II_2 ENZYMOVÁ AKTIVITA, FYZIKÁLNĚ-CHEMICKÉ VLIVY, REGULACE (exprese, allosterické vlivy, kovalentní modifikace)
• Aktivita
· rychost katalyzované reakce je přímo úměrná koncentraci enzyů – vyjádření podle množství přeměněného substrátu (vzniklého produktu) za jednotku času

· dříve : jednotka enzymové aktivity U – množství enzymu, které přemění 1 (mol S /1 min
· katal : množství enzymové aktivity, které přěmění 1 mol S / 1s ((kat, nkat, pkat)

· měření při standardizovaných podmínkách: pH, hodně substrátu, přítomnost kofaktorů
· koncentraci enzymové aktivity v biol. tekutinách – U/l, mU/l, dnes nkat/l
· molární aktivita:  když známe Mr enzymu = počet jednotek na 1 mol enzymu (kat/mol) – počet molekul S přeměněných 1 molekul E za 1s ( srovnání aktivit enzymů

• Regulace aktivity

· enzymy jsou výrazně regulovatelné

1)fyzikálně-chemické vlastnosti prostředí
a) závislost na pH

- pH optimální = nejvyšší aktivita, extrémní změny = denaturace
- většinou neutrální (vyjímka – pepsin 1,5 – 2,0 ( odpovídá žal. šťávě)

- závislost aktivity souvisí s různým stupněm disociace ionizovatelných 

  skupin (substrátu i enzymu)



b) redoxní potenciál




- rovnováha mezi –SH a –S-S- (důležité pro tvar bílkoviny)




- přítomnost látek schopných ty skupiny red. nebo ox.


c) teplota




- stoupá až po hranici 50(C -60(C ( denaturace a ztráta aktivity



- ideál kolem 37(C




- rozdíly citlivosti na vysoké teploty bývají mezi izoenzymy



d) ionizující záření




- ( poškozuje až ve vyšších dávkách


2) aktivátory a inhibitory


- návaznost reversibilní (účinek vratný)



a) aktivace



- nízkomolekulární org. látky, působí allostericky




- i kovové inoty (Mg2+, Ca2+, Zn2+ ), vzácně anionty




- některé jsou i součástí enzymu



- lze považovat aktivaci i přechod proenzymu na enzym




- chrání enzym i před inaktivací
- GSH chrání před oxidací –SH









- cheláty – proti těžkým kovům



b) inhibice



- různé – ionty, anorg. látky, vysoko i nízkomolekulární




- specifické  x  nespecifické

přirozené x umělé (léčiva, jedy)




- kompetitivní  x nekompetitivní
vratné  x  nevratné




kompetitivní




• soutěž se substrátem o navázání na akt. místo enzymu (podobná stru.)



• látky chem. podobné substrátu




• komplex enzmy-inhibitor (EI)




• není přeměna na produkt ( enzym blokován, změněná Km (()




• reversibilní – závisí na poměru konc. I a S



• vysoká konc. S ( odstraní účinek I 



• př. inhibitoru: kys. malonová ( podobná jantarové







- sukcinátdehydrogenasa




• soutěžení inhibitoru i s koenzymem o vazebné místo



• fyziologicky málo (spíše soutěží 2 substráty)




nekompetitivní




• není podobnost se S, navázání vedle akt. místa ( komplex ESI



  ( snížena katalytická účinnost ( nevzniká produkt




• nezměněná Km, ale max. rychlost snížena




• nekovalentí navázání ( vratná




  kovalentní navázání ( nevratná  (enzymový jed)



• nevratné nervové jedy ( plyn sarin), jodacetamid, insekticidy




• ihibici nelze nadbytkem substrátu odstranit




akompetitivné




• navázání I až po vzniku ES




• snížení Km i rychlosti ( poměr ale nezměněn




• inhibice substrátem a produktem



• při vysokých koncentracích



3) kovalentní modifikace enzymů




- regulace i štěpením nebo tvorbou kov. vazeb



1) přeměna neaktivních prekursorů (proenzymů) na aktivní enzymy





- např. proteinasy GITu, srážení krve





- rozštěpení vazby nebo vyštěpení části pept. řetězce ( 





  změna konformace ( aktivní




2) fosforylace či defosforylace bílkoviny





- např. glykogensynthasa




- fosfát připojen esterovou vazbou – katalýza kinasou






- hydrolyticky odštěpen fosfatasou





- někdy aktivace, jindy inhibice ty 2 kroky výše



4) allosterické a kooperační vlivy




- všechny inhibice (krom kompetitivních), i aktivace, které se vážou



  jinam, než na aktivní místo = ALLOTOPICKÉ


allosterické enzymy – oligomerní (z několika podjednotek)



- krom aktivních míst ještě místo allosterické (pro efektor)



- vzdálené od aktivního, ale navázání efektoru vyvolá konfor. změny



  i kat. vlastnosti




- aktivní (afinita k substrátu ( stabilizace) x inaktivní (afinita k alloster




  inhibitoru ( stabilizace)     - mohou v sebe přecházet




- pozitivní kooperace – vazba aktivátoru ( ovlivnění jednotek





pozitivně pro vazbu se S



- negativní kooperace – vazba inhibitoru




- mění se graf závislosti  v/(S( z hyperboly na esovitou křivku (něco
  jako saturační)


- aktivátor – posun křivky doleva (spíše hyperbola)


- inhibitor – posun křivky doprava (spíše esovitá)

- složení : někdy stejné podjednotky – aktivní místo pro S i efektor

   : různé podjednotky – některé místo pro S (katalytická podj.)





- jiné pro efektor (regulační podjed.)


   : akt. i inh. na stejné místo

- klíčové reakce katalyzují ( význam pro regulaci metab. pochodů

• regulace aktivity

· konc. E, S, P (zpětná vazba ( utlumení)
· řetěz reakcí ( řízena nejpomalejší reakcí = rychlost určujícím enzymem

· přísun kritického S (např. ADP)

· soutěžení mezi enzymi o 1 substrát (málo S ( enzym s největší Km)

· např. soutěž o NAD+ , NADH

· buňka: 
1) změna aktivity při disociaci oligomerních E na podjednotky (celek –
     


vyšší aktivita)




2) změna aktivity kovalentní modifikací – dlouhodobé



3) ovlivnění efektory – nejpohotovější




4) rozdělení v buňce, přenos přes BM, hormonální, nervové řízení

II_4. Makroergní sloučeniny, fosforylace na substrátové úrovni, pohon endergonních reakcí

→makro=veliký ; -ergní =práce

→makroergní sloučeniny=sloučeniny obsahující vazbu,kterou se uvolní alespoň 25 kJ/mol a tato vazba je snadno štěpitelná

→uvolněné E se využívá k uskutečnění některých endergonních rce ve spřažených systémech

→bb. se brání uvolnění velkého množství E hydrolýzou (E by šla bez užitku na teplo) →proto se spíše než hydrolyt.štěpení 

    makroergních vazeb využívá jejich schopnosti přenášet koncovou skupinu (fosfát,acyl)na jiné molekulytím je energeticky 

    obohacovat  

→lze je rozdělit do několika kategorií

1.)Vazby s H3PO4
· nukleosidtrifosfáty→  !!!pouze 2 makroergní vazby!!! ;ATP,CTP,UTP,GTP

                                               O-   O-     O-
                                               │   │      │

           nukleosid -ribosa -O-P ~ P-O~P-O

                                                       ||     ||        ||

                                                      O    O      O

               ATP →energetika metabolismu ,aktivace AMK při proteosyntéze,aktivace MK,biosyntéza koenzymů(FAD,CoA,)

               GTP→energetika Citrát.cyklu,proteosyntetické pochody,

               UTP→aktivace monosacharidů,biosyntéza polysacharidů                                                                               

               CTP→   aktivace meziproduktů při biosyntéze lipidů                                                   
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                                                                                 H3C  NH            guanidin  
· quanidinfosfátové vazby:                             |   ||              
př. kreatininfosfát                            CH2   -N-C-NH~P

                                                         |
                                                                         COOH                                      

· enolfosfátové vazby:

            př.kys. fosfoenolpyrohroznová(53,1 kJ)              COOH

                                                                                          |

                                                                                         C-O~P
                                                                                          ||

                                                                                         CH2

· acylfosfátové

př.amoniacyladenosinmonofosfát – amoniacyl~AMP 
         karbaminfosfát-       NH2CO~P
2.) Vazby se S:

příklady:
	Sloučenina
	∆G°(kJ /mol)

	1,3bisfosfoglycerát
	57.0

	Fosfoenolpyruvát
	53.1

	Fosfokeratin
	47.2

	ATP(→AMP+PPi)
	36.0

	Acetyl-CoA
	34.3

	ATP(→ADP+P)
	29.7


II_5. Citrátový cyklus, amfibolický charakter, průběh, regulace

citrátový cyklus= cyklus trikarboxylových kyselin= Krebsův cyklus

Citrátový cyklus
- cyklicky se opakující sled reakcí, který je centrem metabolismu (sacharidů, lipidů, proteinů)
- lze přirovnat k otáčivému mlýnskému kolu na svrchní náhon, které je však místo vody poháněno palivem a tím je acetylkoenzym A

- Produktem otáčení jsou CO2  a redukované kofaktory (NADH a FADH2)

[image: image7.wmf] 
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- amfibolický (kata- i anabolický)→ nejen k degradaci živin, ale vycházejí od něj četné syntetické dráhy(glukoneogeneze, transaminace)

- dochází ke změnám počtu uhlíků (2x dekarboxylace)

- probíhá v matrix mitochondrie

- pro správný průběh je nutné dostatečné množství substrátu- acetyl-CoA a oxalacetát

- rychlost se reguluje podle aktuálního energetického stavu buňky

- probíhá jen za aerobních podmínek

- energetický zisk 12 molekul ATP na jednu molekulu acetyl-CoA

	Reakce
	Získaný kofaktor
	Počet vytvořených  ATP

	isocitrát → 2-oxoglutarát

2-oxoglutarát → sukcinyl-CoA

sukcinyl-CoA → sukcinát

sukcinát → fumarát

malát → oxalacetát 
	NADH + H+
NADH + H+

-

FADH2

NADH + H+
	3

3

                    1 (jako GTP) 

2

3



	
	
	12 ATP


Regulace:
- rychlost se reguluje dle aktuálního energetického stavu (poměr koncentrací ATP k součtu hladin ADP a AMP )

- ADP a AMP aktivují citrátový cyklus

- Místa aktivace jsou reakce katalyzované: citrátsynthasou, isocitrátdehydrogenasou (aktivace se děje její fosforylací),-2-oxoglutarátdehydrogenasovým komplexem

- ATP inhibuje reakce cyklu

- nutná přítomnost dostatečného množství substrátů – acetylkoenzymu A a oxalacetátu

- některé reakce citrátového cyklu podléhají účinku specifických inhibitorů:


Fluoracetát-akonitasa


Arsenitan- oxoglutarátdehydrogenasa



Malonát- sukcinátdehydrogenasa

-množství kyslíku- aerobní děj!
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Koenzym A (CoA)
- je z metabolického hlediska principiální látka, obecně sloužící jako nosič acylů (od toho symbol A). Má schematickou strukturu

Je to adeninový nukleotid, energeticky bohatý, v němž je vázána alifatická složka vitaminového charakteru – kyselina pantothenová – s navázaným koncovým cysteaminem, který obsahuje SH-skupinu. Právě tato skupina je funkčně nejdůležitější, protože na ni se navazují acyly.
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Průběh: 

1) Citrátsynthasa katalyzuje kondenzaci acetyl- CoA a oxalacetátu za vzniku citrátu

2) V dalších dvou krocích cyklu se přeměňuje citrát na snadněji oxidovatelný izomer(který je pak oxidován). Akonitasa mění citrát na  snadněji oxidovatelný sekundární alkohol, isocitrát. První reakcí je zde dehydratace, při níž vnikne cis akoinát vázaný na enzym; následuje hydratace, kde je hydroxyskupina původního citrátu přenesena na sousední uhlík

3) Isocitrátdehydrogenasa oxiduje isocitrát na oxalsukcinát, za současné redukce NAD+ na NADH. Oxalsukcinát je pak dekarboxylován za vzniku 2- oxoglutarátu.

4) Multienzymový komplex 2- oxoglutarátdehydrogenasy oxidačně dekarboxyluje 2- oxoglutarát na sukcinyl Co-A. Při reakci je redukován druhý NAD+ na NADH a vzniká druhá molekula CO2

5) Sukcinyl Co-A synthetasa přeměňuje sukcinyl Co-A na sukcinit. Volná energie thioesterové vazby je v této reakci zachována tvorbou energeticky bohatého GTP z GDP+ Pi

6) Sukcinátdehydrogenasa katalyzuje oxidaci stření jednoduché vazby sukcinátu na dvojnou, čímž vzniká fumarát při současné redukci redoxního koenzymu FAD na FADH2

7) Fumarasa katalyzuje hydrataci dvojné vazby fumarátu za vzniku malátu

8) Malátdehydrogenasa vytvoří oxalacetát, a to oxidací sekundární alkoholické skupiny malátu na keton přičemž redukuje třetí molekulu NAD+ na NADH

Vzorce citátového cyklu:

Oxalacetát

citrát

cis-akonitát

isocitrát

oxalsukcinát
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II_8. Metabolismus uhlíkového skeletu AMK skupiny pyruvátu, oxalacetátu, 2-oxoglutarátu, sukcinyl-CoA, s rozvětveným řetězcem, zapojení AMK do metabolických procesů

Produktem katabolismu AMK je nejčastěji amoniak a příslušné 2- oxokyseliny. Poskytují však řadu meziproduktů, které jsou součástí citrátového C. Proto slouží uhlíková kostra AMK pro synthesu glukózy a jiných látek. Můžou poskytovat acetoacetát, potom jsou ketogenní. (v Ledvinovi I. Str. 232 velmi názorná tabulka, nevím však, jak ji sem dostat..:-)

Tetrahydrofolát: faktor důležitý, nepostradatelný pro přeměnu některých AMK (Gly, Ser, Thr,Met, Trp, His) jako nosič jednouhlíkatých zbytků

1. Metabolismus glycinu, serinu, threoninu (esenciální) a alaninu:

Tyto alifatické AMK se konvertují na PYRUVÁT, proto jsou glukogenní. 

a) Glycin → transaminace, oxadační deaminace (glycinoxidasa) → glyoxalát → oxalát

Glyoxalát → vratná transaminace → glycin

b) Serin →serindehydratasa →pyruvát + NH3 +H2O

Serin → glyoxalát → oxalát 

Oxalacetát se vylučuje ledvinami a může vyvolat tvorbu močových kamenů.

Tvorba glycinu a serinu: ze sacharidů, z glykolýzy:

3- fosfoglycerát → 3-fosfoserin →odštěpení fosfátu →serin/glycin

c) Threonin → threoninaldolasa → acetaldehyd + glycin

acetaldehyd → dehydrogenasa → acetyl-CoA

d) Alanin → vratná transaminace → pyruvát → acetyl-CoA / glukosa

2. Metabolismus větvených AMK - valin, leucin, izoleucin:

Jedná se o rozvětvené alifatické a esenciální AMK.

Metabolismus zpočátku stejný: transaminace (aminotransferasa), poté oxidační dekarboxylace:

Leucin → 2- oxokapronát

Valin → 2- oxoisovalerát

Isoleucin → 2- oxomethylvalerát

Dekarboxylace v mitochondriích: 2- oxokyseliny → dehydrogenace, dekarboxylace → acetyl-CoA (o 1 C kratší než 2- oxokyselina) → alfa, beta- nenasycený acyl-CoA

Valin → sukcinyl-CoA

Izoleucin → propionyl- CoA (z něj sukcinyl-CoA) + acetyl-CoA

Leucin → beta-hydroxy-beta-methylglutaryl-CoA (z něj acetoacetát + acetyl-CoA)

Valin=glukogenní, izoleucin=glukogenní i z části ektogenní, leucin=ektogenní

Jen nepatrně se tyto AMK zachycují v játrech (nízká aktivita aminotransferasy), zpracovávají se hlavně svalem a mozkem.

3. Metabolismus dikarboxylových AMK- glutamát a aspartát:

Syntéza glutamátu:

2- oxoglutarát → transaminační rce → glutamát

Prolin/arginin/histidin → glutamát

Glutamin → glutaminasa odštěpí NH3 → glutamát

Glutamát → glutaminsynthetasa → glutamin

Syntéza aspartátu:

Oxalacetát → transaminace → aspartát

Degradace:

Glutamát → oxidační deaminace glutamátdehydrogenásou → 2- oxoglutarát + NH3

Aspartát → oxidační deaminace →oxalacetát → citrátový C

4. Metabolismus lysinu:

Lysin je esenciální bazická AMK.

