Jak Krebs
na syntézu mocoviny

aneb Odhaleni prvniho biochemického cyklu
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Schéma ornithinového
cyklu a jeho napojeni
na dalsi drahy (reakce
fumaratu na malat

a posléze oxalacetat je
spole¢na s Krebsovym
cyklem). Cast reakci
probiha v cytoplazmé
a ¢ast v mitochondrii.

V roce 1932 H. A. Krebs a K. Henseleit po-
psali v Casopise Leitschrift fiir physiologische
Chemie mechanismus ornithinového cyklu
(resp. cyklu mocoviny). A¢ bylo tou dobou
odhalovéni taji biochemickych pochodti na
dennim pofadku, tento se pfece jen poné-
kud vymykal.

Obecné je tikolem ornithinového cyklu za-
budovat odpadni dusik do neskodné mole-
kuly mocoviny. (Jinak by mohlo pfi odbou-
ravani aminokyselin vznikat nebezpecné
mnozstvi toxického amoniaku.) Oproti jed
noduché draze typu glykolyzy vSak v pfipa-
dé cyklu mocoviny nejde o pouhou sérii en-
zymatickych reakci. Jak uz oznaceni ,,cyklus®
napovida, jeden z produktt biochemického
procesu se vraci na zacatek, aby mohl v dal-
$im kole opétovné slouzit jako vychozi latka.
Mocovinovy cyklus byl vitbec prvni sérif re-
akci tohoto druhu. Jakmile byl tento koncept
jednou popsan, mohl uz za nékolik let nasle-
dovat objev zndmnéjSiho Krebsovsa cyklu

priSel
a posléze i rozsifrovani Calvinova cyklu tem-
nostni faze fotosyntézy.

Mocovina [urea, resp. (NH,),CO] hra-
la v historii védy vyznamnou roli mno-
hem drive, nez se Krebs s Henseleitem za-
cali zajimat o to, jak v nasich télech vznika.
V 19. stoleti se ale spi$ fesilo, jak mocovinu
pfipravit uméle v laboratoti. Tehdy se totiz
vétilo, ze pro vznik organickych latek je ne-
zbytna tajemnd zivotni sila. Tvrdiva se, Ze
této vitalistické teorii odzvonilo v roce 1828,
kdy Friedrich Woéhler mocovinu jednodu-
e ptipravil ve zkumavce reakci anorganic-
kych sloucenin amoniaku a kyseliny kyana-
té.! Dokazal tak, Ze k syntéze organickych
latek nejsou vlibec nutna ziva téla ani jejich
tajemna sila — sta¢i primérné vybavend la-
boratof. Tim také symbolicky odstartovala
éra organické chemie.

O sto let pozdéji nazrdla doba podivat se
podrobnéji na to, jak mocovina vznika v lid-
ském téle. Teorie zivotni sily uz byla opus-
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téna, horkym hitem byly naopak enzymatic-
ké kaskady. Doktor Hans A. Krebs tehdy ve
Freiburgu testoval moznosti techniky ten-
kych tkanovych fezti pro analyzu biochemic-
kych syntéz.? Jako model si zvolil pravé syn-
tézu mocoviny v jatrech, protoze tato draha
pracuje obzvlasté vykonné: Jatra clovéka kr-
meného béznou stravou vyprodukuji denné
30 g mocoviny, coz predstavuje 1,5 molu.?
Pivodni zdmér nevypadal nikterak ambi-
ciézné. Jelikoz ve formé mocoviny odchézi
z téla dusik z degradovanych aminokyselin,
Krebse zajimalo, zda bude rychlost vyro-
by mocoviny zaviset na druhu odbouravané
aminokyseliny. Dalsi otazkou pak bylo, zda
musi byt aminoskupina nejprve odstépena ve
formé amoniaku, nebo zda se do mocoviny
muze dostat bez tohoto mezikroku. Vyzkum-
ny tym tedy k jaternim feztim ptidaval riizné
koncentrace amonnych iontti a vSéemoznych
aminokyselin a nasledné méftil koncentrace
mocoviny v médiu. Pfekvapeni se dostavilo,
kdyz byla do média s dostatkem amoniaku
pfidana aminokyselina ornithin — tehdy to-
tiz byla mocovina vyrabéna rekordné rychle.
Uz tenkrat bylo zndmo, Ze se v jatrech vy-
skytuje vysoce aktivni enzym argindza, kte-
ry katalyzuje rozpad argininu na mocovinu
a ornithin. Vzniklo tedy neurcité podezte-
ni, ze by rozpad argininu mohl byt soucés-

