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                                          UVOD

U biokemiji se pod pojmom glikoliza podrazumijeva razgradnju glukoze preko fruktoza-1,6-difosfata i 3-fosfoglicerata do piruvata. Potrebno je napomenuti da je reakcijski niz glikolize u životinjskom organizmu uvelike reverzibilan, pa se iz međuprodukata metabolizma mogu opet razviti šećeri. Taj se postupak naziva glukogenaza.

POVIJEST GLIKOLIZE

Biokemija se razvijala usporedno s istraživanjem puta glikolize. Presudno otkriće vezano je za Hansa i Eduarda Buchnera 1897. godine. Njih je zanimalo priređivanje bestaničnih ekstrakata kvasaca zbog moguće upotrebe u liječenju. Te ekstrakte je trebalo zaštititi od kvarenja bez dodataka sredstava kao što je fenol, pa su pokušali upotrijebiti saharozu, uobičajeno sredstvo za čuvanje namirnica. Sok kvasca brzo je vrenjem preveo saharozu u alkohol. Braća Buchner su prvi put pokazala da se vrenje može odvijati i izvan živih stanica. U njihovo je doba bilo prihvaćeno Pasteurovo mišljenje iz 1860. godine da je vrenje nerazdruživo povezano sa živim stanicama. Ovo otkriće razbilo je vitalističku dogmu i otvorilo vrata modernoj biokemiji. 1905. godine Arthur Harden i William Young dodali su sok kvasca otopini glukoze i utvrdili da je vrenje počelo gotovo istog trenutka. No brzina fermentacije ubrzo je naglo opala ako se reakcijskoj smjesi nije dodao anorganski fosfat. Nadalje su otkrili nestajanje anorganskog fosfata u toku vrenja i zaključili da se anorganski fosfat ugrađuje u šećer–fosfat. Harden i Young su izdvojili jedan heksoza-difosfat za koji je kasnije utvrđeno da je fruktoza-1,6-difosfat. Utvrdili su i da sok kvasca sadrži dvije vrste tvari potrebnih za vrenje, zimazu i kozimazu. Primijetili su da se aktivnost soka gubi dijalizom ili grijanjem na 50° C. No dijalizom inaktivirani sok postao bi ponovno aktivan ako bi mu se dodao sok inaktiviran toplinom. Aktivnost očito ovisi o prisutnosti dviju vrsta tvari, toplinski nestabilnog nedijalizabilnog sastojka (zvanog zimaza) i toplinski otporne dijalizabilne frakcije (zvane kozimaza). Danas znamo da se zimaza sastoji od više enzima, a kozimaza od metalnih iona, adenozin-trifosfata (ATP), adenozin-difosfata (ADP) i koenzima kao što je nikotinamid-adenin-dinukleotid (NAD+). Do 1940. godine istražen je cijeli glikolitički put zahvaljujući doprinosima Gustava Embdena, Otta Meyerhofa, Carla Neuberga, Jacoba Parnasa, Otta Warburga, Gerty i Carla Cori. Glikoliza se ponekad zove i Embden–Meyerhofov put.

           PREGLED KLJUČNIH STRUKTURA I REAKCIJA 

Intermedijeri u glikolizi imaju šest ili tri atoma ugljika. Jedinice sa šest atoma ugljika derivati su glukoze i fruktoze. Jedinice sa tri atoma ugljika izvedene su od dihidroksiacetona, gliceraldehida, glicerata i piruvata. Svi glikolizni intermedijeri između glukoze i piruvata su fosforilirani. Fosforilne skupine u tim spojevima vezane su esterskom ili anhidridnom vezom. 

Neke reakcije glikolize:

1. PRIJENOS FOSFORILA. Fosforilna skupina se prenosi sa ATP na glikolizni intermedijer ili obrnuto.



                         

2. POMAK FOSFORILA. Fosforilna skupina pomiče se unutar molekule s jednog kisikovog atoma na drugi kisikov atom.


      

                                  

3. IZOMERIZACIJA. Ketoza se pretvara u aldozu i obratno.



ketoza                               aldoza

4. DEHIDRATACIJA. Uklanja se molekula vode.



5. ALDOLNO CIJEPANJE. Veza ugljik–ugljik cijepa se u reakciji suprotnoj aldolnoj kondenzaciji. 



           

                 PRINCIP GLIKOLITIČKE RAZGRADNJE

Bitna je karakteristika glikolize da može teći anaerobno i da se pri tom dobiva energija (200 kJ/mol glukoze, pomoću koje se 2 mola fosfatne kiseline mogu ugraditi u energijom bogati ATP). Iako molekulska jednadžba:

                  glukoza C6H12O6 ( 2C3H6O3 mliječna kiselina 

odgovara izomerizaciji, uključen je i pri glikolizi proces dehidrogeniranja, a koenzim se regenerira u reakciji hidrogeniranja.     