Játra: 

lysin + 2- oxoglutarát → sacharopin → glutamát + 2- aminoadipát → acetoacetát + acetyl- CoA

5. Metabolismus argininu:

Nejbazičtější AMK, glukogenní, u dětí esenciální.

Syntésa: 

glutamát → gama-semialdehyd glutamátu → ornithin → arginin

Degradace:

Arginin → glutamát → 2- oxoglutarát

Arginin → dekarboxylace → agmatin (neuromediátor)

Arginin společně s ornitinem jsou výchozí látkou při syntéze spermidinu a sperminu (důležitá úloha při proliferaci a růstu buněk). 

Arginin + glycin + metionin → kreatin → kreatininfosfát → kreatinin

6. Metabolismus prolinu a hydroxyprolinu:

Heterocyklické AMK, neesenciální, glukogenní (poskytují 2- oxoglutarát).

Syntéza:

Glutamát → oxidace → gama- semialdehyd glutamátu → pyrrolidinkarboxylát → prolin

Degradace:

Prolin → rozštěpení kruhu → semialdehyd glutamátu → glutamát → transaminace → 2- oxoglutarát

Hydroxyprolin: uvolňuje se z pojiva, hlavně z kolagenu, degradace podobně jako prolin, ale díky OH skupině jsou odlišné produkty: pyruvát a glyoxalát.

 7. Metabolismus histidinu:

Podmíněně esenciální AMK. Tvorba v těle ne zcela jasná, východiskem je glutamát.

Degradace: 

Histidin → histidinamoniaklyasa=histidasa → urokanát → hydratace, vymizení 2né vazby → 4- imidazolon- 5- propionát → N- formiminoglutamát → pomocí tetrahydrofolátu (THF) vzniká glutamát

II. 13. Glykolýza, regulace

· Hlavní metabolická dráha pro utilizaci glukózy a vyskytuje se v cytosolu všech buněk

· může využívat kyslík, jeli dostupný (aerobně), nebo může fungovat i za úplné nepřítomnosti kyslíku (anaerobně)
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Glykolýza je regulována ve 3 krocích: jsou to reakce katalyzované

1, hexokinasou

2, fosfofruktokinasou

3, pyruvátkinasou

V erytrocytech je možno obejít první místo tvorby ATP. Z 1,3-bisfosfoglycerát vzniká 2,3-bisfosfoglycerát a teprve z něj 3-fosfoglycerát. 2,3-bisfosfoglycerát přítomný ve vysoké koncentraci se kombinuje s hemoglobinem, čímž způsobuje pokles afinity pro kyslík a posun disociační křivky hemoglobinu doprava. Tak tedy jeho přítomnost v erytrocytech napomáhá oxyhemoglobinu uvolňovat kyslík.

Oxidace pyruvátu  PYRUVÁTDEHYDROGENASOU na Acetyl-CoA je nezvratnou cestou od glykolýzy k citrátovému cyklu.

Pyruvát je přenesen do mitochondrie prostřednictvím speciálního přenašeče pyruvátu. To se děje mechanismem symportu, při němž je kotransportován 1 proton. Uvnitř mitochondrie je pyruvát oxidativně dekarboxylován na acetyl-CoA. Reakce je katalyzována několika různými enzymy, které působí postupně v multienzymovém komplexu. Souhrnně jsou označovány jako pyruvátdehydrogenasový komplex. 

Energetický výtěžek glykolýzy

38 molů ATP za aerobních podmínek, 2 moly ATP za anaerobních podmínek

Klinické aspekty

Arsenité a rtuťnaté ionty vytvářejí komplexy s -SH skupinami lipoové kyseliny a inhibují pyruvátdehydrogenasu, podobně jako je tomu u nedostatku thiaminu v potravě, čímž se hromadí pyruvát. Podvyživení alkoholici trpí nedostatkem thiaminu, a podá-li se jim glukóza, nastane u nich rychlá akumulace pyruvátu a laktacidosa, která je často letální. Pacienti se zděděným defektem pyruvátdehydrogenasy mají podobnou laktacidosu, zvláště po zátěži glukózou.

Zděděný defekt aldolasy A a defekt pyruvátkinasy v erytrocytech způsobují hemolytickou anemii.

II_14. Glukoneogenese, regulace

Zdroj: Ledvina str. 128, Harper str. 200 
· Definice, význam a průběh glukoneogeneze

     Zdrojem volné glukosy pro buňky je běžně štěpení glykogenu nebo disacharidů. To však někdy nestačí a glukosa se proto v těle syntetizuje. Glukoneogeneze je pochod naprosto nutný, bez ní by nebylo možné přežít hladovění, protože rezerva v makromolekulární podobě glykogenu může udržet glykémii na ještě dostačující hladině sotva jediný den, ne déle. Glukoneogeneze zachraňuje organismus rovněž při stresu, metabolické acidóze a po intenzivní tělesné námaze. Plynulá dodávka glukosy je nutná jako zdroj energie, vždyť jen mozek spotřebuje za den 120 g glukosy a trvalá dodávka glukosy je neúprosně vyžadována erytrocyty, mléčnou žlázou při laktaci a fetem v intrauterinním životě. Glukoneogeneze= tvorba glukosy(glukosa-6-fosfátu)z nesacharidových látek různého původu včetně sloučenin,které katabolismem sacharidů vznikly. Glukoneogenezi tvoří všechny  mechanismy a metabolické dráhy, které jsou odpovědné za přeměnu necukerných sloučenin na glukosu a glycerol.

      Lokalizace glukoneogeneze: Za běžných okolností zhruba 90 % připadá na játra a dále ledviny. Při delším hladovění-stoupá podíl ledvin až na 40%. Malý je příspěvek střevních epitelií. Enzymy glukoneogenezy jsou lokalizovány až na jednu výjimku v cytosolu.

     Novotvorba glukosy vychází z: Většinou je hlavním zdrojem laktát, resp. pyruvát,  tedy zdroje,   které  původně  vznikly  glykolýzou,  v  jistém smyslu to je obrácená glykolýza. Ve starší literatuře byl pro tento pochod vyčleněn zvláštní termín „resyntéza glukosy“, nejde však o pouhé obrácení směru glykolýzy; tomu brání termodynamické bariéry. Pochody syntézy glukosy vycházejí z glukogenních (glukoplastických) aminokyselin, hlavně alaninu. Další necukernou látkou, která také může poskytnout glukosu, jsou lipidy. Z nich však glukogenní je výhradně glycerol; tvorba glukosy z acetyl-CoA pocházejícího z mastných kyselin možná není.

     Protože člověk není přežvýkavec, není u něho dalším zdrojem glukosy propionát (hlavní glukogenní mastná kyselina produkovaná při trávení sacharidů u přežvýkavců); v těle krávy je to však velmi důležitý zdroj.

a) Glukoneogeneze z látek, které vznikly katabolismem sacharidů
     Hlavním zdrojem je pyruvát a samozřejmě i laktát. Lze si představit, že resyntéza glukosy z laktátu a pyruvátu proběhne prostým zvratem reakcí glykolýzy. Úplně stejný zvrat  je však možný jen v úvodní reakci laktát→ pyruvát. Obrácení dalšího sledu reakcí stojí v cestě několik reakcí, které obráceným směrem se stejným enzymovým mechanismem pro termodynamickou bariéru proběhnout nemohou-tyto reakce jsou nerovnovážné, uvolňují mnoho E jako teplo a jsou proto fysiologicky nezvratné. Nemožnost zvratu je v kinasových reakcích:

pyruvát → fosfoenolpyruvát

fruktosa-1,6-bisfosfát → fruktosa-6-fosfát

glukosa-6-fosfát → glukosa.

     Aby tyto zpětné reakce s dostatečnou rychlostí probíhaly, musela by být koncentrace meziproduktů enormně vysoká. Přesto resyntéza glukosy z laktátu a pyruvátu probíhá. Pokusy na izolovaném svalu prokázaly, že za anaerobních podmínek se tvoří laktát, ale že jakmile se přivede dostatek kyslíku, většina laktátu skončí jako glykogen – glukoneogeneze musí tedy probíhat. První z ireverzibilních reakcí pyruvát → fosfoenolpyruvát se nahrazuje objížďkou, „bypassem“, druhá a třetí kinasová reakce  se realizuje pomocí odlišných enzymů, a to hydrolyticky působících fosfatas. V ostatních reakcích glukoneogeneze se využívá enzymů glykolýzy. 

1.Sled reakcí zahajuje prostup cytosolového pyruvátu do matrix mitochondrie. Neionizované molekuly kyseliny pyrohroznové do ní pronikají přes přenašeč. Cytosolový pyruvát  právě pro svou neschopnost podlehnout přímé konverzi na fosfoenolpyruvát musí nastoupit dráhu objížďky. Součástí „bypassu“ je vznik oxalacetátu v mitochondriích karboxylační reakcí- za spolupráce karboxybiotinu a ATP z pyruvátu vzniká oxalacetát; enzymem je pyruvátkarboxylasa, Není-li dost ATP,vstoupí většina oxalacetátu do citrátového cyklu, při dostatku ATP se oxalacetát stane kořistí glukoneogeneze.

     I když se to může zdát paradoxní, po karboxylaci následuje dekarboxylace. V lidském těle se z 50 % uskutečňuje ještě v mitochondrii, z druhé poloviny v cytosolu. Oxalacetát se zbaví CO2 za současné fosforylace, při níž je dárcem fosfátu hlavně GTP (guanosintrifosfát). Reakci katalyzuje fosfoenolpyruvátkarboxykinasa (je rovnoměrně  rozložena mezi mitochondrie a cytosol) a produktem je fosfoenolpyruvát. Objížďka skončila. 

     Další reakce resyntézy glukosy se odehrávají v cytosolu a jsou co do vzorců shodné  s glykolýzou, jen směr je obrácený. Rozdíl je v zúčastněných enzymech ve dvou stupních:

            fruktosa-1,6-bisfosfát → fruktosa-6-fosfát       

glukosa-6-fosfát → glukosa


     Katalyzátorem obou reakcí v glukoneogenezi jsou specifické fosfatasy, působící hydrolytické odštěpení fosfátu.

2. Fruktosa-1,6-bisfosfatasa -katalyzuje přeměnu fruktosa-1,6-bisfosfátu na fruktosa-6-fosfát. Tento enzym se vyskytuje se v játrech, ledvinách,ve střevním epitelu a byl prokázán v příčně pruhovaném svalu. Soudí se, že není přítomen v srdečním a hladkém svalu. Je to klíčový enzym glukoneogeneze – je allostericky regulovaný a rozhoduje o rychlosti celého metabolického sledu. Jeho přítomnost určuje, zda tkáň je či není schopna synthesovat glykogen nejen z pyruvátu, ale také z triosafosfátů.

3.Druhá fosfatasa – glukosa-6-fosfatasa – působí v játrech a v ledvinách, ale zcela chybí ve svalech,v mozku a tukové tkáni– významné ve svalech:štěpení sval.glykogenu→fosforylovaná glukosa(sval neopustí,využita pro činnost). Přítomnost glukosa-6-fosfatasy umožňuje tkáni dodávat glukosu do krve.

     Je znám deficit  fruktosa-1,6-bisfosfatasy; je to vrozený stav s inhibovanou glukoneogenezí. Děti postižené tímto defektem zpravidla nepřežijí kojenecké období.

     Energetická bilance glukoneogeneze z laktátu je ztrátová. Některé reakce jsou endergonní a je třeba dodávky ATP (nebo GTP), a to pro karboxylaci pyruvátu a pro tvorbu fosfoenolpyruvátu. Na jednu molekulu nově syntetizované glukosy se spotřebuje celkově 6 makroergních fosfátových vazeb. Aby se energeticky náročná glukoneogeneze z laktátu (pocházejícího hlavně ze svalů) mohla hnout z místa, musí se asi pětina ze 120 g laktátu za den vytvořeného zcela spálit na CO2 a H2O, a takto získaná energie „pohání“ endergonní glukoneogenezi. 
Průběh glukoneogeneze z laktátu shrnuje následující schéma:
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b)     Glukoneogeneze z glukogenních aminokyselin

     Největší zastoupení mezi glukogenními aminokyselinami mají alanin a glutamin, bez ohledu  na to,  zda  se dodaly potravou, nebo zda se uvolnily z tkáňových bílkovin. Glukosa se však může tvořit v játrech a ledvinách i z jiných glukogenních AK-těch,které se přeměňují na složky citrátového cyklu:2-oxoglutarát, sukcinyl-CoA, fumarát, oxalacetát. Posuďme úlohu alaninu a jeho vztahu k dalším látkám glukosového metabolismu v játrech a ve svalu.   
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     →Pochody se nazývají Coriho cyklus: Laktát vznikající ve svalu se krví přenáší do jater, kde se  laktátdehydrogenasou zoxiduje pyruvát a ten se podrobí glukoneogenezi za opětné tvorby glukosy (část se v játrech přemění na glykogen) – glukosa zase zpět putuje do svalu, jeden cyklus se tak uzavírá. Předpokládá se částečné spálení laktátu na CO2 a H2O nutné pro získání energie. Do cyklu je však vložen alanin za hladovění. Vzniká transaminací ve svalu z pyruvátu, transport do jater a zpětnou transaminaci na pyruvát (je to cesta, jak se může dostat dusík ze svalů do jater, kde se může zpracovat a pyruvát se využije pro glukoneogenezi).

c) Glukoneogeneze z glycerolu lipidů

Využívají se především triacylglyceroly tukové tkáně, kde jsou zásoby metabolických paliv. Za den se uvolní asi 19 g glycerolu a téměř všechen se zkonzumuje glukoneogenezí. Glycerol se v játrech a ledvinách fosforyluje glycerolkinasou za spotřeby ATP na glycerol-3-fosfát a ten se dehydrogenasou přemění na dihydroxyacetonfosfát (DHAP). DHAP je součástí glykolýzy, a tedy i glukoneogeneze, a již známou cestou poskytne glukosu.

· Regulace glukoneogeneze 

     Důležitým faktorem pro rozsah glukoneogeneze je dodávka substrátů – laktátu, alaninu a glycerolu. Za fyziologických podmínek platí, že čím více vzniklo acetyl-CoA, tím víc je též oxalacetátu, hlavního východiska syntézy glukosy. 
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     Klíčovým bodem glukoneogeneze je činnost fruktosa-1,6-bis- fosfatasy, která převádí Fru-1,6-P na Fru-6-P. Tento enzym je regulován takto:

     Když srovnáme regulaci tohoto enzymu s enzymem katalyzujícím obrácenou reakci v sledu glykolýzy, tj . s fosfofruktokinasou, zjistíme, že jejich regulace je opačná. Fruktosa-2,6-bisfosfát glukoneogenezi zřetelně inhibuje. Protože za hladovění hladina Fru-2,6-P klesá, je hladovění pro rychlost glukoneogeneze aktivující okolností.

     Dalším regulátorem glukoneogeneze je pyruvátkarboxylasa; bez ní organismus nevyužije „objížďku“ přes oxalacetát. Pyruvátkarboxylasu alostericky aktivuje acetyl-CoA, platí tedy, že čím více je acetyl-CoA, zejména ze štěpení MK, tím je glukoneogeneze více podporována a naopak je blokována tvorba acetyl-CoA z pyruvátu.

     Vyskytuje se defekt v karboxylaci, při kterém je biotin neschopný se karboxylovat, a karboxylasy jsou inaktivní.

     Velmi podstatný vliv na glukoneogenezi mají i hormony – glukagon snižuje koncentraci fru-2,6-bisfosfátu, aktivitu pyruvátkinasy(přes zvýšení koncentrace cAMP) a podporuje syntézu pyruvátkarboxylasy a tím glukoneogenezi. Vyplavuje se jako okamžitá odezva na hypoglykémii. Především ve stresových situacích se uplatňují  glukokortikoidy, uvolňují AK a podporují glukoneogenezi z aminokyselin. Výrazná je rovněž stimulace glukoneogeneze adrenalinem, naopak insulin ji inhibuje.

→Faktory aktivující glykolýzu inhibují glukoneogenezi  a naopak!!!!

SOUHRN

· Glukoneogeneze je mechanismus přeměny necukerných látek na glukosu a glykogen. Poskytuje organismu glukosu tehdy, jestliže sacharidy nejsou dostupné z potravy. Důležitými substráty jsou glukogenní aminokyseliny, laktát, glycerol a propionát.