1) Ve skutecnosti se ale Wéhlerovi podafila prvni uméla syntéza prirodni latky
uz o Ctyfi roky drive, kdyZ pfidanim vody ke kyanogenu (CN), ziskal kyselinu
§tavelovou (COOH),.

2) Kdyz pro tento tcel hledal optiméalni médium, které by predstavovalo co nej-
vérnéjsi obdobu podminek v Zivocisném téle, vylepsil Ringerovo solné médium
pridanim bikarbonatu a oxidu uhlicitého. Novy Krebsiv-Ringertv pufr (KRB)
se dodnes pouziva pifi praci s izolovanymi burikami a tkanémi.

ze, kterou denné vznika cca 100 g glukozy, coz je ovsem jen 0,55 moli. Pokud
bychom se zajimali o meziprodukty a rychle odbouravané latky, pak patrné ve-
de ATP, kterého denné vznika pres 180 molli - protoze se ale opét rychle spotie-
buje, mdZe ho byt v jednom okamziku v téle asi jen 0,1 molu.

4) Krebstiv (resp. citratovy) cyklus je nékterymi svymi meziprodukty (fumarat,
oxalacetat - aspartat) s mocovinovym cyklem propojen, a nékdy se proto mluvi
o tzv. Krebsové bicyklu (viz obr.).

ti fyziologické syntézy mocoviny. Stale viak
nebylo jasné, jak by mél proces konkrétné
fungovat, aby nezvyklé pozorovani s orni-
thinem vysvétlil.

Napovédu poskytlo méfeni vyroby mo-
¢oviny v médiu s niz§i koncentraci ornithi-
nu. Tyto podminky umoznily spocitat, Ze na
jednu molekulu ornithinu mtze vzniknout
az dvacet molekul mocoviny, jsou-li v mé-
diu pfitomny zaroven amonné ionty. Orni-
thin tedy ptisobi v podstaté jako katalyzator,
ktery umoziiuje zabudovani amoniaku do
mocoviny. Jelikoz je to vSak zaroven vedlej-
§1 produkt rozpadu argininu, dospél Krebs
ke klicové myslence, ze cely proces probiha
cyklicky: Na ornithin by se néjakym zpt-
sobem mohly vidzat amonné ionty z média,
az by vznikl arginin (konkrétné: ornithin +
CO, + 2NH; - arginin). Arginin by pak byl
arginazou §tépen zpét na ornithin a mocovi-
nu. A idea ornithinového cyklu byla na svété!

Zaroven ale bylo zfejmé, Ze preména orni-
thinu na arginin je pfili§ slozitd na to, aby
mohla probéhnout v jednom kroku (musely
by se naraz potkat hned ¢tyfi molekuly: or-
nithin, CO, a dva amonné ionty). Proto bylo
zahajeno patrani po moznych meziproduk-
tech. Podezfeni padlo na citrullin, ktery byl
tou dobou pravé poprvé izolovan z vodniho
melounu (lat. Citrullus). A skute¢né se proka-
zalo, ze pridavek citrullinu k jaternim feztim
ma na produkci mocoviny podobny ucinek
jako ornithin.

Zéiklad mocového cyklu tak byl znam. Poz-
déjsi vyzkum schéma doplnil jesté o karba-
moyl-fosfat a argino-sukcinat. To uz se ovSem
H. A. Krebs, ktery prchl pied nacismem do
Velké Britanie, soustfedil na jiné vyzkumné
problémy: Zkoumal syntézu kyseliny mo-
¢ové u ptakti a zejména pak aerobni oxida-
ci cukrti. Pravé popisem cyklu kyseliny cit-
ronové si jednak zaslouzil Nobelovu cenu za
fyziologii (1953), jednak zvé¢nil své jméno
pro vSechna pristi pokoleni studentt bioche-
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