      STVARANJE FRUKTOZA-1,6-DIFOSFATA IZ GLUKOZE

Reakcije glikolize odvijaju se u citosolu. Prvi stupanj, pretvaranje glukoze u fruktoza-1,6-difosfat, sastoji se od tri stupnja: fosforilacije, izomerizacije i druge fosforilacije. Strategija tih početnih koraka sastoji se od stvaranja spoja koji se lako može cijepati na fosforilirane trikarbonske jedinice. Nakon toga se iz tih jedinica crpi energija.
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         glukoza                                                 fruktoza-1,6-difosfat

U većinu stanica glukoza ulazi preko specifičnog nosača ili sustavom aktivnog prijenosa. Glukoza u stanicama ima samo jednu svrhu: fosforilira se molekulom ATP i stvara glukoza-6-fosfat. Prijenos fosforilne skupine sa ATP na hidroksilnu skupinu na atomu C-6 glukoze katalizira heksokinaza.

[image: image3.png]


                                   [image: image4.png]


  

   glukoza                                               glukoza-6-fosfat

Prijenos fosforila jedna je od ključnih reakcija u biokemiji. Enzim koji prenosi fosforilnu skupinu sa ATP na akceptor zove se kinaza. Zato je heksokinaza enzim koji fosforilnu skupinu prenosi sa ATP na razne heksoze. Kao i sve druge kinaze i heksokinaza je aktivna samo uz Mg2+ ione (ili neke druge dvovalentne ione poput Mn2+). Divalentni metalni ion stvara kompleks s ATP.

Naredni stupanj glikolize je izomerizacija glukoza-6-fosfata, prelazi u peteročlani furanozni prsten fruktoza-6-fosfata. Lančasti oblik glukoze sadrži aldehidnu skupinu na C-1, a da takav oblik fruktoze na atomu C-2 sadrži keto skupinu. Aldehid na C-1 reagira s hidroksilnom skupinom na C-5 čime nastaje piranozni prsten, a keto skupina na C-2 reagira s hidroksilnom na C-5 i stvara furanozni prsten. Zato je izomerizacija glukoza-6-fosfata u fruktoza-6-fosfat pretvorba aldoze u ketozu.

[image: image5.png]


                        [image: image6.png]



glukoza-6-fosfat                                             fruktoza-6-fosfat

Nakon izomerizacije dolazi do druge fosforilacije. ATP fosforilira fruktoza-6-fosfat u fruktoza-1,6-difosfat.
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 fruktoza-6-fosfat        

 [image: image8.png]



       fruktoza-6-difosfat    

Tu reakciju katalizira alosterički enzim fosfofruktokinaza. Brzina glikolize ovisi o razini aktivnosti tog enzima. Njegovu katalitičku aktivnost alosterički kontroliraju ATP i nekoliko drugih metabolita.

    STVARANJE GLICERALDEHID-3-FOSFATA CIJEPANJEM I

                                IZOMERIZACIJOM 

Drugi stupanj glikolize sastoji se od četiri koraka koji počinju cijepanjem fruktoza-1,6-difosfata u gliceraldehid-3-fosfat i dihidroksoaceton-fosfat. U preostalim stupnjevima glikolize sudjeluju trikarbonske jedinice.





fruktoza-1,3-difosfat                  dihidroksiaceton-       gliceraldehid-

                                                   -fosfat                         -3-fosfat      

Tu reakciju katalizira aldoza. Ime enzima potječe od prirode suprotne reakcije, aldolne kondenzacije. 

Gliceraldehid-3-fosfat se nalazi na glavnom putu glikolize, ali je dihidroksiaceton-fosfat izvan njega. No dihidroksiaceton-fosfat se lako pretvara u gliceraldehid-3-fosfat. Ti su spojevi izomeri: dihidroksiaceton-fosfat je ketoza, a gliceraldehid-3-fosfat je aldoza. Izomerizaciju tih trikarbonskih fosforilnih šećera katalizira triozafosfat-izomeraza. Reakcija je vrlo brza i reverzibilna. U ravnoteži se 96 % triozafosfata nalazi u obliku dihidroksiaceton-fosfata. Budući da se gliceraldehid-3-fosfat brzo i djelatno uklanja, reakcija neprestano teče zbog stvaranja gliceraldehid-3-fosfata od dihidroksiaceton-fosfata.