· Metabolická glukoneogenetická dráha, která se vyskytuje v játrech a v ledvinách, využívá reakcí glykolysy, které jsou zvratné, plus dalších 4 reakcí, které obcházejí nezvratné nerovnovážné reakce. Enzymy katalysující tyto přídatné reakce jsou pyruvátkarboxylasa, fosfoenolpyruvátkarboxykinasa, fruktosa-1,6-bisfosfatasa a glukosa-6-fosfatasa.

· Laktát vytváří pyruvát, který vstupuje do mitochondrií pro karboxylaci na oxalacetát, a ten se může přeměnit na fosfoenolpyruvát, což je následováno biosynthesou glukosy v cytosolu.

· Protože glykolysa a glukoneogeneze sdílejí stejnou metabolickou dráhu, ale fungují v opačném směru, jejich aktivity musí být regulovány v obráceném smyslu. Toho je dosaženo 3 hlavními mehanismy, které ovlivňují aktivitu klíčových enzymů: 1. Indukcí nebo represí synthesy enzymů, 2.kovalentní modifikací prostřednictvím reversibilní fosforylace a 3.allosterickými vlivy.

15. SYNTÉZA A DEGRADACE GLYKOGENU, REGULACE, PORUCHY

GLYKOGEN

· rozvětvený polymer glukosy – jednotlivé molekuly navzájem spojeny α(1,4)-glykosidovými vazbami, po 8-12 jednotkách větvení pomocí vazby α(1,6)-glykosidické

· hlavní zásobní forma sacharidů u živočichů

· hlavně v játrech – zásobárna, udržování hladiny krevní glukosy, vyčerpá se po 12-18 hod hladovění

                    ve svalech – bezprostřední zdroj energie pro svalovou práci

· uložen v cytosolu jako granula

SYNTÉZA GLYKOGENU (Glykogeneze)

· nelze spojit 2 samostatné glukosy

· připojování jednotek glukosy musí vyjít z preexistující molekuly glykogenu (= primeru)

· výchozí látkou je glukosa-1-fosfát – před tím, než se může připojit k primeru, musí se aktivovat a vytvořit

                                                                   energeticky bohatší forma – UDP-glukosa (uridindifosfátglukosa)

                                                                 - aktivuje se působením UTP 
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· reakci Glc-1-P s UTP katalyzuje UDP-glukosadifosforylasa
· uvolněný difosfát je hned hydrolyzován difosfatasou → silně exergonní reakce

· až UDP-glukosa umožní vznikm O-glykosidové vazby mezi primerem a novou jednotkou glukosy

(enzym glykogensynthasa) → tak se buduje přímý řetězec s vazbami α(1,4)

· připojování glukosylového zbytku na primer probíhá na neredukujícím konci molekuly

· při každé jednotlivé reakci se uvolní molekula UDP, která se regeneruje na UTP specifickou kinasou
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· glykogensynthasa „neumí“ rozvětvit řetězec → je nutný větvicí enzym = amylo(1,4→1,6)transglykosylasa
        → ta odštípne část přímého řetězce v délce asi 6 glukosových jednotek a tento fragment přenese na jiný

        úsek přímého řetězce a vytvoří vazbu α(1,6)

· nová větev roste působením glykogensynthasy
GLYKOGENOLÝZA

· veškerá volná glukosa krve by stačila k udržení činnosti mozku jen na 4 hodiny

· glykogen je jediným přímým zdrojem glukosy po dobu hladovění

· z řetězce glykogenu se odštěpí 1 glukosová jednotka (podstatou je fosforolýza):

n zbytků glykogenu + H3PO4 → glukosa-1-fosfát + (n-1) zbytků glykogenu

· štěpení začíná na neredukujících koncích řetězců – od glukosové jednotky s volnou OH skupinou na C4

· když se fosforolýza přiblíží k místu rozvětvení, nastupují jiné enzymy

· když na limitním řetězci zůstanou od místa rozvětvení 4 glukosové jednotky – transferasou se odštěpí skupina 3 glukos a přenese se na neredukující konec sousedního řetězce (napojí se vazbou α(1,4)) → na původním řetězci tak zůstane jen 1 glukosová jednotka, která je hydrolytickým účinkem téhož enzymu odštěpena za vzniku volné glukosy

· lineární řetězec je dále štěpen fosforolyticky

[image: image26.png]OH

uridindifositglukosa + (P)~(P)

difosfatasa

®+® H,0

Jestlize je pro syntézu glykogenu k dispozici volnd glukosa (a ne Glc-1-P), musf ovSer
fedchdzet zndmy sled reakei glukosa — Glc-6-P — Gle-1-P. "

Enzym, ktery katalyzuje reakci Gle-1-P s UTP, je UDP-, glukosadlﬁ)sforylasa Ji uvolné
¥ difosfat je hned hydrolyzovan difosfatasou (,,pyrofosfatasou“); tato reakce je &
onni, coz energeticky pomahd chodu reakce s UTP.

Az UDP~glukosa umozni vznik O-glykosidové vazby mezi primérem (neredukujici Of
kupinou v poloze 4) a novou jednotkou glukosy. Enzym, ktery tuto fzi syntézy umoziiuje, j
lykogensynthasa. Ta krok za krokem buduje piimy ¥etézec s vazbami al,4. Pii kazdé je
otlivé reakei se uvolni molekula UDP, kterd se musi regenerovat na UTP specifickou kinasor

neredukujici konec primér





· většinu glykosidových vazeb v glykogenu destruuje glykogenfosforylasa – aktivní fosforylasa a, neaktivní fosforylasa b
· aktivní glykogenfosforylasa štěpí glykogen fosforolyticky za spoluúčasti pyridoxalfosfátu
· má katalytické místo na obou podjednotkách – každé tvoří zářez, rozvětvené místo se sem nevejde
· v blízkosti rozvětvení se uplatní enzym α(1,4)-transglykosylasa – odštípne trisacharidové seskupení z limitní větve a připojí je na neredukující konec sousedního řetězce → tím se řetězec napřímí
· na napřímeném řetězci zůstává jedna glukosa, kterou hydrolyticky odštěpí tentýž enzym
· většina glykogenu se glykogenolýzou rozštěpí a poskytne bohaté množství Glc-1-P a nepatrné množství volné glukosy

· asi 10% glykogenu zůstane v neroozštěpeném stavu

· vznikající Glc-1-P není intermediátem glykolýzy – musí se převést fosfoglukomutasou na Glc-6-P

· v játrech a ledvinách je specifický enzym glukosa-6-fosfatasa, která odstraňuje fosfát z glukosa-6-fosfátu a umožňuje tak glukose difundovat z buňky do krve → tak se zvýší hladina krevní glukosy 
· sval a mozek volnou glukosu nevyrábějí – zůstává zde ve fosforylované formě pouze pro jejich činnost
· když anaerobní glykolýza vyjde z glykogenu – má energetický výtěžek 3 moly ATP/ 1 mol glukosy

Poruchy glykogenolýzy

· glykogenózy – vedou k enormnímu hromadění glykogenu hlavně v játrech a někdy i ve svalu

                              - glykogenóza I – von Gierkeho choroba – neschopná glukosa-6-fosfatasa

                                                         - z jater se neuvolňuje glukosa → hypoglykémie a zvětšená játra

                              - glykogenóza III – nedostatek linearizačního enzymu

                              - glykogenóza IV – porucha syntézy glykogenu

                              - glykogenóza V + VI – deficit glykogenfosforylasy

REGULACE

A) GLYKOGENOLÝZA

· glykogenfosforylasa – 2 konformace – R a T (jenom T může být fosforylována a defosforylována)

                                          - k aktivaci je nutná určitá koncentrace AMP, které se váže na OH skupinu Ser 14

                                          - enzym fosforylasa-kinasa na toto místo napojí fosfát z ATP

                                          - směr reakce může být obrácen fosfatasou – hydrolyticky defosforyluje

                                            glykogenfosforylasu a zpět na b a tím ji inaktivuje
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· allosterickými inhibitory jsou – ATP, Glc-6-P a volná glukosa
· Ca2+ ionty – v pracujícím svalu se vyplavují z ER a navazují se na kalmodulin, interagují s neaktivní fosforylasou-kinasou b a aktivují ji s následnou aktivací glykogen-fosforylasy .......to podporuje přísun Glc-6-P pro pracující sval

· hormonální vlivy – účinné hormony se transportují k povrchu cílové buňky střádající glykogen a váží

                                         se na povrchový receptor → ten aktivuje adenylátcyklázu, která z ATP vytvoří

                                         cAMP → ten v roli 2.posla aktivuje cAMP-dependentní proteinkinasu a ta

                                         fosforyluje fosforylasa-kinasu → ta pak fosforyluje glykogenfosforylasu b a tím ji

                                         převede na aktivní a formu → ta pak štěpí glykogen

                                      - signál se amplifikuje (adrenalin – až 3000x)

                                      - fosfodiesterasa (PDE) – likviduje cAMP (PDE působí o to silněji, o co víc je

                                                                                insulinu)
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Obr. 9/4 Postup §t&peni glykogenu v misté rozvétvent
£ — fosforolytické §tépeni pfimého fetézee; Z — zbyvajici glukosovi jednotka




B) GLYKOGENESE

· hormony, které umožňují vytváření cAMP

· cAMP přes proteinkinasy vyvolá reakci ATP s aktivní glykogensynthasou (I) – ta se převede na inaktivni glykogensynthasu (D)

· aktivní je glykogensynthasa s nižším obsahem fosforu

· zpětný převod neaktivní glykogensynthasy na aktivní vyvolává fosfatasa, která odstraňuje fosfát a tím enzym aktivuje

· výsledkem současné hormonální regulace syntézy a štěpení glykogenu adreanlinem a glukagonem je aktivace štěpení a inhibice syntézy

· insulin řídí syntézu jen ve svalu, aktivuje glykogensynthasu a tvorbu glykogenu

· intracelulární glukosa stimuluje v játrech aktivitu fosfatas působících na neaktivní D-glykogensynthasu a tím podporuje syntézu glykogenu
· hlavní regulátory syntézy – sval – insulin, adrenalin
                                                    - játra – glukosa, glukagon
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II_17. Metabolismus galaktózy a fruktózy, poruchy

Fruktóza

Fruktóza je běžnou součástí potravy. Do těla se dostává v medu, ovoci a jako součást disacharidu sacharosy. Nutričně je fruktóza stejně hodnotná jako glukosa. V potravě obsažená fruktóza po hydrolytickém trávení se absorbuje do portální krve se značnou rychlostí, rychleji než glukosa, rychleji  než glukosa a velmi rychle se též vychytává v játrech. Fruktóza v těle obsažená nepochází jen z potravy, ale též z vlastní syntézy. Osudem fruktózy je zapojit se do glykolýzy, a je též výchozí látkou pro vznik aminocukrů. K degradaci slouží dvě cesty s nestejnou orgánovou lokalizací.

1. Ve svalu:  cesta vstupu do glykolýzy je kratší. Hexokinasa katalyzuje společně s ATP fosforylaci fruktózy na fruktóza – 6 – fosfát. Tím se ocitáme v dráze glykolýzy. Aktivita hexokinasy pro fruktózu je mnohem nižší než pro glukosu.
2. V játrech (v menší míře i ve střevní sliznici a ledvinách)
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Jaterní hexokinasa nemá na fruktózu větší vliv, zato je zde velice účinná fruktokinasa. Produktem je fruktóza – 1 – fosfát. Ten je schopen se rozštěpit aldolasou. Produktem štěpení jsou dvě triosy dihydroxyacetonfosfát a glyceraldehyd. Glyceraldehyd je fosforylován specifickou kinasou za spotřeby ATP na glyceraldehyd – 3 – fosfát. Tím i druhá půlka původní fruktózy končí v glykolýze a dá též vznik pyruvátu, nebo vstoupí do glukoneogeneze. Fosforylace fruktózy není ovlivněna ani hladověním ani insulinem.

Vyskytuje se deficit aldolasy B. Vyvolá intoleranci fruktosy  s nahromaděním fruktosa – 1- fosfátu, což poškozuje játra a ledviny. U jedinců trpících tímto syndromem se rozvine hypoglykémie a značný odpor k sladkým pokrmům. Chybění jaterní fruktokinasy způsobuje esenciální fruktosurii. Dieta s nízkým obsahem fruktosy a sacharasy přináší zlepšení u obou těchto chorobných stavů. Jedním z následků fruktosové intolerance může být hypoglykemie indukovaná fruktosou, přestože zásoby glykogenu mohou být veliké. Zřejmě hromadění  fruktosa-1-fosfátu inhibuje aktivitu jaterní fosforylasy. 

Poněkud zvláštní je metabolismus fruktosy v oční čočce a seminálních žlázkách: D – glukosa se zvlášť u diabetiků redukuje na cukerný alkohol D-sorbitol (glucitol) a ten se sorbitoldehydrogenasou oxiduje na D-fruktosu. Sorbitol se v oční čočce hromadí, zvyšuje osmotický tlak a vede ke vzniku diabetického očního zákalu. Sorbitol a fruktosa jsou také podstatné pro funkci spermatozoí. Sorbitol se využívá jako sladidlo pro diabetiky a do žvýkaček. Většina sorbitolu přijatého ústy se neabsorbuje. Jsou však lidé s nesnášenlivostí sorbitolu.

Galaktóza

Galaktosa je běžný monosacharid potravy, a to hlavně jakou součást laktosy. Laktasa epitelu tenkého střeva, jedna u nemluvňat a druhá (méně aktivní) u dospělých, uvolňuje z mléčného cukru galaktosu, která se snadno absorbuje. V játrech se velmi rychle metabolizuje, a proto se za normálních okolností vůbec nedostává do moče. Aktivita laktasy je u některých jedinců vrozeně nebo získaně nízká. Kojenci s touto poruchou nesnášejí mléko. Galaktosa slouží jednak jako živina (glykolýza), jednak jako výchozí látka pro syntézu složitějších sloučenin – laktosy, glykolipidů, glykosaminoglykanů, proteoglykanů.

Největší podíl absorbované galaktosy se využije jako živina. Galaktosa se v játrech nevratnou reakcí fosforyluje galaktokinasou za spotřeby ATP na galaktosa-1-fosfát. Galaktosa-1-fosfát pak podlehne v játrech působení galaktosa-1-fosfáturidyltransferasy, která přenese uridylovou skupinu z UDP glukosy na galaktosa-1-fosfát, produktem reakce je UDP galaktosa.

UDP galaktosa: vysoký energetický náboj; schopna tedy vytvářet nové O-glykosidové vazby; vznikají z ní různé druhy glykolipidů, glykosaminokglykanů, glykoproteinů

Co se týká druhého produktu – Glc-1-P, ten se zapojí do glykolýzy popsanou transformací Glc-1-P -> Glc-6-P.

UDP galaktosa podlehne vlivu 4-epimerasy. Epimerační reakcí přešla galaktosa na glukosu. Ta se buď spálí jako živina nebo se může zabudovávat do složitějších sloučenin. Za určitých okolností se galaktosa stává zdrojem pro syntézu laktosy. UDP galaktosa se v mléčné žláze laktujících žen sloučí s glukosou za vzniku laktosy. Tato reakce je regulována specifickou vazbou s bílkovinou α-laktalbuminem, bez ní se nemůže uskutečnit transfer galaktosylového zbytku.
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Poruchy metabolismu galaktosy:

Vrozený deficit galaktokinasy: galaktosa, neschopná fosforylovat se na galaktosa-1-fosfát, se hromadí v krvi a tkáních. Nejmarkantnější důsledek to má v oční čočce, kde se galaktosa redukuje na dulcitol, který zvýšením osmotického tlaku vyvolá zákal.

Vrozená galaktosemie: Nejčastější vrozená porucha sacharidového metabolismu. Její příčinou je výrazný defekt jaterní galaktosa-1-fosfáturidyltransferasy. Proto neprobíhá reakce Gal-1-P s UDP glukosou. Porucha se projeví hned po narození: hromadí se galaktosa, jež se dostává do moče, a hlavně galaktosa-1-fosfát. V dospělosti je porucha méně závažná. Typické jsou nesnášenlivost mléka, zvracení, zvětšení jater, žloutenka, mentální poškození. Téměř pravidelně se vyskytuje zákal oční čočky.

Galaktosa je rovněž významná jako diagnostický prostředek, účelný v případech poškození jater. K zhodnocení funkce se používá galaktosový toleranční test. Pacient požije větší množství galaktosy a klinická laboratoř stanovuje koncentraci galaktosy v krvi (normálně nulová). Správná nebo vadná funkce jater se hodnotí podle rychlosti mizení galaktosy z krve a podle odpadu do moče. K spolehlivosti testu přispívá, že prostup galaktosy z krve do hepatocytu nezávisí na insulinu a že v tubulech ledvin se galaktosa neresorbuje zpět do krve.

