukoneogenezi, aby byl
energeticky schidnd, nutno pridat ¢tyri molekuly s vysokym
potencidlem transferu fosfdtu (sprazené reakce).



Reciproka regulace glykolyzy a glukoneogeneze.

Drahy glykolyzy a glukoneogeneze jsou koordinovany tak, Ze
jedna drdha je aktivni a druhd inaktivni.

Kdyby obé drdhy probihaly sou¢asné, pak by Cisty vytézek
jednoho cyklu byla hydrolyza ¢tyr nukleosidtrifosfat

(2 ATPa 2 GTP).

Obé drdhy jsou za podminek v bufice exergonni coz je
termodynamicka bariéra.

Zabrariuje tomu také mnoZstvi enzymt jednotlivych drah a jejich
riznd aktivita a regulace ve stejném ¢asovém Useku.

Regulace na drovni fosfofruktokinasy a fruktosa-1,6-
bisfosfatfosfatasy:

Hladina fruktosa-2,6-bisfosfdtu je vysoka po jidle a nizka pri
hladovéni.



Reciproka regulace glykolyzy a glukoneogeneze.

Fruktosa-2,6-bisfosfat a AMP aktivuji glykolyzu a inhibuji
glukoneogenezi.

Citrat aktivuje glukoneogenezi, ATP, citrat a kyselé prostredi
inhibuji glykolyzu.

Regulace na drovni pyruvdkinasy a pyruvdatkarboxylasy a
fosfoenolkarboxykinasy:

Pyruvdtkinasa je inhibovdna allosterickymi efektory ATP a
alaninem, coz znaci Ze energie i stavebnich jednotek je dost.
Opacné pyruvatkarboxylasa je inhibovana ADP (?), stejné jako
fosfoenolkarboxykinasa.

Pyruvatkarboxylasa je aktivovdna acetyl CoA (ukazovatel
dostatku energie).

Obecné je glukoneogeneze uprednostnéna za situace, kdy je
burika bohata na biosyntetické prekurzory a ATP.



Rovnovdha mezi glykolyzou a glukoneogenezi v jatrech.

Obé drahy se podili na udrzovani hladiny glukosy v krvi.
Podstatnd je regulace prostrednictvim fruktosa-2,6-bisfosfatu.

Na regulaci hladiny fruktosa-2,6-bisfosfatu se podili dva
enzymy: vstup fosfdtu na fruktosa-6-fosfat (fosfofruktokinasa
2, PFK2) a hydrolyza fruktosa-2,6-bisfosfatu
(fruktosabisfosfatasa 2, FBP2).

Oba enzymy jsou na jednom jednoduchém polypeptidovém
retezci (55 kD).

BifunkZni enzym obsahuje N-termindlni regulaéni doménu,
ndsleduje kinasovd doména a fosfatasovd doména.

Aktivita obou enzymi je regulovdna fosforylaci jednoho
vedlejsiho retézce serinu.

Pri hladovéni se zvedne hladina glukagonu, coz vede k signdlni
kaskddé, v burikdch se tvori cAMP, které aktivuje proteinkinasu
A, kterd fosforyluje bifunkéni enzym. Aktivuje FBP 2 a inhibuje
PFK 2. Prevlada glukoneogeneze.



Rovnovdha mezi glykolyzou a glukoneogenezi v jatrech.

« Opacné, kdyz je hladina krevni glukosy vysoka, je fosfatova
skupina hydrolyzovdna z bifunkéniho enzymu.

 Aktivuje se PFK 2 a inhibuje FBP 2.

* Vysledkem je zvysena hladina fruktosa-2,6-bisfosfatu
urychlujici glykolyzu.

« Hormony insulin a glukagon reguluji mnozstvi esencidlnich
enzyml na Urovni transkripce.

* Insulin stimuluje expresi fosfofruktokinasy, pyruvdtkinasy a
bifunkéniho enzymu, ktery tvori a odbourdva fruktosa-2,6-
bisfosfdt.

» Glukagon naopak inhibuje expresi tFi regulaénich enzymi
glykolyzy a stimuluje tvorbu dvou glukoneogenetickych
enzymi - fosfoenolpyruvdtkarboxykinasy a fruktosa-1,6-
fosfatasy.



Laktdt a alanin tvorené svaly jsou zdrojem energie pro
jiné organy.

Laktat tvoreny ve svalech skeletu a erythrocytech je zdrojem
energie pro jiné organy.

Erythrocyty nemaji mitochondrie a proto nemtizou kompletné
oxidovat glukosu.

Pyruvdt a laktdt v krevnim obéhu maji dvé moznosti dalsiho
zpracovani.

Plasmatickd membrdna bunék nékterych organt (hlavné srdce)
obsahuje transportéry, které umoziuji vstup laktdtu a pyruvatu.
Laktdt je poté v oxygennim prostredi preveden pres pyruvdt na
acetyl CoA a ddle odbourdn v citratovém cyklu za tvorby energie
(oxidativni fosforylace). VyuZziva se laktdt namisto glukosy.
Druhou moZnosti zpracovdni nadbytku laktatu jsou jatra.

V jatrech je laktdt preveden pres pyruvat glukoneogenezi na
glukosu. Glukosa se vraci do svalt (Coriho cyklus).



Laktdt a alanin tvorené svaly jsou zdrojem energie pro
jiné organy (Coriho cyklus).

Dalsim hlavnim prekurzorem glukosy v jdtrech je alanin.

Alanin se tvori ve svalech aminotransferasovou reakci z pyruvatu
za situace, kdy se uhlikatd kostra aminokyselin tvorenych
$tépenim svalovych proteinl vyuZziva ke glukoneogenezi.

Proces také slouzi k vyrovnané dusikové bilanci mezi svaly

a jatry. ,
" JATRECmVE SVALECH

'6LUKONEOGENEZE | o eLykoLYZA
Glukosa K
Pyr‘uwvdt Pyruvat
\ Laktat Laktat
\_/ )/ 4



Isoenzymy laktdtdehydrogenasy

Laktdtdehydrogenasa je heterotetramer, dvou typt 35 kD
podjednotek kédovanych podobnymi geny:

H typ prevldada v srdecnim svalu, homologni M typ v jatrech a
kosternim svalstvu.

Existuje pét typu asociovanych tetrameri: H,, HsM, H,M,, HiM;3
a M,.

Typ Hy md vétsi afinitu k substratlim nez M,. Typ M, je
allostericky inhibovan vysokou hladinou pyruvdtu. Ostatni
izozymy maji vlastnosti mezi témito krajnimi.

Isozym oxiduje H, oxiduje laktat na pyruvat. Srdce funguje
pouze aerobné.

Isozym M, prevadi ve svalech pyruvdt na laktdt a umozriuje tak
glykolyzu za anaerobnich podminek.