        

gliceraldehid-3-fosfat                         dihidroksiacetonfosfat

(aldoza)                                               (ketoza)

Tako se uzastopnim djelovanjem aldoze i trioza fosfat-izomeraze iz jedne molekule fruktoza-1,6-difosfata stvaraju dvije molekule gliceraldehid-3-fosfata.




fruktoza-1,6-difosfat 


Vidi Dodatak 1.

     OČUVANJE ENERGIJE: FOSFORILACIJA VEZANA UZ

                OKSIDACIJU GLICERALDEHID-3-FOSFATA 

Opisani stupnjevi glikolize preveli su jednu molekulu glukoze u dvije molekule gliceraldehid-3-fosfata. U tim stupnjevima ne samo da se energija još nije dobivala, već su se utrošile dvije molekule ATP. Na redu je niz koraka u kojima se oslobađa dio energije pohranjen u gliceraldehid-3-fosfatu. Početna reakcija u tom slijedu je pretvorba gliceraldehid-3-fosfata u 1,3-difosfoglicerat (1,3-DGP);tu reakciju katalizira gliceraldehid-3-fosfat-dehidrogenaza.



gliceraldehid-3-fosfat                              1,3-difosfoglicerat

                                                                 (1,3-DGP)

U toj redukcijsko-oksidacijskoj reakciji stvara se viskoenergijski fosfatni spoj. Iz aldehidne skupine na C-1 nastaje acilfosfat, miješani anhidrid fosfatne i karboksilne kiseline. Energija za stvaranje tog anhidrida visokog potencijala za prijenos fosfatne skupine dobiva se oksidacijom aldehidne skupine. Neka se C-1 atom u 1,3-DGP nalazi na oksidacijskoj razini karboksilne kiseline. Stvaranje 1,3-DGP je primjer fosforilacije na razini supstrata.

                           STVARANJE ATP IZ 1,3-DGP

U narednom stupnju glikolize visoki potencijal molekule 1,3-DGP za prijenos fosforila upotrebljava se za stvaranje ATP. To je prva reakcija u glikolizi kojom se stvara ATP, a katalizira je fosfoglicerat-kinaza koja olakšava prijenos fosforilne skupine s acil-fosfata na molekuli 1,3-DGP na ADP. Produkti reakcije su ATP i 3-fosfogli-cerat.



1,3-difosfoglicerat                                3-fosfoglicerat

Ukupni učinak reakcija koje kataliziraju gliceraldehid-3-fosfat-dehidrogenaza i fosfoglicerat-kinaza glasi:

1. Gliceraldehid-3-fosfat, oksidira se u karboksilnu kiselinu.

2. NAD+ se reducira u NADH.

3. ATP se stvara iz P1 i ADP.

STVARANJE PIRUVATA I NASTANAK DRUGE MOLEKULE

                                             ATP

U tri se koraka posljednjega stupnja glikolize-3-fosfoglicerat prevodi u piruvat i nastaje druga molekula ATP.



3-fosfoglicerat                   2-fosfoglicerat              fosfoenolpiruvat  


               

                      

                             piruvat

Prva od tih reakcija je unutar molekulska pregradnja. Položaj fosforilne skupine u 3-fosfogliceratu se mijenja dajući 2-fosfoglicerat; tu reakciju katalizira fosfogliceromutaza. Općenito govoreći, mutaza je enzim koji katalizira intramolekulski pomak neke kemijske skupine kao što je fosfatna skupina.



3-fosfoglicerat                                          2-fosfoglicerat     

U drugoj reakciji dehidracijom 2-fosfoglicerata nastaje enol; stvaranje fosfoenolpiruvata katalizira enolaza. Ta dehidratacijska reakcija uvelike povećava potencijal za prijenos fosforilne skupine. Enolfosfat se odlikuje visokim potencijalom za prijenos fosforila, dok je taj potencijal u fosfatnom esteru običnog alkohola nizak.




 2-fosfoglicerat                                   fosfoenolpiruvat  

Posljednja reakcija je stvaranje piruvata i molekule ATP. Prijenos fosforilne skupine s fosfoenolpiruvata na ADP katalizira piruvat-kinaza. Ta fosforilacijska reakcija nije oksidacijska, za razliku od one koju katalizira gliceraldehid-3-fosfat-dehidrogenaza.