II_18. Metabolismus kyseliny glukuronové a její význam v organismu

· Tvorbu glukuronátu lze považovat za alternativní cestu katabolismu glukosy, která stejně tak jako pentosafosfátová cesta nevede k tvorbě ATP

· Z Glc-6-P vzniká v reakci katalyzované mutasou Glc-1-P, ten reaguje s UTP za vzniku UDP-Glukosy. Z té pak specifickou dehydrogenasou (s kofaktorem NAD⁺) vzniká 
UDP-Glukuronát.

· UDP-Glukuronát je vysokoenergetická látka, z níž se zbytek glukuronátu může pomocí UDP-glukuronyltransferasy přenést jinam. Může se napojit na rostoucí řetězec heteroglykanů, bilirubin, nebo na různé cizorodé sloučeniny, které se tím KONJUGUJÍ, konjugací na ER vznikají β-glukosiduronáty. (Nepolární látky se těžko vylučují z organismu, proto je potřeba zavést do jejich molekuly polární skupiny a to např. konjugací s vysoce polární látkou – např. glukuronátem)
· Glukuronát je součástí mnoha biologicky významných polysacharidů, PG, GAG – např kyseliny hyaluronové, chondroitin sulfátů…u dalších slouží jako prekurzor

· Většina živočichu si během „dráhy uronových kyselin“ tvoří z glukuronátu L-Gulonát a z něj následně KYSELINU ASKORBOVOU  (vit. C). !NE! člověk, primáti a morče.

· C5 epimerací vzniká z glukuronátu významný UDP-iduronát, 4-epimerací vzniká UDP-galakturonát
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Oba opaénym smérem probihajici pochody — §tépeni a syntéza glykogenu — jsou riizny-
—i faktory regulovany protichiidng. Efekty Ize shrnout do nasledujici tabulky:

Faktory Stépeni Syntéza
“llosterické efekty AMP + zesiluje -
substrdtova kontrola) ATP tlumi -
Glc-6-P tlum{ zesiluje
glukosa tlumf zesiluje
Hormondlni vlivy glukagon zesiluje thumi
insulin = tlumf{ + zesiluje
adrenalin zesiluje tlumi
thyroxin zesiluje tlumi

_xntézu pozitivng, Obdobny antagonismus, jen obrdceny neZ u insulinu, se projevuje v tcin-
«u adrenalinu a hormond §titné 7ldzy.




Opakování (
Oxidace glukosy

Oxidací D-glukosy slabšími oxidačními činidly vzniká kyselina D-glukonová (aldonové kyseliny), silnější oxidační činidla, např. HNO₃ dávají kyselinu D-glukarovou ( aldarové kyseliny) nebo vzniká kyselina D-glukuronová (alduronové kyseliny)

U první jmenované je oxidovaný 1C, u druhé 1C i 6C a u třetí 6C

19.BIOSYNTÉZA MASTNÝCH KYSELIN

• opak degradace až na první krok (thiolýza) a enzymy

• probíhá v cytosolu

• dárcem je NADPH (z pentasofosfátové cesty)

• intermediáty nevázny na CoA ale na spec. bílkovinu přes skupinu SH



( ACP (acyl carrier protein)

• kde:
 syntéza „de novo“ ve většině tkáních (neděje se ve střevech)

• výchozí látkou je acetyl-CoA a ten musí z mitochondríí

1) acetyl-CoA + oxalacetát ( citrát … ten ven do cytosolu

2) citrát   (lyasa( acetyl-CoA + oxalacetát
oxalacetát ( malát ( 








( pyruvát (ten zpět do mit)

• 1. krok je jiný


• normálně by se stavěla s dvouuhlíkových jednotek – kondenzovaly by 2 


  acetyl-CoA


• 1 se ale první karboxyluje na malonyl-CoA



acetyl-CoA (acetyl-CoA-karboxylasa( malonyl-CoA


• acetyl-CoA-karboxylasa – potřeba ATP, podřízen hormonům a citrátu


• potom převedení molekuly acetyl-CoA na acetyl-ACP (transacylasa)



( ACP má reaktviní segment = fosfopantethein

• potom:



malonyl-ACP + acetyl-ACP ( acetoacetyl-ACP

• pak už opak degradace




acetoacetyl-ACP


acyl 3-oxokyseliny



NADPH+H+
(  hydrogenace





(



3-hydroxybutyryl-ACP

acyl 3-hydroxykyseliny





(  dehydratace





(



krotonyl-ACP


acyl nenasycené 



NADPH+H+
(  hydrogenace





(



butyryl-ACP



acyl nasycené

• butyryl opět kondenzuje s malonyl-ACP ( až po řetězec palmitátu (16C)


 ENZYM




• multifunkční enzym = synthasa MK


• součást je ACP ( přenos intermediátů mezi odlišnými místy synthasy


• dimer ze 2 podjednotek


• aktivní od napojení acetylu a malonylu na ACP

• syntéza řetězce nad 16 C se děje v mitochondriích (z acetyl-CoA pomocí elongas) a v ER

  (z malonyl-CoA a acetyl-CoA)

NENASYCENÉ

• důležité pro optimální stupeň fluidity BM


• v játrech na ER (enzymy desaturasy ( zavedení dvojné vazby)


• postup: vychází z nasycených řetězců



-MK se převede na příslušný acyl-CoA ( hydroxylace (O2, NADH) a 



 dehydratace ( nenasycená (cis)


př. : kys. palmitová ( palmitoyl-CoA ( kyselina palmitoolejová (16:1)


• další dvojné vazby se zavedou jen mezi již existující dvojnou a karboxylovou 


  skupinu


• kys. palmitová, linolová, linolenová, arachidonová, eikosapentaenová


•deficit ( kožní příznaky

 REGULACE


• intermediáty a hormony, citrát dodáván potravou


• insulin +

glukagon –


• musí být dostatek biotinu
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II_21.Karnitinový systém, ß-oxidace, energetický výtěžek

KARNITINOVÝ SYSTÉM


→ zajišťuje transport aktivované MK,delších než 12C, přes mitochondriální membránu do matrix


→ kratší molekuly(<12C) schopny samovolného prostupu


→ karnitin se naváže na acylovou část → transesterifikační rce

→ karnitinpalmitoyltransferasa I a II, která je schopna acyl přenášet,je součástí vnitřní mit.memb.

                        I → na vnějším povrchu vnitřní mem.

                        II → na vnitřním povrchu vnitřní mem.     


→ samo přenesení je zprostředkované specifickým proteinem, který zároveň přenáší volný karnitin opačně


→ proběhne ve 4 reakcích:



1. acylová sk.cytosolového acyl-CoA je přenesena na karnitin a současně se uvolní CoA do

                                 mitochondriální rezervy



2. acylkarnitin přenesen transportním systémem do matrix 



3. acylová sk.je přenesena na CoA z mit.rezervy



4. uvolněný karnitin přenesen zpět do cytosolu   

              ATP      AMP +P-P
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       MK                      acyl-CoA                       karnitin                                            acyl-CoA→ β-oxidace

         acyl-CoA-synthetasa                                               

                                                              karnitinpalmitoyltransferasa

                                     HS-CoA                     acylkarnitin
ß-OXIDACE

→ opakující se sled reakcí, kterými se uhlíkový řetězec po stupních neustále zkracuje pokaždé o 2C,

                   které končí jako acetyl-CoA
              → aerobní degradační děj (vázán na dýchací řetězec)


→ zisk E z MK 


→ k oxidaci dochází na ß-uhlíku (C3) MK


→ probíhá v matrix mitochondrie(objeveno v r.1950 E.Kennedym a A.Lehningerem).


→ MK jsou  transportovány krví jako volné mastné kyseliny = neesterifikované(NEFA)

    
     V plazmě jsou NEFA navázany na albumin,v buňce(cytosolu) pak na vazebný 

                    protein pro MK(Z-protein).


→ před štěpení nutné MK aktivovat

a) Aktivace MK: 

[image: image37.png]glukosa W R dihydroxyaceton-P glycerol €— tuk

glykolyza NADPH+H"
glycerolkinasa

HZC OH
HO- CH
H2C O- @ glycerol-3-P

2 x acyl-CoA w acyltransferasa
@l R

|
RN 2 0-UH
s g PG | : :
(fosfolipidy) H,C-O- @ kyselina fosfatidova

¥ @ % Jfosfohydrolasa
\\\ Hzc_o/\/\ R

N
\~

S
H,C-OH 1,2-diacylglycerol

acyl-CoA N acyltransferasa

HZ(IJ-O/\/\R
B i

H2C—O/\/\ R triacylglycerol (TAG)





→ tzv. ATP-dependentní acylace, jejímž výsledkem je příslušný acyl-CoA

→ probíhá na ER a vnější mem. mitochondrie


→ dvoufázový děj

              → MK+CoA + ATP ↔ acyl-CoA  + AMP + PPi 
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→ tato rce je nezbytná i z toho důvodu, že bez navázání CoA na MK si MK ponechává fce

     detergentu, což by vedlo k narušení struktury membrán

→ acyl-CoA-syntethasy – specifické pro MK s lišící se délkou řetězce

b) Vlastní průběh:


→ v matrix mitochondrie

              → ve všech fázích je  acyl vázaný na koenzym A


→ probíhá ve 4 krocích: 



1. Tvorba dvojné vazby trans-α,ß-dehydrogenací flavoenzymem acyl-CoA-dehydrogenazou.



2. Hydratace dvojné vazby enoyl-CoA-hydratasou za vzniku ß-hydroxyacyl-CoA.



3. Dehydrogenace tohoto ß-hydroxyacyl-CoA příslušnou ß-hydroxyacyl-CoA-dehydrogenasou              



     za tvorby ß-oxoacyl-CoA.



4. Štěpení vazby Cα - Cß  v thiolytické reakci s CoA katalyzované thiolasou za vzniku



    acetyl-CoA a nového acyl-CoA kratšího o 2C oproti původnímu acyl-CoA.
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→ mitochondrie obsahují 3 typy acyl-CoA-dehydrogenazy: pro krátký,střední,dlouhý řetězec


→ dává vzniknout FADH2 , který se reoxiduje v mitoch. elektron-transportním řetězci

              → nedostatek: syndrom náhlého děts.úmrtí(až 10%), Jamajská nevolnost(prudké zvracení,křeče,hluboké 

                                       bezvědomí,náhlá smrt) → po požití nezralého plodu stromu akee

→ rychlost ß-oxidace závisí:


                - dostupnosti substrátu (koncentrace karnitinu, NEFA)



  - aktivitě karnitintransferázy



  - odnímání kocového produktu citrátovým cyklem

                               - na kyslíku

                               - vliv hormonů – insulin blokuje, glukagon a adrenalin podněcují

               → energetický výtěžek – počet otáček x 5 ATP + počet vzniklých acetyl-CoA x 12 ATP

                                                      - pro kyselinu palmitovou – 129 molů ATP na 1 mol kysliny (minus 2moly pro

                                                         tvorbu výchozího acyl-CoA

c) oxidace nenasycených MK:


→ téměř všechny MK biologického původu obsahují jen dvojné vazby cis obvykle mezi C9 - C10, jsou-li

     přítomny další, nachází se v tříuhlíkatých vzdálenostech

→ př. kys.linolová a kys.olejová

→ dvojné vazby jsou problémem pro oxidaci

→ běžná beta-oxidace probíhá až do 3 obrátky- (dokud nenarazí na dvojnou vazbu) → výsledný enoyl-

    CoA obsahující dvojnou vazbu  není substrátem pro enoyl-CoA-hydratasu, proto enoyl-CoA-

    isomeraza převede dvojnou cis vazbu na trans- ∆2 –formu, která již substrátem je do  5 obrátky

              → vzniklý 2,4dienoyl-CoA musí být převeden 2,4enoyl-CoA-reduktasou na trans-3-formu  a ta

                   isomerasou převedena na trans-2-enoyl-CoA.

d)  MK s lichým počtem uhlíků: (u některých rostlin a mořských org.)


→ poslední obrátka těchto MK vytváří propionyl-CoA a ten je převeden na sukcinyl-CoA,


     který může vstoupit do Citrátového cyklu

→ přeměna propionyl-CoA → sukcinyl-CoA potřebuje účast 3 enzymů

PEROXISOMOVÁ OXIDACE

→ MK s delším řetězcem se utilizují v peroxisomech, kam volně difundují


→ má za úkol zkrátit dlouhé řetězece a usnadnit tak oxidaci těchto kyselin  mitochondriálním systémem


→ výsledkem stejné produkty ovšem rozdíl v enzymech


→ MK jsou aktivovány perox. acetyl-CoA syntethasou a přímo oxidovány, produkty s krátkým

                   řetězcem jsou připojeny na karnitin a transportovány do mitochondriální matrix.


→ zahrnuje 3 rce:



1. rce acyl-CoA-oxidasy: acyl-CoA + O2 → trans-∆2 –enoyl-CoA + H2O2


2. rce enoyl-CoA-hydratasy a ß-hydroxyacyl-CoA-dehydratasy (obě fce zastává stejný peptid)



3. rce peroxisomální thiolasy


→ acyl-CoA, které byly zkráceny v peroxisomu, jsou převedeny na jejich  estery karnitinem a volně


    difundují do mitochondrie, kde jsou oxidovány

α-OXIDACE

              → př.kyselina fytanová (běžně v potravě..z postranního řetězce chlorofylu, mléčné produkty, maso

                   přežvýkavců)


→ Cα je hydroxylován (uvolní CO2) výsledný produkt je oxidačně dekarboxylován za vzniku nové MK

                    s volným Cβ


→ další odbourávání probíhá normální β-oxidací za vzniku 3x propionyl-CoA, 3x acetyl-CoA, 


     2-metylpropionyl-CoA (převeden na sukcinyl-CoA)


→ nevyžaduje CoA a nevytváří ATP

→ Refsumův syndrom neboli syndrom ukládání kyseliny fytanové


→ genetická porucha,poměrně vzácná


→ nahromadění tohoto metabolitu v těle


→ typické neurologické poruchy(nervozita,nejistá chůze a šeroslepost)

ω-OXIDACE


→ MK s dlouhým a středně dlouhým řetězcem jsou tak převáděny na dikarboxylové kyseliny

Energetický výtěžek:


→ každá obrátka ß-oxidace vytvoří 1x NADH+H+→3 ATP ; 1x FADH2 →2ATP; 1x Acetyl-CoA


→ celkový energ.výtěžek= (počet otáček x 5ATP)+ (počet vzniklých acetyl-CoA x 12 ATP)


→ př.pro palmitát = 129 ATP

II_22. Triacylglyceroly, biosyntéza, degradace

- estery alkoholu glycerolu a mastných kyselin

- v přírodních tucích- jen velmi malá část má na svých esterových pozicích stejnou mastnou kyselinu, většina- smíšené acylglyceroly

- TAG- liší se dle druhu a umístění MK na ně vázaných

- jednoduché TAG – jeden druh MK (př. Tristearolglycerol= tristearin- 3 zbytky kys. stearové)

- složené TAG 
- vyskytují se častěji



- dva nebo tři různé zbytky MK



- pojmenovány dle umístění na glycerolové části

- vznikají esterifikací všech OH skupin glycerolu
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- uhlíky 1 a 3 v glycerolu nejsou identické(když je vnímáme v trojrozměrném prostoru)- enzymy je snadno rozlišují a jsou téměř vždy specifické pro jeden či druhý z těchto uhlíků 

- přírodní tuky jsou vždy směsí různých triacylglycerolů- většinou funkci zásobních látek 

- TAG- ve vodě nerozpustné

Biosyntéza:

- probíhá nejintenzivněji v tukové tkáni a v játrech

- výchozí látky syntézy jsou- aktivované mastné kyseliny a glycerol

- aktivovaná forma glycerolu- glycerol-3-fosfát (zdroje jsou dva – glukosa nebo glycerol z degradovaných tuků)

- Glukosa se mění  glykolýzou na dihydroxyacetonfosfát, který se zredukuje příslušnou dehydrogenasou na glycerol-3-fosfát


- po hydrolýze TAG lipasami na mastné kyseliny a glycerol je tento alkohol jako ve vodě rozpustná sloučenina působením glycerolkinasy fosforylován opět na glycerol-3-fosfát

- glycerol-3-fosfát se sloučí postupně s dvěma acyl-CoA působením nepříliš specifických transferas na kyselinu fosfatidovou

- Kyselina fosfatidová → diacylglycerol → triacylglycerol

[image: image43.wmf] 

c

erebroside with

 

b

-

galactose head group 

 

H

2

C

H

C

C

H

N

H

C

H

C

C

H

2

C

H

3

O

H

C

R

O

O

H

O

H

H

H

O

H

H

O

H

C

H

2

O

H

H

O

H

(

 

 

 

 

 

 

 

)

1

2


- při syntéze TAG  v enterocytech - vychází se spíše z monoacylglycerolu:  monoacylglycerol →  2 acyly →  triacylglycerol

- Enzymy syntézy TAG jsou většinou uloženy v endoplazmatickém retikulu, z části v mitochondrii.

Degradace TAG:

- TAG ve vodě nerozpustné, enzymy trávení ve vodě rozpustné→ trávení na  rozhraní lipid- voda

- velká část probíhá v tenkém střevě- působení žlučových kyselin(emulgační účinek)

- štěpení esterových vazeb (lipolýza) katalyzují lipasy s různou specifičností

- žádná z lipas není sama schopna odštěpit z triacylglycerolu všechny tři acylové zbytky (kromě lipoproteinové lipasy)

- lipolýzou se uvolňují mastné kyseliny (jako neesterifikované – NEMK), diacylglycero-ly, monoacylglyceroly a glycerol

- glycerol je buď se znovu esterifikován na TAG, nebo vychytáván z krve játry a v nich se stává východiskem glukoneogeneze

- dělení lipas:


- dle lokalizace v tkáních
- extracelulárně působící (např. lipasy trávicího traktu  slinná, žaludeční, pankreatická;  dále  na  endotelu  zakotvená  lipoproteinová   lipasa)



- intracelulárně působící (např. lysosomální)

- dle pH optima

- kyselé (např. žaludeční, lysosomální) 

- alkalické (např. pankreatická)

- dle místa ataku

- α-lipasy, jež odštěpují acyly z poloh 1 a 3 (pankreatická šťáva)

- β-lipasy uvolňují acyl z polohy 2;(v epiteliích tenkého střeva-monoacylglycerolová lipasa)

- dle citlivosti na hormon
- na hormonech nezávislé- lysosomální lipasy a monoacylglycerolová lipasa, která štěpí také 2-monoacylglyceroly

- na hormonální působení citlivé- hormon-senzitivní lipasa a lipoproteinová lipasa(ovlivňují  distribuci  lipidů resp. NEMK mezi krví a tkáněmi), heparinem uvolnitelná jaterní lipasa

- degradaci lipidů v GIT (
-  emulgace tuků a snížení povrchového napětí

-  aktivace pankreatické prolipasy na aktivní lipasu,

-  vytváření komplexů ve střevě, tj. vazby s mastnými kyselinami, což umožňuje vstřebá-   

  

  vání  tuků) )

- degradaci lipidů ve vnitřním prostředí organismu (pro metabolismus TAG mají centrální význam tuková tkáň,  játra a degradace v krevním řečišti)

- V tukové tkáni je klíčovým enzymem hormon-senzitivní lipasa,  která určuje rychlost štěpení triacylglycerolů, vytvoří diacylglycerol, z něj vzniká působením diacylglycerolové lipasy 2-monoacylglycerol  a dvě mastné kyseliny. Štěpení dokončí monoacylglycerolová lipasa za uvolnění glycerolu a třetího acylu

Regulace štěpení TAG v adipocytech je především hormonální- hormon-senzitivní lipasa

Adrenalin (lipolytický), insulin(antilipolytický)

- V játrech probíhá štěpení analogicky, ale zde působí jaterní lipasa uvolnitelná heparinem

- V krevním řečišti se na štěpení různých typů lipoproteinových částic podílí lipoproteinová lipasa

Rychlost štěpení TAG  ovlivněna aktivitou lipoproteinové lipasy (LPL), která je významně aktivována insulinem.

II_23. Biosyntéza fosfolipidů a sfingolipidů

FOSFOLIPIDY 

Jsou přirozeně se vyskytující lipidické sloučeniny, které mají v molekule, kromě základního alkoholu a mastných kyselin, kyselinu fosforečnou. A u většiny fosfolipidů se na ni vážou další sloučeniny, např. ethanolamin, cholin, serin, inositol či fosfatidylglycorol.

Základním alkoholem, který váže MK a kys. fosforečnou, je buď glycerol nebo sfingosin a podle něho fosfolipidy třídíme na : 1) GLYCEROFOSFOLIPIDY, které rozdělujeme na            







a) kys. fosfatidové







b) fosfatidylcholiny







c) fosfatidylethanolaminy







d) fosfatidylseriny







e) fosfatidylinositoly







f) kardiolipiny







g) plasmalogeny





          2) SFINGOLIPIDY, k nim patří jen sfingomyeliny

1) GLYCEROFOSFOLIPIDY

Základní a společnou částí struktury je kyselina fosfatidová. Skládá se z glycerolu, dvou MK a kys. fosforečné, vázané na kyslíkový atom v poloze 3 sn-glycerolu.
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f-lipoproteiny (LDL) 42-63 %
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ELEKTROFORESA LIPOPROTEINU

1 Lipidogramme normal
2 Hyperiipémie de type lib
3 Sérum patient

4 Hyperlipémie de type V
Obr. 2. Elektroforesa lipoproteinii

Pozndmky:



                                                                 Obvykle:
                                                                        R1 = nenasycená MK

                                                                        R2 = nasycená MK

Ve fosfoacylglycerolech je kys. fosforečná esterifikována s OH skupinou alkoholu, který tvoří tzv. polární „hlavu“ (X): např. serin, cholin, ethanolamin, glycerol, nebo inositol. 

MK se obvykle liší svou délkou a počtem dvojných vazeb.

Ve fosfoacylgycerolech rozlišujeme 2 oblasti:

[image: image45.emf]
· polární oblast (hlava): 
glycerol, carbonyl, Pi & polární skupina (X)
· nepolární uhlovodíkový ocas MK (R1, R2).
( amfipatické 

Fosfatidylinositol (PI) obsahuje inositol
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Kromě toho, že se jedná o membránový lipid, hraje roli v buněčné signalizaci.

Fosfatidylcholin (lecithin) PC obsahuje cholin 








Nejvíce zastoupený membránový lipid.

Dipalmitoyllecithin je hlavní složkou 
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surfaktantu.

Plasmalogeny obsahují etherovou vazbu
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2) SFINGOLIPIDY

Sfingolipidy jsou tvořeny 18C aminoalkoholem – sfingosinem  
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Molekulu sfingomyelinu tvoří sfingosin, MK navázaná amidovou vazbou na aminoskupinu sfingosinu, kyselina fosforečná, vázaná esterovou vazbou na primární alkoholovou skupinu sfingosinu a cholin

Sfingomyelin se vyskytuje převážně v buněčných membránách nervů a mozkové tkáně.
Cerebrosid 
je sfingolipid (ceramid) obsahující monosacharid  (glukosu nebo galaktosu) 
Gangliosid 
je ceramid, na který je vázaný oligosacharidový řetězec, který obsahuje alespoň jeden zbytek kys. sialové

Cerebrosidy a gangliosidy se vyskytují zejména ve vnější vrstvě plazmatické membrány. Sacharidový řetězec je orientován ven z buněčného povrchu
Metabolismus fosfolipidů

1) GLYCEROFOSFOLIPIDŮ

Syntéza glycerofosfolipidů vždy vychází z kyseliny fosfatidové a 1,2-diacylglycerolu

Glycerofosfolipidy se syntetizují dvěma cestami, které se liší místem aktivace slučujících se výchozích složek.

A) Syntéza fosfatidylcholinu, fosfatidylethanolaminu a fosfatidylserinu
U těchto fosfolipidů jsou základem „nelipidového přívěsku“ dusíkaté látky cholin, ethanolamin a hydroxyaminokyselina serin. K syntéze těchto glycerofosfolipidů se využívá cholin nebo ethanolamin z potravy nebo těla.

Cholin → fosfocholin → CDP-cholin → fosfatidylcholin                                                        (Cholin můžeme nahradit ethanolaminem v případě tvorby kefalinů)


Reakce 1 : aktivace cholinu na fosfocholin, je třeba ATP a příslušná kinasa

Reakce 2 : přistoupí CTP (cytidintrifosfát) a vzniká cytidindifosfocholin – CDP-cholin, jako   látka s vysokým obsahem energie

Reakce 3 : vnikne do molekuly CDP-cholinu 1,2-diacylglycerol a „vypudí“ CMP

FOSFATIDYLSERIN vzniká náhradou ethanolaminu ve fosfatidylethanolaminu volným serinem.

V případě nedostatku cholinu mohou játra syntetizovat lecitiny ( fosfatidylcholiny), nezbytné jako součást žluči a lipoproteinových komplexů, jinou cestou. Vychází se z fosfatidylserinu, ve kterém se dekarboxyluje serinový zbytek za vzniku fosfatidylethanolaminu a ten se může přeměnit na fosfatidylcholin trojnásobnou metylací prostřednictvím S – adenosylmethioninu (SAM).

Zvláštní funkci má dipalmitoylfosfatidylcholin. Je účinnou složkou plicního surfaktantu, což je sekret plic s výraznými vlastnostmi povrchově aktivní látky, který u novorozenců zabraňuje kolapsu alveolů. Jestliže  předčasně narozenému dítěti chybí, dochází k vážným poruchám dýchání (respirační distress syndrom, RDS).

Část fosfolipidů, hlavně v nervové tkáni a srdečním svalu, podlehne účinkům desaturasy a na C1 se místo esterové vazby objeví enoletherová vazba:

zbytek substituovaného glycerolu–CH2-O-CH=CH-zbytek původní mastné kyseliny

Takto vzniklé glycerofosfolipidy se nazývají plasmalogeny a jsou součástí fosfolipidů mito- chondrií. Jejich tvorba probíhá většinou v peroxizomech. Výchozí látkou je dihydroxyacetonfosfát, na který se naváže na C1 alkylový zbytek, redukcí vznikne substituovaný glycerol, do polohy 2 se přenese zbytek MK a do polohy 3 aktivovaný cholin či ethanolamin. Reakce se dokončí desaturasou, která z alkylového zbytku vytvoří alkenyl.

MK v poloze 2 se může odštěpit  a nahradit acetylovým zbytkem, vznikne tak faktor aktivující krevní destičky (PAF; platelet activating factor), který je produkován v bazofilech a žírných buňkách. Podílí se na nejen na aktivaci a degranulaci trombocytů, ale významnou roli má např. i v rozvoji zánětu či anafylaxe.

B) Cesta syntézy fosfatidylinositolu a kardiolipinu
Pro dráhu syntézy fosfatidylcholinu je charakteristické, že tu nedochází k aktivaci na „nelipidovém přívěsku“ – na inositolu (přesněji stereoizomeru myoinositolu), ale na diacylglycerolu.

V zásadě postupuje syntéza přes následující kroky:

            Fosfatidát → CDP-diacylglycerol + inositol → fosfatidylinositol

Aktivací  pomocí CTP vzniká  CDP-diacylglycerol a z CTP se odštěpuje difosfát (jeho dodatečné rozštěpení je energetickým zdrojem pro syntézu). Na něj  se působením transferasy napojí OH skupinou inositol, a vznikne molekula fosfatidylinositolu.

Syntéza kardiolipinu, běžné složky vnitřní membrány mitochondrií, postupuje také přes CDP-diacylglycerol. Potřebujeme dva zbytky CDP-diacylglycerolu a molekulu glycerol–3-fosfátu. Aktivované diacylglyceroly se postupně naváží v poloze 1 a 3 na glycerol-3-fosfát za odštěpení CMP.

degradace glycerolfosfolipidů                                                                                                                                                                                                               

K hydrolytickému štěpení fosfolipidů potravy v GIT a v buňkách slouží  specifické fosfolipasy, nalézají se v pankreatické  šťávě, v buňkách, v bakteriích a jsou součástmi hadích a včelích jedů.

Podle místa zásahu se dělí na fosfolipasu A1, A2, C  a D.

Fosfolipasy A1 a A2 jsou obsaženy v lysosomech. V GIT mají trávicí úlohu. Hlavně se to týká fosfolipasy A2, která je pankreatem syntetizována jako proenzym; k aktivaci potřebuje (stejně jako jiné pankreatické proenzymy) trypsin a ionty Ca2+. Fosfolipasa A1  štěpí esterovou vazbu v poloze 1, A2 v poloze 2. Odštěpením acylu z polohy 2 vzniká lysofosfolipid, který má vlastnost povrchově aktivní látky a vyvolá hemolýzu. Protože fosfolipasa A2 je ve vysoké aktivitě v hadím jedu, může po uštknutí  jedovatým hadem dojít mnohdy až k smrtelně končící hemolýze. Existuje lysofosfolipasa (fosfolipasa B), která z lysofosfolipidu odstraňuje zbývající acyl, takže zůstává glycerol-3-fosfát navázaný na „nelipidový přívěsek“.

Fosfolipasa C se nachází v cytosolu a v endoplazmatickém retikulu buněk. Má důležité místo v metabolismu lipidů, podílí se na agregaci krevních destiček a na syntéze eikosanoidů. Z fosfatidylinositolu buněčné membrány uvolňuje diacylglycerol, který spoluzodpovídá za přenos signálů do buňky. 

Fosfolipasa D je rostlinného původu  a odštěpuje pouze dusíkatou složku (zde R). Místo hydrolytického odštěpení složek (acylů nebo dusíkaté složky a inositolu) ukazuje schéma:

Lysolecithin se může tvořit i dráhou zahrnující plazmatickou lecithin-cholesterolacyl-transferasu. LCAT přenáší acyl z polohy 2 lecithinu (fosfatidylcholinu) na cholesterol a esterifikuje jej.

2)SFINGOLIPIDY

Sfingosin je 18-uhlíkatý nenasycený aminoalkohol. Syntetizuje se v endoplazmatickém retikulu  z  16-uhlíkatého  palmitoyl-CoA,  který  reaguje  se serinem a ten je  zdrojem  dusíku a kyslíku. Aminoskupina sfingosinu pak reaguje s acyl-CoA (obvykle acyl mastné kyseliny s více než 20 uhlíky – 24-uhlíkaté kyseliny lignocerová, cerebronová, nervonová) za vzniku amidové vazby, a vytvoří se ceramid:                                                                                         

Ceramid je jedna ze signálních molekul ovlivňující proliferaci, diferenciaci buněk a apoptózu. Je obsažen ve stratum corneum v kůži spolu s cholesterolem a volnými MK. Má značný význam pro schopnost vody a lipofilních látek penetrovat přes epidermis a udržovat hydrataci kůže. Je složkou sfingomyelinů a glykolipidů.

Syntéza sfingomyelinu vychází z ceramidu, který reaguje s fosfatidylcholinem, od které-

ho převezme fosfocholin a uvolní se diacylglycerol:

Vadný metabolismus sfingomyelinu se pozoruje u roztroušené mozkomíšní sklerózy, kdy se ztrácejí sfin- golipidy z bílé hmoty mozku. Naopak u některých sfingolipidóz se sfingolipidy v nervové tkáni a v jiných  tkáních hromadí. Sfingomyelin se v játrech a ve slezině akumuluje při Niemann-Pickově chorobě, protože tu chybí degradující lysosomální enzym – sfingomyelinasa, která by z molekuly uvolnila ceramid.

Syntéza glykolipidů (sfingoglykolipidů), které neobsahují fosfor, zato však sacharidové jednotky, vychází také z ceramidu. Na jeho koncovou  primárně alkoholovou skupinu se po-stupně napojují monosacharidy jako UDP-deriváty, výjimkou je připojování   N-acetylneuraminové kyseliny, která se zabudovává do molekuly v podobě CDP-derivátu.

Podle počtu a charakteru, případně podle rozvětvení sacharidového řetězce se syntéza glykolipidů ubírá ve směru tvorby cerebrosidů nebo gangliosidů                                                            

Cerebrosidy s jednoduchým cukerným zbytkem lze také považovat za mezistupně v syntetické dráze gangliosidů. Ty hrají podstatnou roli  v imunitních pochodech na površích buněk.

Od cerebrosidů vychází další pokračování syntézy:                                                                   

Z PAPS (aktivního sulfátu) se příslušnou transferasou odpojí sulfátová skupina a připojí se na galaktosu cerebrosidu. Tak vzniklé sulfatidy představují 15 % lipidů bílé hmoty mozku.

Mezi sfingoglykolipidy patří rovněž globosidy s dvěma až čtyřmi monosacharidy (neutrální ceramid-oligosacharidy)

Degradace glykolipidů se uskutečňuje působením specifických glykosidas uložených v lysosomech a na gangliosidech vázaný N-acetylneuraminát se odštěpuje neuraminidasou. 