            

 fosfoenolpiruvat                                        piruvat

Vidi Dodatak 2.

 ENERGIJSKI PRINOS PRI PRETVORBI GLUKOZE U PIRUVAT

Ukupna reakcija pri transformaciji glukoze u piruvat je:

glukoza + 2P1 + 2ADP + 2NAD+ ( 2piruvat + 2ATP + 2NADH +2H+ + 2H2O

Dakle pri pretvorbi glukoze u piruvat stvaraju se dvije molekule ATP.

  TROŠENJE I STVARANJE MOLEKULE ATP U GLIKOLIZI

REAKCIJA


PROMJENA ATP PO GLUKOZI

glukoza (glukoza-6-fosfat




-1

fruktoza-6-fosfat (fruktoza-1,6-difosfat 


-1

2 1,3-difosfoglicerata ( 2 3-fosfoglicerata

+2

2 fosfoenolpiruvata ( 2 piruvata


+2








ukupno:
+2

REAKCIJE GLIKOLIZE

KORAK

REAKCIJA


ENZIM

OBLIK*  

1. glukoza +ATP( glukoza-6-fosfat + ADP + H+

heksokinaza

       a

2. glukoza-6-fosfat ( fruktoza-6-fosfat


fruktoza-izomeraza
       c 

3. fruktoza-6-fosfat + ATP (                                  

        

                        ( fruktoza-1,6-difosfat + ATP + H+ 
fosfofruktokinaza
       a

4. fruktoza-1,6-difosfat (





( dihidroksiaceton fosfat + gliceraldehid-3-fosfat
aldolaza

       e

5. dihidroksiacetonfosfat ( gliceraldehid-3-fosfat
triozafosfat-izomeraza    c

6. gliceraldehid-3-fosfat + P1 + NAD+ (


gliceraldehid-3fosfat-

( 1,3-difosfoglicerat + NADH + H+


-dehidrogenaza
       f 

7. 1,3 difosfoglicerat + ADP ( 3-fosfoglicerat + ATP
fosfoglicerat-kinaza
       a

8. 3-fosfoglicerat ( 2-fosfoglicerat


fosfogliceromutaza
       b 

9. 2-fosfoglicerat ( fosfoenolpiruvat + H2O

enolaza

       d

10. fosfoenolpiruvat + ADP + H+ ( piruvat + ATP
piruvat-kinaza
       a   

*Oblik reakcija:
a) prijenos fosforila
d) dehidracija




b) pomak fosforila
e) aldolno cijepanje




c) izomerizacija

f) fosforilacija povezana s 

   oksidacijom




   PIRUVAT SE MOŽE PREVESTI U ETANOL, LAKTAT ILI

                                 ACETIL-KOENZIM A

Slijed reakcija od glukoze do piruvata vrlo je sličan u svim organizmima i u svim vrstama stanica. Nasuprot tome, pri stvaranju metaboličke energije može se odvijati u tri stupnja:

1. U kvascima i nekolicini drugih mikroorganizama iz piruvata nastaje etanol. Prvi je korak dekarboksilacija piruvata:

Tu reakciju katalizira piruvat-dekarboksilaza koja kao koenzim sadrži tijamin-pirofosfat. Taj pirofosfat služi kao koenzim u raznim dekarboksilazama.





piruvat                      acetaldehid                          etanol      

Drugi stupanj je redukcija acetaldehida u etanol pomoću NADH. Tu redukcijsko-oksidacijsku reakciju katalizira alkohol-dehidrogenaza koja u svom aktivnom mjestu sadrži ion cinka.

acetaldehid + NADH +H+ ( etanol + NAD+

Pretvorba glukoze u etanol zove se alkoholno vrenje.

glukoza + 2P1 +2ADP + 2H+ ( 2etanol + 2CO2 + 2ATP +2H2O

Važno je primijetiti da se NAD+ i NADH u toj jednadžbi ne pojavljuju. Acetaldehid se reducira u etanol tako da se NAD+ regenerira za upotrebu u reakciji koju katalizira gliceraldehid-3-fosfat-dehidrogenaza. Zato pri prijelazu glukoze u etanol nema redoks-reakcije