Degradace především gangliosidů je někdy postižena. Patologické stavy jsou vrozené a souhrnně se nazývají sfingolipidózy. 

Z několika poruch je nejznámější a nejzávažnější Tay-Sachsova choroba s akumulací gangliosidů v mozku. Při genetickém defektu zvaném Gaucherova choroba se akumuluje cerebrosid s  navázanou galaktosou, protože chybí příslušný hydrolytický enzym. Ve tkáních se pro defekt lysosomálního enzymu mohou hromadit taktéž sulfatidy.

II_25. Biosyntéza cholesterolu a její regulace, úloha HMG- CoA reduktásy, transport endogenního a exogenního cholesterolu

Biosyntéza cholesterolu probíhá neustále, u dospělého cca 1g/ den. Nejvíce v játrech, jinde méně výrazná, nicméně každá živočišná buňka je syntézy schopna. 

· Cholesterol je budován v cytosolu z acetátu

· Acetát se převádí na 5- ti uhlíkaté izoprenové jednotky schopné kondenzace

· Isoprenoidní uhlovodík se uzavře do kruhu

· Část syntetické dráhy je společná i pro tvorbu jiných, nesteroidních látek (ubichinonu, dolicholu, ketolátek)

Cytosol: acetyl- CoA + acetyl- CoA → acetoacetyl- CoA → HMG- CoA- synthasa → beta- hydoxy- beta methylglutaryl- CoA → HMG- CoA- reduktasa → mevalonát s alkoholovou skupinou

HMG- CoA- reduktasa: enzym s NADPH, který substrát zredukuje a současně odštěpí již nepotřebný koenzym A. Je hlavním kontrolním místem pro biosyntézu cholesterolu, určuje rychlost jeho tvorby. Cholesterol (endogenní i exogenní) je zpětnovazebným regulátorem HMG- CoA- reduktásy a inhibuje vznik produkci nových molekul cholesterolu. Naopak nízká dodávka cholesterolu potravou syntésu zesiluje. 

Podstata regulace enzymu: cestou aktivace a inhibice je změna obsahu fosforu v enzymu:

Aktivní (defosforylovaná) forma → HMG- CoA- reduktasa mění na → méně aktivní (fosforylovanou) formu

Druhotná regulace hormony odehrávající se přes změnu koncentrace cAMP a ovlivněním fosforylace HMG- CoA- reduktasy:

Glukagon → ↑ cAMP → inhibice HMG- CoA- reduktasy → snížení syntésy cholesterolu

Insulin → snížení cAMP → aktivace HMG- CoA- reduktasy → ↑ syntésy cholesterolu

Pokračování syntésy: mevalonát → fosforylace za účasti ATP → isopentenyldifosfát → kondenzace 5ti uhlíkatých jednotek → alifatické uhlovodíky ( uranyl a farnesyl) → skvalensynthasa → skvalen (30 C) → lanosterol → cholesterol

Skvalen a následující meziprodukty jsou v buňce vázány na bílkovinu.

Rychlost syntésy určuje: 

· aktivita HMG- CoA- reduktásy

· velikost syntésy LDL- receptorů (viz. otázka 28)

· rychlost esterifikace cholesterolu, jíž se odstraňuje volný cholesterol, OH skupina v poloze 3 cholesterolu se esterifikuje vyšší mastnou kyselinou, většinou nenasycenou

Normální hladina celkového cholesterolu v plasmě: 4- 7mmol/ l (hodnoty nad 5 už rizikové), z toho esterifikovaný podíl cca 2/3

Cholesterolémii snižují hormony štítné žlázy a také estrogeny.

Endogenní cholesterol= přijatý potravou. Exogenní cholesterol= syntetizovaná v těle. Jejich poměr při obvyklé stravě je 2: 1. 

(transport lipidů je v podstatě celá otázka 28, přijde mi zbytečné vypisovat to znovu i tady, děkuji za pochopení ()

II_28. Transport lipidů, úlohy lipoproteinů, struktura lipoproteinové částice (vznik, přeměna a úloha chylomiker, VLDL, LDL a HDL lipoproteinů). Elektroforéza lipoproteinů.

Trávení a absorpce cholesterolů v těle

triacylglycroly a cholesterol – hydrofobní ; enzymy, které je štěpí – hydrofilní 

( trávení tuků probíhá vždy na rozhraní lipid:voda – rychlost trávení závisí na velikosti povrchu 

  - ten je zvětšován klky a mikroklky střevní sliznice

Trávení :

- ve slinách – linguální lipasa – malý význam

- žaludek – žaludeční lipasa ( linguální lipasa a žaludeční lipasa se uplatňují hlavně u kojenců

                                             ( pH žaludeční šťávy kojenců není tak nízké + přijímaný mléčný tuk je 

                                                  už v emulgované podobě

                                             ( předpokládá se že tyto enzymy mají velký význam u lidí trpících 

                                                  nedostatečnou sekrecí pankreatické šťávy

- hlavní část hydrolýzy lipidů – v duodenu a jejunu – působením pankreatické šťávy:

  součástí pankreatické šťávy je : 

  - pankreatická lipasa (alfa-amylasa, triacylglycerollipasa, glycerolesterhydrolasa)

    ( málo specifická

    ( odštěpuje MK z triacylglycerolů v polohách 1 a 3, působení na polohu 2 je slabé

    ( zanechává za sebou 2-monoacylglyceroly

    ( ke svému působení potřebuje kolipasu (z pankreatu) – usnadňuje lipase přístup k tukové kapénce

  - cholesterolesterasa

     ( odštěpuje MK z esterifikovaného cholesterolu

     ( napadá i monoacylglyceroly ( = v podstatě jsou to monoestery)

  - fosfolipasa (A1 a A2)

     ( odštěpuje acyl z polohy 2 (A2) a akatuje polohu 1 (A1)

- pro správnou funkci lipolytických enzymů je nutná jejich emulgace – pomocí žlučových kyselin

   ( ty ovšem nejsou pro trávení nezbytně nutné) 

- produktem trávení lipidů je glycerol

Absorpce lipidů a cholesterolu

- natrávená směs monoacylglycerolů, NEMK, cholesterolu, lipofilních barviv, část, odbouraných fosfolipidů a 

  malého podílu vitaminu rozpustných v tucích vytvoří hlavně v jejunu  – Směsnou micelu

- směsné micely – se dostanou do kontaktu s kartáčovým lemem střevní sliznice v prohlubních mezi mikroklky

  ( pronikají do nerozvířené zóny a difundují skrze ni (při tom se micela rozpadá – její složky se pasivně

       transportují přes bň. membránu – kromě žluč. kyselin – ty se absorbují až v dist, úsecích střev

Lipidy a Cholesterol v Enterocytu :

- absorbované VMK – ihned po průchodu membránou podlehnout reesterifikaci (váží se hlavně na vstřebaný 

  monoacylglycerol) + reesterifikace cholesterolu a také fosfolipidů

- Stručně tvorba triacylglycerolů  enterocytu:

  ( VMK jsou v cytosolu transportovány pomocí FABP (fatty acid binding protein)

  ( aktivují se do podoby acyl-CoA

  ( acyl-CoA se nejčastěji váže na  2-monoacylglycerol (2-MAG), pro reesterifikaci se dá použít i glycerol 

  ( dál se acyl-CoA může využít i v reesterifikaci cholesterolu a fosfolipidů

Lipoproteiny

= transportní formy lipidů a cholesterolu

- pro zajištění transportu látek v hydrofilním prostředí krevní plazmy – další syntetické procesy v enterocytu

  ( molekuly lipidů s asociují s molekulami bílkovin a vytváří chylomikrony = transportní částice

  ( částečně se zde vytváří i VLDL – lipoproteidy s velmi nízkou hustotou

  ( pro syntézu chylomikronu a lipoproteinu se v buňce vytváří apoproteiny  - značí se ABCDE

  ( 1 lipoproteinová částice většinou obsahuje více různých apoproteinů

( apoproteiny charakterizují dané lipoproteinové částice a podílí se na jejich zpracování (receptory atd)

( procentuální zastoupení apoproteinů – od 1% v chylomikronu do 50% v HDL

( moho u být umístěny na povrchu částice nebo (např. apoC) nebo mají charakter integrálního proteinu (apoB)

( mají alfa-helixovou strukturu

( některé apoproteiny se vyskytují pouze při patologických stavech – např.: apo a („malé a“)

Propojení lipidové a proteinové složky v lipoproteinu :

( pomocí elektrostatických interakcí (mezi náboji aminokys. zbytků a náboji fosfolipidů)

    + pomocí hydrofobních interakcí ( nepolární složky obou částí)

( protože kovalentní vazby se neuplatňují, považujeme lipoproteidy ne za molekuly a za nadmolekulární útvary

Struktura lipoproteinové částice

- skládá se z lipidového jádra – které je z nepolárních TAG a esterů cholesterolu

- jádro je obklopeno amfifilní útvarem z fosfolipidů a z cholesterolu, s nimiž interagují polypeptidové řetězce

- velikost lipoprot. částic : HDL – 10 nm, LDL – 20 nm, VLDL – 50 nm,chylomikron – 500 nm

Třídy lipoproteinů:

-  třídy se od sebe liší hustotou prostředí – čím vyšší je podíl lipidů, tím je hustota nižší

-  lipoprot. se dají oddělit pomocí elektroforézy díky pohyblivosti bílkovin – potom je označujeme řeckými písmeny 

    podle toho v jaké v frakci bílkovin krevní plazmy se při běžné elektroforéze dají detekovat spec. barvivy na lipidy

    podle elektroforetické pohyblivosti dělíme lipoprotein do 4 skupin: a) chylomikrony – nepohybují se

                                                                                                                 b) pre-β-lipoproteiny (VLDL)

                                                                                                                 c) β-lipoproteiny (LDL, IDL)

                                                                                                                 d) α- lipoproteiny (HDL) 


V krevní plazmě :

- Chylomikrony

             – hustota 0,9 g/cm3 

             - při elektroforéze neputují

             - typický apoprotein je apoB48, dále apoE a C I-III

             - charakteristická složka = triacylglyceroly 

                (85%, * proteiny – 2%)

             - zdroj – v enterocytech – střevo

- Lipoproteiny s velmi nízkou hustotou – VLDL 

              - hustota do 1,006 g/cm3

              - podle elektroforetické pohyblivosti je řadíme do skupiny pre-β-lipoproteinů

              - typický apoprotein – apoB100 , potom apoE a C I-III

              - charakteristická složka = triacylglyceroly (54%)

              - zdroj – střevo, játra

- Lipoproteiny se střední hustotou – IDL  (intermediary density lipoproteinu)

              - hustota od 1,006 do 1,019 g/cm3

              - podle elektroforézy - skupina : β-lipoproteiny s pohyblivostí  β-globulinů

              - zdroj – VLDL

- Lipoproteiny s nízkou hustotou – LDL 

              - hustota od 1,019 do 1,063 g/cm3

              - typický apoprotein – apoB100

              - podle elektroforézy - skupina : β-lipoproteiny s pohyblivostí  β-globulinů

              - charakteristická složka – estery cholesterolu

              - zdroj – VLDL, IDL

- Lipoproteiny s vysokou hustotou – HDL

              - hustota od 1,063 do 1,210 g/cm3

              - typický apoprotein – apo AI a II, potom apo CI-III, D, E

              - podle elektroforézy – skupina α- lipoproteinů s pohyblivostí α-globulinů

              - charakteristická skupina : proteiny – 50%, fosfolipidy – 24%

              - zdroj –játra, střevo

CHYLOMIKRONY

- vznikají v enterocytech – z absorbovaných TAG a cholesterolu

- charakteristický integrální apoprotein = apo B48

   + součástí chylomikronů kolujících v krvi jsou i povrchové apo E a apo CI-III ( dostaly se sem z HDL

      CII – nezbytný k aktivaci lipoproteinové lipázy, E – nutný pro rozpoznání částice v játrech

      apo E a apo CI-III se pohybují mezi různými typy částic

- obsahují málo apoproteinů – nepokrývají celý povrch částice – na „holých místech“ se směrem ven orientují polární 

  konce fosfolipidů

- fce chylom: transport TAG, cholesterolu a dalších lipidů ve vodním prostředí + transportovat je po těle

- jdou exocytózu z enterocytu do střevní lymfy, která se zakalí – mění se na chylus ( přes ductus thoracicus do krvel

- lymfa se potí začne znovu čeřit díky enzymovému odbourávání chylomiker – rychlé odbourávání (x absorbování 

   požitých tuků ve střevě je pomalé!), lipemie se normalizuje asi za 6 hodin po požití velmi tučného jídla 

- Rozpad chylomikronů

  ( pro vyčeření plazmy má rozhod. význam lipoproteinová lipasa

  ( je lok. na membránách endotelových buněk kapilár vázaná pomocí heparansulfátu ( podáním heparinu se lipáza

       může uvolnit z vazby)

  ( chylomikrony  se zachycují na vazebná místa endotelu kapilár – hlavně kosterního svalu a tukové tkáně

  ( apo CII – zvyšuje aktivitu lipoproteinové lipasy ( po aktivaci lip.lipasy se z TAG odštěpují NEMK  + MK z 

       fosfolipidů ( NEMK se okamžitě váží na albuminy a tak se transportují do tkání

  ( degradační činností se z chylomikronů stanou chylomikronové zbytky – obohacené estery cholesterolu (= remnanty) 

        – podržují si všechny apoprot.

  (  remnanty opustí lipopr. lipasu a cirkulují v krevním řečišti – uvolní se apo CII a přejde na HDL,

        zbytek je potom rozpoznán v játrech díky apo E/B – a je zde degradován

VLDL, IDL,LDL,HDL

- slouží k transportu cholesterolu a lipidů, které se vytvořily v játrech

VLDL

- vznikají v játrech a částečně i v enterocytech

-  při stravě bohaté na tuky – se do jater dostávají endocytózu chylomikrony, které ještě obsahují TAG

   ( v hepatocytech se tyto zbytky odbourají, TAG se znovu resyntetizují , játra se jich zbaví pomocí tvorby VLDL

   ( VLDL potom prostupují přes Disseho prostor do cirkulace

- odbourávání : podobně jako chylom. – TAG jsou štěpeny, částice se zmenšuje a vznikají IDL 

IDL

- vznikají odbouráváním VLDL

-  zbavují se povrchových apoproteinů (C) a cholesterolu předáním na HDL (ty jsou obohaceny hlavně o apoCII)

- od HDL si vezmou esterifikovaný cholesterol

- část IDL se štěpí v játrech pomocí jaterní lipasy

(definitivním produktem štěpení VLDL a IDL jsou LDL

LDL

- apo B100 + malé mn. apo E

- jsou obohaceny o estery cholesterolu které dostaly od HDL

- vychytávají se na LDL-receptorech v játrech i v jiných tkáních

- fce: hlavní dodavatel cholesterolu do tkání ( vysoký transport chol. do tkání má patol. následky - = „zlé lipoproteiny“

- spolu s IDL vznikají v cirkulaci, zanedbatelná část v játrech

HDL

- vznikají v játrech a v enterocytech, označ. se jako nascentní

- obsahují fosfolipidovou dvojvrstvu a volný cholesterol, apoprotein – apoA , jaterní má navíc apo E a C ( 

    HDL z enterocytu si apo E a C rychle doplní v cirkulaci

-  reagují s lipolytickým enzymem – lecitin-cholesterolacyltransferasa (LCAT)

    fce LCAT: esterifikace cholesterolu ( přenáší MK z pozice 2 lecitinu na OH skup. cholesterolu

- LCAT je aktivována apoA, který je na povrchu HDL

- jsou asociovány také s enzymem paraoxonázou (.antioxidační vl. částic + přispívá k antiaterogenním účinkům HDL

- fce: zdroj apo E a apo C pro chylomikrony a VLDL

          předává esterifikované cholesteroly do VLDL,chylomiker a LDL výměnou za TAG a volný cholesterol

          ( tato výměna je zprostředkována bílkovinou přenášející estery cholesterolu (CETP)

          jako jediné jsou schopny odstraňovat cholesterol ze subendoteliálních prostorů v cévách

          ( „hodný lipoprotein“

II/29 BIOSYNTÉZA A DEGRADACE TETRAPYROLOV – HEMOV A ICH PORUCHY

Tetrapyrrolové barvivá: 

A) Porfyrinogeny – spojení pyrrolových kruhů methylenovými mostíky (-CH2-)

B) Porfyriny – pyrolové kruhy spojené methionovými mostíky (=CH-)

Tetrapyrrolové barvivá mohou být v cyklické anebo lineární podobě. Uprostřed cyklické struktury jsou navázané kovy:

a) železo – hem, heminy (hemoglobin, myoglobin, cytochromy, kataláza, cytochromoxidáza

b) kobalt – vit B12
c) hořčík – chlorofyly

lineární tetrapyrroly- 4 spojené pyrroly mezi kterými není vytvořená cyklická struktura,

jsou to degradační produkty myoglobinu a hemoglobinu = žlučové barvivá

podle počtu dvojitých vazeb mezi pyroly rozeznáváme  bilitrieny, bilidieny, bilany

hemoglobin= krevní barvivo – pro život nepostradatelní, musí se v těle syntetizovat de novo.

Tetrapyrrolové barviva z potravy se v těle rozkládají a využívají se jako proteinová živina

Všecky buňky jsou schopné syntetizovat hemoglobin, ale najintenzivnejšie probíhá syntéza v erytroblastech

Syntéza tetrapyrrolov


CO2

1) sukcinyl + glycín     ------------> 5-aminolevulát


ALA-syntaza


mitochondrie
cytosol

ALA-syntaza1 – játra

ALA- syntaza 2 – erytroblasty

ALA-syntaza – enzym který je možné inhibovat olovem

· determinuje rychlost syntézy hemu

· katalyzuje syntézu 5aminolevulátu, dochází k dekarboxylaci a odpojení koenzymu A

2) 5- aminolevulát přestoupí z mitochondrie do cytosolu, kde se 2 molekuly 5aminolevulátu kondenzují za vzniku porfobilinogenu. Reakci katalyzuje ALA-dehydratasa.


ALA-dehydratasa

5-aminolevulát + 5-aminolevulát -------------------------> porfobilinogen


2H2O

Dehydratačně se vytvořilo pyrrolové jádro + kondenzace vedlejších řetězců na nich: zbytek kys. octové (-CH2-COO-) a propionové (-CH2-CH2-COO-) + zbytek z glycinu (CH2-NH3+), který spojuje vzájemně pyrroly ----> hydroxymetylbilán-------> tetrapyrrol (uroporfyrinogen III)

3) kondenzace 4 porfobilinogenov  na hydroxymetylbilán, který se několika stupněmi mění na porfín. Tento děj je katalyzovaný uroporfyrinsynthasou

porfobilinogen----->-------> uroporfyrinogen III-------> koproporfyrinogen III-----> 

protoporfyrinogen III--------> protoporfyrin III---Fe2+----> hem

Změny pri přeměně porfobilinogenu ------> hem:

Porfobilinogen => zbytek kys. octové (A) + zbytek kys. propionové (P)

Uroporfyrinogen => zůstávají zbytky zachované, 

dochází k dekarboxylace  4 acetáty--->  4 metyly a vzniká 


koproporfyrinogen (4M, 4P)

2 zbytky kys. propionové se dekarboxyluji a oxiduji za vzniku 2 vinylů


Protoporfyrinogen  - vznik 2 metionových mostíků


Protoporfyrin 
Tetrapyrroly  v 2 redoxních stavech:

a) porfyriny

· metionove mostíky vytvárají systém konjugovaných dvojitých vazeb

· absorbují viditelné světlo, barvené v odtieňoch červené

b) porfyrinogeny 

· metylenové mostíky jsou redukované na -CH2- zrušení systému konjugovaných dvojitých vazeb --- bezbarvé

Závěrečný úsek syntézy hemu opět v mitochondriích, kam vycestuje protoporfyrin III

Ferrochelatasa zabuduje chelátovou vazbu ion Fe2+ do centra porfyrinu ---hem

Hem mitochondrie opustí a zabuduje se do hemoglobinu

Hemoglobin – u mužů 140-180 g.l-1


U žen 120-160 g.l-1
Regulace syntézy:

1) klíčový enzym – ALA-synthasa je alostericky inhibovaný hemem,  

indukce ALA-synthasy- alkohol, estrogeny

2) ALA-dehdratasa je inhibovaná olovem

3) Vstup transferinu do buněk

4) Erytropoetin

5) Syntéza globinových jednotek hemu

Porfyrie => genetick0 poruchy syntézy hemu

 Genetické odchylky syntézy hemu nahromaděním porfyrinů, porfobilinogenu či 5-aminolevulát- prekurzory se hromadí v tkanivech a vylučují se v moči a stolici

Příčina: deficit enzymů, které mění prekurzory na hem

- vysoká akumulace kopro-, uro-porfyrinov v koži -----> fotosenzibilní, když koža reaguje zápalem na slunečné žiarenie. Citlivost se potláča B-karotenem

 - projevy: anémie, bolesti břicha, neuropsychologické, dermato

Rozpad hemoglobinu a žlučových barviv

Erytrocyt- životnost 120 dní, po této době se rozpadá v játrech, slezině a kostní dřeni

Postup degradace hemoglobinu:

1)  Fe2+   --hemoxygenasa----->  Fe3+                        

    Hem                                      Hemin

· oxidace hemového železa v endoplazmatickém retikulu buněk RES (retikuloendotelialní systém)

· hemoxygenasa oxiduje hem na hemin, současně uvolňuje Fe3+ z hemoglobinu
2) globinová část se po odštěpení rozštěpí na aminokyseliny

3) hemoxygenasa současně napadá  α-methinový můstek který spojuje pyrroly nesoucí vinylové skupiny (jej C zoxiduje na CO, který se vytváří v malém množství a eliminuje se dýcháním)

i. porfyrinová struktura se roztrhla => vznikl lineární tetrapyrrol- biliverdin

4) biliverdin
· nepatrní množství v žluči, kde se většina dále mění

· nezměněný  jen u ptáků a obojživelníků

· hydrogenaci prostředního
 metinového můstku -------> methylenový, se

                                  biliverdin-

           reduktasa               

z    biliverdinu         --------> bilirubin



bilirubin

5) bilirubin 

· vlastní žlučové barvivo červenooranžové barvy

· odpadní látka

· má antioxidační účinky, inhibuje lipoperoxidaci

· pře mozek toxický, je před ním chráněný hematoencefalickou barierou

· 200 – 350 mg/den

· Skutečná konformace odlišná, v molekule vzniknu vodíkové mostíky mezi vodíky zbytků kys. propionové a N alebo O protilehlých pyrrolu (polotvorená kniha, motýl)

· Uzavřením vodíkových mostíků se stal bilirubin hydrofobní látkou, má lipofilní charakter --> její transport bez přenášeče není možný

· Tělo ho detoxikuje a zbavuje se ho cestou jater, kam se transportuje aj ze sleziny a kostní dřeně ve vazbě s albuminem, může být oslabená poklesem pH, některými léčivy (salicyláty, ATB, sulfonamidy), vysokými koncentracemi MK (mastní kyseliny)

· Nedostatek albuminu--> zvýšený podíl volního toxického bilirubinu

· Komplex bilirubin-albumin se v Disseho prostoru hepatocytu rozpadá, bilirubin se váže na transportní proteiny Y a Z, které ho dopraví do endoplazmatického retikula (ER)
· V ER bilirubin podlehne konjugaci s UDP-glukuronátem za vzniku konjugovaného bilirubinu= bisglukosiduronát bilirubinu. Reakce je katalyzovaná UDP-glukuronyltransferázou

6) Bisglukosiduronát bilirubinu

· Konjugovaný bilirubin 

· Polární látka, v krevní plasmě rozpustná, napriek tomu část z něho se váže na albumin

· transportuje se do žlučových pólů hepatocytů => žlučové cesty => žlučník => duodenum

· rychlost výstupu do žlučových cest určuje rychlost katabolizmu bilirubinu

· v malé míre prostupuje aj do krve, koncentrace bilirubinu v krvi je 18µmol/l; vyšší hladiny se projeví jako hyperbilirubinemie=> žloutenka (ikterus)

7) dekonjugace konjugovaného bilirubinu v střevech
· bakteriální β-glukoronidasou je zbaven glukuronátových přívěsků

· dekonjugovaný bilirubin se zčásti absorbuje spět do jater

8) hydrogenace neabsorbovaného barviva na bezbarvé urobilinogeny

· v terminálním ileu a tlustým střevě  podlehne redukujícímu působení střevních baktérii

· urobilinogen se zčásti vstřebává=>játra =>moč; při poškození jaterní buňky se vylučované množství zvyšuje (hemolytické anémie, hepatitidy); obstrukce žlučových cest (nulová koncentrace)

9) vyšší stupeň hydrogenace mají sterkobilinogeny

· vzniká z urobilinogenu ve střevě
· urobilinogen a sterkobilinogen se nazývají: urobilinoidy
10) oxidace urobilinogenov a sterkobilinogenov na urobilin a sterkobilin

· v distálních segmentech střev se oxidují na barevné produkty (urobilin a sterkobilin)= bileny s dvojnou vazbo na středním uhlíkovém můstku
· urobilin a sterkobilin snadno polymeruju- způsobí hnědé zabarvení fekálii
 Typy žloutenky:

a) hemolytické žloutenky (prehepatálne) 

     bilirubin – hemolytické pochody

      celkový aj nekonjugovaný bilirubin;   Konjugovaný – norma

        urobilinogen v moči 

        bilirubin v moči není přítomen

b) hepatocelulární žloutenky (hepatálne)

    poškození jater virovou infekci anebo toxickými látkami, poškozená konjugace a porucha přestupu žluči na žlučovém pólu

   ponuka bilirubinu je normální


     konjugovaný aj nekonjugovaný bilirubin

      v moči: urobilinogen aj bilirubin

c) obstrukční žloutenky

při extrahepatální blokádě žlučových cest (žlučníkové kameny, nádory hlavy pankreatu, jater)

ponuka bilirubinu – normální

nekonjugovaný bilirubin – norma

  konjugovaný bilirubin- zvýšený

v moči – bilirubin je přítomen

           - urobilinogen nevzniká

Příklady vrozených chorob- mají charakter žloutenky:

Gilbertův syndrom

Syn. Criglerův- Najjarův---deficit glukuronyltransferázy

Novorozenecká žloutenka – nezrale hepatocyty s nedostatečnou aktivitou glukuronyltransferazy

Metabolizmus iných porfyrinových chromoproteinů

Myoglobin – podobný degradaci hemoglobinu, po poškození svalu anebo po infarktu myokardu se myoglobin vyplavuje do krevní plazmy, biologicky poločas má 5,5 hodiny a vyloučí se močí

Cytochromy- přenášeče v dýchacím řetězci, podílí se aj na biotransformačních reakcích xenobiotik. Koordinačně vázané železo je schopné měnit oxid. číslo. Liší se od hemoglobinu bílkovinnou části. Degradace stejně jako u hemoglobinu, výsledné produkty jsou stejné.

II_30. Významné proteiny krevní plazmy, význam v organismu (albumin, Ig, komplement, proteiny akutní fáze, transportní proteiny)

Albumin

koncentrace: 45g/l

molekulová hmotnost: 69000

tvoří 60% celkových plazmatických proteinů

zhruba 40% albuminu je přítomno v plazmě, zbylých 60% je v ECT.

Játra produkují 12g albuminu za den

je syntezován jako preproprotein. Jeho signální peptid je odstraněn, když prochází do cisteren RER a hexapeptid na zbylém N-konci je odštěpen v dalším průběhu sekreční dráhy.

Syntéza albuminu je snížena při mnoha jaterních onemocněních.

Syntéza albuminu klesá záhy v případě proteinové podvýživy, jako je kwashiorkor.

Zralý lidský albumin je 1 polypeptidový řetězec o 585 AMK, 17 disulfidových vazeb

3 domény

elipsoidní tvar => nezvyšuje viskozitu plazmy

Pro svoji relativně nízkou molekulovou hmotnost a vysokou koncentraci, představuje albumin 75-80% osmotického tlaku plazmy.

Haptoglobin (Hp)

váže extrakorpuskulární Hb, a tím zabrání vstupu volného Hb do ledvin.

Glykoprotein

Lidský Hp existuje ve 3 polymorfních formách Hp1-1, Hp2-1, Hp2-2:

nízké hladiny Hp u pacientů s hemolytickými anemiemi; zatímco poločas života Hp je 5 dní, poločas komplexu Hp-Hb je asi 90 min, takže komplex je mnohem rychleji odstraňován hepatocyty.

Hp je protein akutní fáze a jeho hladina v plazmě se zvýší při různých zánětlivých stavech.

Hemopexin

váže hem

beta1 globulin

Transferrin

beta 1 globulin

glykoprotein, syntetizován v játrech

přenáší železo do míst, kde je ho zapotřebí, například ze střeva do kostní dřeně

koncentrace: 300 mg/l, toto  množství váže 3000μg 

Ferritin

skladuje železo

za stavu přebytku železa (hemochromatosa) ve tkáních jako játra a slezina je přítomno více ferritinu

Hemosiderin

částečně degradovaná forma ferritinu, která stále obsahuje železo

může být detegován Pruskou modří na železo

Ceruloplazmin

koncentrace: 300mg/l

modře zbarven a přenáší asi 90% mědi přítomné v plazmě

každá molekula ceruloplazminu váže velmi pevně 6 atomů mědi

zbylých 10% plazmatické mědi přenáší albumin. Při jaterních onemocněních ceruloplazmin klesá.

Wilsonova choroba (hepatolentikulární degenerace)

měď nemůže být vylučována žlučí

měď se hromadí v těle, zvláště v játrech, mozku, ledvinách a krvinkách


Kayserův-Fleischerův prstenec – zelený nebo zlatý pigmentový prstenec okolo korney v důsledku ukládání mědi v Descementově membráně

Při podezření na Wilsonovu chorobu => jaterní biopsie

Diagnosu potvrdí hodnota mědi v játrech vyšší než 250μg/g suché hmotnosti spolu s plazmatickou koncentrací ceruloplazminu pod 200mg/l.

Terapie: dieta s nízkým obsahem mědi

přesně dávkovaný D-penicilamin

Komplementový systém

přirozený imunitní systém, rozeznává vlastní od cizího

komponenty komplementu jsou produkovány v játrech, makrofágy, monocyty, GIT a močovým systémem, neutrofily


Dráhy aktivace komplementu


1, dráha klasická – fylogeneticky nejmladší; aktivace komplexem antigen-protilátka


2, dráha alternativní – fylogeneticky nejstarší; aktivace povrchem patogenu


3, dráha lektinová

Komplementový systém je z 19 hlavních proteinů 

Proteiny komplementu u klasické dráhy se nazývají komponenty C1 (C1q, C1r, C1s), C2, C3, C4, C5, C6, C7, C8, C9

Některé z proteinů komplementu u dráhy alternativní se nazývají faktory C3, B, D, C5, C6, C7, C8, C9

Proteiny komplementu u dráhy lektinové – kollektiny

Imunoglobuliny


5 tříd imunoglobulinů: IgG, IgA, IgM, IgD, IgE

Lehké i těžké řetězce jsou produkty několika genů. Každý lehký řetězec je produktem nejméně 3 různých genů: gen pro variabilní oblast, genu pro spojující oblast a genu pro konstantní oblast.

Každý těžký řetězec je produkt alespoň 4 různých genů: V, D, J, C.

Proteiny akutní fáze

Proteiny, jejichž koncentrace v plazmě se výrazně mění během akutní zánětlivé fáze. Také se nazývají reaktanty akutní fáze.


Složky imunitní reakce


CRP, složky komplementu C3 a C4, TNFα, IL-1, IL-6


Ochrana před kolaterálním poškozením tkáně


Během akutní fáze se především z fagocytů a rozpadajících se buněk uvolňují látky, které mají zničit noxu, jež vyvolala zánět. → proteolytické enzymy a reaktivní formy kyslíku


Inhibitory proteáz


α1-antitrypsin, α1-antichymotrypsin, α2-makroglobulin


Časné proteiny akutní fáze


velmi krátký poločas rozpadu, změny koncentrací patrné již za 6-10h. Po začátku onemocnění. Vzestup vrcholí 2. a 3. den.