2. U različitim mikroorganizmima obično se iz piruvata stvara laktat. Reakcija se zbiva i u stanicama viših organizama kada nema dovoljno kisika kao, na primjer, pri jakoj aktivnosti mišića. Redukciju piruvata u laktat uz NADH katalizira laktat-dehidrogenaza:





piruvat                                                       L–laktat 

Ukupna reakcija pri pretvorbi glukoze u laktat:

glukoza + 2P1 + 2DP ( 2laktat + 2ATP + 2H2O

Kao ni u alkoholnom vrenju, ni tu nema redoks-reakcije. NADH koji nastaje oksidacijom gliceraldehid-3-fosfata potroši se pri redukciji piruvata. Neprestano odvijanje glikolize u anaerobnim uvjetima omogućuje regeneraciju NAD+ koja se zbiva pri redukciji piruvata u laktat ili etanol. Kad se NAD+ ne bi obnavljao, glikoliza ne bi mogla teći dalje od gliceraldehid-3-fosfata, što znači da se ne bi stvarao ni ATP. 

3. Pri anaerobnom prijelazu u laktat (ili etanol) glukoza oslobađa samo malen dio svoje energije. Mnogo se više energije može iscrpsti u aerobnim uvjetima ciklusom limunske kiseline i elektron-transportnim lancem. Ulaz u taj oksidacijski put je acetil-koenzim A (acetil-CoA) koji se u mitohondrijima stvara oksidacijskom dekarboksilacijom piruvata.

      piruvat + NAD+ + CoA ( acetil-CoA + CO2 + NADH 

NAD+ potreban toj reakciji i oksidaciji gliceraldehid-3-fosfata obnovi se kad NADH konačno prenese svoje elektrone na kisik elektron-transportnim lancem u mitohondrijima.

                                          ZAKLJUČAK

Glikoliza je skup reakcija kojima se glukoza pretvara u piruvat. U aerobnim organizmima glikoliza je uvod u ciklus limunske kiseline i elektron-transportni lanac gdje se "požanje" većina slobodne energije glukoze. Deset reakcija glikoliznog niza odvija se u citosolu. U prvom stupnju glukoza se pretvara u fruktoza-1,6-difosfat fosforilacijom, izomerizacijom i ponovnom fosforilacijom. U tim reakcijama koje pripremaju sintezu ATP, za svaku molekulu glukoze utroše se dvije molekule ATP. U drugom stupnju aldoza cijepa fruktoza-1,6-difosfat u dihidroksiaceton-fosfat i gliceraldehid-3-fosfat koji lako prelaze jedan u drugog. Tada se gliceraldehid-3-fosfat oksidira i fosforilira u 1,3-DPG, acil-fosfat s visokim potencijalom za prijenos fosfata. Zatim nastane 3-fosfoglicerat, pri čemu se stvori molekula ATP. U posljednjem stupnju glikolize pomakom fosforila i dehidracijom nastaje fosfoenolpiruvat, drugi intermedijer s visokim potencijalom za prijenos fosfata. Pri pretvorbi fosfoenolpiruvata u piruvat nastaje molekula ATP. Pri stvaranju dviju molekula piruvata od jedne molekule glukoze dobiju se ukupno dvije molekule ATP.

Pri oksidaciji gliceraldehid-3-fosfata akceptor elektrona je NAD+; da bi se glikoliza mogla dalje odvijati, taj se spoj mora obnoviti. U aerobnim organizmima glikolizom stvoreni NADH prenosi svoje elektrone elektron-transportnim lancem na O2 i time se NAD+ obnavlja. U anaerobnim uvjetima NAD+ se regenerira redukcijom piruvata u laktat. U nekim mikroorganizmima NAD+ se obnavlja sintezom laktata ili enolata iz piruvata. Ta se dva procesa zovu vrenje.

Glikolizni put ima dvojaku ulogu: razgrađuje glukozu da stvori ATP i osigurava građevne elemente za sintezu staničnih sastojaka. Brzina pretvorbe glukoze u piruvat regulira se tako da glikoliza zadovolji te dvije glavne potrebe stanice. U fiziološkim uvjetima reakcije glikolize su reverzibilne, osim onih koje kataliziraju heksokinaza, fosfofruktokinaza i piruvat-kinaza. Fosfofruktokinaza je najvažniji kontrolni element u glikolizi. Visoke razine ATP i citrata inhibiraju taj enzim, a takve razine AMP ga aktiviraju. Zato je fosfofruktokinaza aktivna kada su potrebni ili energija ili građevni elementi. Heksokinazu inhibira glukoza-6-fosfat koji se nakuplja kada ne djeluje fosfofruktokinaza. Drugi kontrolni element je piruvat-kinaza. Taj enzim alosterički inhibira ATP, čime se koči pretvorba fosfoenolpiruvata u piruvat kad je energijski naboj stanice visok.
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