CRP, SAA (sérový amyloid A), PCT (prokalcitonin)


fyziologicky bývá plazmatická koncentrace nižší než 2-8mg/l

II_31. Metabolismus  pyrimidinových nukleotidů, regulace, inhibitory,poruchy

Zdroj: Harper str. 379-393. Ledvina 256-258, přednáška

Biomedicinský význam

- i kdyby člověk přijímal potravu bohatou na nukleoproteiny, nebudou se takto přijaté purinové a pyrimidinové base vestavovat do tkáňových nukleových kyselin

- i když člověk přijímá v potravě nukleové kys. a nukleotidy, jejich resorpce a využití není pro přežití nezbytné

- člověk je schopen syntetizovat dostatečné množství purinových a pyrimidinových nukleotidů de novo (např. z amfibolických metabolitů)

- nukleové kys. uvolněné z nukleoproteinů jsou v trávicím traktu odbourány ribonukleasami, deoxyribonukleasami a polynukleotidasami na nukleosidy, které jsou buď resorbovány nebo dále degradovány střevní fosforylasou na purinové a pyrimidinové base (purinové base se oxidují na kys.močovou, která se vstřebá a pak vyloučí močí)

- puriny a pyrimidiny potravy se do tkáňových nukleových kys. vestavují málo nebo vůbec X parenterálně podané látky se vestaví (př. injikovaný thymidin se do nově syntetisované DNA začlení)

Biosyntéza pyrimidinových nukleotidů
- pyrimidinové nukleotidy se podobně jako purinové syntetizují rovnou ve formě nukleotidů

- na rozdíl od purinových nukleotidů se však glykosidová vazba s pentosou utváří až později

- odehrává se  v cytosolu a je poměrně jednoduchá

- nejprve se syntetizuje pyrimidinový kruh a teprve potom ribosa-5-P

- má několik společných prekursorů s biosyntézou purinových nukleotidů: PRPP (5-fosforibosyl-1-pyrofosfát), glutamin, CO2, aspartát, a pro syntézu thyminových nukleotidů ještě deriváty tetrahydrofolátu
1) začátek: z glutaminu, ATP a CO2 se vytvoří karbamoylfosfát - reakce je katalysována cytosolovou karbamoylfosfátsynthasou (enzymem odlišným od mitochondriální karbamoylfosfátsynthasy, která funguje při syntéze močoviny) → jde o silně endergonní reakci spotřebovávající ATP

2) kondensací karbamoylfosfátu s aspartátem vznikne karbamoylaspartát - reakci katalysuje aspartátkarbamoyltransferasa
3) dihydroorotasa odejmutím vody uzavře pyrimidinový kruh → vytvoří se: dihydroorotová kyselina
4) odejmutím H atomů z C5 a C6 pomocí NAD+ vznikne dvojná vazba a metabolit se změní na kyselinu orotovou - reakci katalysuje mitochondriální dihydroorotátdehydrogenasa (všechny ostatní enzymy biosyntézy pyrimidinů jsou v cytosolu)

5) přenosem ribosafosfátu z PRPP vznikne orotidinmonofosfát (OMP) - reakci katalysuje orotátfosforibosyltransferasa - tvorba β-N-glykosidové vazby , pyrimidinový kruh je tedy fosforibosylován až v této předposlední reakci syntézy UMP

6) dekarboxylací orotidylátu vznikne uridinmonofosfát (UMP), první skutečný pyrimidinový nukleotid

7) a 8) v reakcích analogických fosforylacím purinových nukleosidmonofosfátů se přenosem fosfátu z ATP získá UDP a UTP
9) UTP je glutaminem za přispění ATP aminován na CTP
10) k redukci ribonukleosiddifosfátů (NDP) na odpovídající dNDP je využito reakcí analogických s reakcemi syntézy purinových nukleotidů

11) dUMP může přijmout fosfát z ATP za vzniku dUTP, eventuelně je dUDP defosforylován na dUMP = substrát pro syntézu TMP (thymidinmonofosfát)

12) methylací dUMP na C-5 se pomocí N5,N10-methylentetrahydrolistové kyseliny vytvoří thymidinmonofosfát (TMP)

- reakci katalysuje thymidylátsynthasa
- volné pyrimidiny jsou savčími buňkami znovu využity jen málo, ale dva pyrimidinnukleosidy (uridin a cytidin) a dva deoxyribonukleosidy (thymidin a deoxycytidin) jsou znovu využívány k resyntéze nukleotidů
Inhibice: 
· methotrexát blokuje redukci dihydrofolátu
- reakce 12 je jediná reakce syntézy pyrimidinových nukleotidů, která vyžaduje derivát kys. tetrahydrolistové

→během této transferasové reakce je methylenová skupina na N5,N10-methylen-THF redukována na methyl a tetrahydrofolátový nosič je oxidován na dihydrofolát → aby se mohl účastnit dalšího přenosu, musí být dihydrofolát redukován na tetrahydrofolát v reakci katalysované dihydrofolátreduktasou
→ dělící se buňky (potřebují syntetizovat TMP a regenerovat tetrahydrofolát) jsou následkem toho obzvláště citlivé na INHIBICI DIHYDROFOLÁTREDUKTASY - takový inhibitor je protinádorový lék methotrexát

· leflunomid je specifický inhibitor dihydroorotasy
- leflunomid = N- (4´- trifluoromethylfenyl)-5-methylisoxazole-4-karboxamid)

→ antiflogický a imunosupresivní účinek v důsledku potlačení aktivity lymfocytů, způsobené inhibicí syntézy RNA i DNA- používá se k léčbě revmatoidní a psoriatické artritidy

· inhibitor biosyntézy dNTP (ribonukleotidreduktasy): hydroxyurea

                                                                                      chelatační činidla - vychytávají Fe2+/Fe3+

Regulace biosyntézy pyrimidinových nukleotidů
→ řízena je exprese enzymových genů i aktivita enzymů:
     - první dva enzymy biosyntézy jsou cílem allosterické regulace
     - první tři a poslední dva enzymy jsou řízeny na úrovni genomu - koordinovanou represí a derepresí
     - karbamoylfosfátsynthasa je inhibována UTP a purinovými nukleotidy x aktivována PRPP

     - aspartátkarbamoyltransferasa je inhibována CTP x aktivována ATP  (klasický př. allosterické regulace)

→ biosyntéza purinových a pyrimidinových nukleotidů je koordinována regulačními procesy
     - ke každému molu pyrimidinů je syntetizován jeden mol purinů → vzájemná regulace obou procesů

     - biosyntéza purinů a pyrimidinů je charakterizována několika křížovými regulacemi

     - klíčovou reakcí je reakce PRPP-synthetasy (ribosafosfátpyrofosfokinasy) - poskytuje důležitý prekursor 

       pro oba procesy, enzym je cílem zpětnovazebné inhibice jak purinovými, tak pyrimidinovými nukleotidy

       a aktivován je molekulou PRPP

Katabolismus pyrimidinů → vznikají ve vodě rozpustné produkty

- na rozdíl od špatně rozpustných katabolitů purinů jsou konečné produkty degradace pyrimidinů velmi dobře rozpustné (CO2, NH3, β-alanin, β-aminoisobutyrát)

- vylučování β-aminoisobutyrátu stoupá při leukemiích a při těžkém ozáření (způsobeno větším rozpadem DNA)

- recesivní abnormálně vysoká exkrece β-aminoisobutyrátu se vyskytuje u heterozygotních potomků jinak zdravých jedinců

- asi 25% testovaných osob majících čínské nebo japonské předky neustále vylučují velká množství β-aminoisob.

- také člověk (podobně jako živočichové) transaminací přeměňuje β-aminoisobutyrát na semialdehyd methylmalonátu → z něj se tvoří sukcinyl-CoA

- žádný lidský enzym nekatalysuje hydrolysu ani fosforolysu pseudouridinu → tento v lidské moči objevený neobvyklý nukleosid normálně vylučován v nezměněné formě
Poruchy
- konečné produkty pyrimidinového katabolismu jsou velmi dobře rozpustné ve vodě → nadprodukce těchto metabolitů je spojena jen s několika klinicky se projevujícími poruchami (zřídka)

- při hyperurikemii spojené se silnou nadprodukcí PRPP je ↑ také produkce pyrimidinových nukleotidů a exkrece β-alaninu

- orotová acidurie provázející Reyeův syndrom je asi sekundární, způsobená neschopností těžce poškozených mitochondrií využívat karbamoylfosfát → ten je pak v cytosolu k dispozici k nadměrné syntéze kys. orotové

     → deficit orotátfosforibosyltransferasy spolu s defektem orotidylátdekarboxylasy vede k orotové acidurii I.typu

     → defekt orotidylátdekarboxylasy způsobí vzácnější orotovou acidurii II.typu

→→→ oba typy acidurie léčitelné perorálně podaným uridinem (-pyrimidinový nukleosid)

       - u pacientů I.typu se touto léčbou silně ↑ aktivita aspartátkarbamoyltransferasy a aktivita dihydroorotasy vrátí k normě

       - některé léky mohou orotovou acidurii vyvolat

- deficit jaterní mitochondriální ornithinkarbamoyltransferasy (enzymu cyklu močoviny) je provázen ↑    vylučováním pyrimidinových prekursorů (kys. orotové, uracilu a uridinu) → nevyužitý substrát – karbamoylfosfát- vystupuje z mitochondrií do cytosolu a stimuluje tam biosyntézu pyrimidinových nukleotidů

→ výsledná orotová acidurie je zesílena stravou s vysokým obsahem dusíku

OROTOVÁ ACIDURIE I. TYPU

- defektní enzym: orotátfosforibosyltransferasa a orotidylátdekarboxylasa

- popis poruchy: orotová krystalurie, zaostávání ve vývoji, megaloblastická anemie, imunodeficience, úprava po uridinu per os 

- dědičnost: autosomálně recesivní

OROTOVÁ ACIDURIE II.TYPU

- defektní enzym: orotidylátdekarboxylasa

- popis poruchy: orotidinurie a orotová acidurie, megaloblastická anemie, úprava po uridinu per os

- dědičnost: autosomálně recesivní

DEFICIT ORNITHINKARBAMOYLTRANSFERASY

- defektní enzym: ornithinkarbamoyltransferasa

- popis poruchy: proteinová intolerance, jaterní encefalopatie a mírná orotová acidurie

- dědičnost: X-vázaná, recesivní

32. Metabolismus purinových nukleotidu, regulace, inhibitory, poruchy
- syntetizují se přímo nukleotidy, ne samotné baze

1) synthesa z amfibolických metabolitů

2) fosforibosylace purinů

3) fosforylace purinových nukleosidů

- hlavní místo syntézy: játra (poskytují puriny pro šetřící procesy ve tkáních, které nejsou schopny 

  syntetiovat puriny de novo)

syntéza:

· vychází z ribosa-5´-fosfátu, ten se specifickou kinasou fosforyluje na 5´-fosforibosyl-1´-difosfát (PRPP)

· sled reakcí od C1´ ribosy se postupně přistavují části struktury purinu a na něj navěšené substituenty

· vždy jeden uhlík či dusík (výjimka – začlenění glycinu)


syntéza 1. nukleotidu IMP (inositolmonofosfátu)

(1) fosforylace ribosa 5´ fosfátu a reakce s glutaminem jako dárcem N9 (2)

(3) reakce s glycinem

(4) reakce s tetrohydrofolátem nesoucím formyl

(5) z gln se předá dusík

(6) uzavření pětičlenného imidazolového kruhu

(7) připojení CO2 karboxylací s využitím karboxybiotinu – vznik budoucí C6
(8) dusík z aspartátu na N1 – rce je dvojstupňová (9)
(10) C2-formyl nesený tetrahydrofolátem

(11) úplné uzavření heterocyklu

· rce 1, 3, 5, 6 – je zapotřebí ATP – celek – ENDERGONNÍ

· vzniklý IMP obsahuje jako bazi hypoxanthin
· z IMP – GMP nebo AMP, zdroje dusíku Asp, Gln

· připojením Asp IMP vznikne adenylsukcinát (rce vyžaduje GTP)

· uvolňěním fumarátu se získá AMP (E-adenylsukcinasa)

· oxidací IMP pomocí NAD+ (IMP dehydrogenasa) – xanthosinmonofosfát

· transaminace amidického dusíku glutaminu – GMP

· konverse nukleosidmonofosfátu na di a trifosfáty – přenos fosfátů z ATP (katalýza-kinasy)

· na biosynthese purinových nukleotidů se podílejí multienzymové komplexy


Regulace

· dostupnost PRPP

· zpětnovazebný mechanismus AMP a GMP (je-li dost GTP, urychlí se přeměna IMP – AMP, je-li dost ATP – urychlí se přeměna IMP-GMP)

· inhibice: methotrexát (antimetabolit folátu)

· vnášení NH2-skupin z Gln brání azaserin – dusíkatý analog serinu

· syntetická analoga purinů, neukleosidů a nukleotidů – léčba nádorů, transplantace orgánů (imunosupresiva)...

· při zániku purinů – záchranná cesta – v játrech je adenin a guanin pomocí dvou enzymů přímo převáděn na monofosfáty až trifosfáty (reakce s PRPP)

· energeticky méně náročné než syntéza de novo

Syntéza deoxyribonukleotidů

· redukce D-ribosy na C2´ ribonukleotiddifosfátu – ribonukleotidreduktasa

· za přítomnosti NADPH
· termostabilní bílkovina thioredoxin
· dárcem vodíku může být místo thioredoxinu i glutaredoxin spolupracující s glutathionem

· reakční sled-složitější – ribonukleotidreduktasa-radikálová rce (podílí se superoxiddismutasa a katalasa)

Degradace

požité nukleoproteiny: nejprve se odštěpí bílkovina

- pankreatická šťáva: ribonukleasy a deoxyribonukleasy – mononukleotidy, dále se tráví na nukleosidy – fosforylace a nukleosidasy z nich uvolní baze (vylučují se močí) a pentosafosfáty

Absorpce nukleosidů: base absorbovány jako nukleosidy

                                    rovnovážné nukleosidové transportéry (ENT) – pohyb po koncentračním spádu (do a

                                    z buňky)


 koncentrační nukleosidové tranasportéry (CNT) – nepřímý aktivní transport

                                    symportem s Na+

v buňkách:

štěpení purinových bazí:

u člověka – koncový produkt: kyselina močová (u většiny savců se dále štěpí urikasou – allantoin)


enzym: xanthinoxidasa (převádí hypoxanthin na xanthin a ten na kys.močovou)

             metaloprotein, obs. FAD, molybden a železo (transport elektronů) – konečný akceptor elektronů –

             O2, z něhož vznikne H2O2

· nukleotid může být nejprve deaminován a pak defosforylován nebo nejprve defosforylován a pak deaminován

· adenosin- adenosindeaminasa- inosin

· inosin, xanthosim a guanosin – atakovány purinnukleosidfosforylasou (PNP) – odpojí fosfát a napojí ho na ribosu (ribosa-1´-fosfát)

Kyselina močová

· v těle: volná nebo mononatriumurát

· hyperurikémie – při dně (např.defekt v syntéze PRPP) – kys.močová se hromadí v měkkých tkáních – vznikají tzv.tofy, důsledek: nefrolitiáza

· vysoké tvorbě kys.močové lze bránit podáváním hypoxanthinového analogu allopurinolu (kompetetivně inhibuje xanthinoxidasu)

· v těle kys.močová i jako ochrana proti volným radikálům kyslíku

Další poruchy purinového katabolismu

Lesch Nyhanův syndrom:- hyperurikémie z nadprodukce urátu, močové kameny, bizarní automutilace

                                         - deficit hypoxanhin-guaninfosforibosyltransferasy (enzymu „šetřícího pochodu“)

                                   - zvýší se PRPP, který měl být spotřebován v šetřícím pochodu – nadprodukce

                                     purinů

Gierkeho choroba: deficit Glc-6-fosfatasy, nadprodukce ribosa-5-fosfátu

                                  průvodná laktátová acidóza navíc zvyšuje práh ledvin pro urát-zvedá tak hladinu urátů

                                  v těle

Hypourikémie: deficit xanthinoxidasy

Deficit adenosindeaminasy: těžká kombinovaná imunodeficience (Nadbytek deoxyadenosinu v lymfocytech vede k hromadění dATP, který inhibuje ribonukleotidreduktázu, zásadní enzym pro syntézu DNA, která má během vývoje a diferenciace lymfocytů vysokou aktivitu. Nedávno bylo uvedeno, že dATP vyvolává apoptózu T buněk thymu. Navíc bylo zjištěno, že deoxyadenin inaktivuje S-adenosylhomocysteinhydrolázu, enzym, který zasahuje do přenosu metylu, ale není známo, jak to postihuje funkci lymfocytů.)

Deficit purinnukleosidfosforylasy: těžká deficience T-lymfocytů, B-lymfocyty-normální
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Alkylový zbytek na C1 je většinou nenasycený alkohol


Vyskytují se v mozku a svalech


PAF (platelet activating factor) – faktor aktivující 					       krevní destičky


Základem je kys. plasmenová
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Metabolismus galaktózy

Obrázek převzat z http://web.indstate.edu/thcme/mwking/glycolysis.html (leden 2007)





epimerizace probíhá na úrovni UDP-derivátů
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