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Travici enzymy stepici proteiny

Travici trakt

Endopeptidasy

Zaludeéni - pepsin

Pankreatické - trypsin, chymotrypsin, elastasa
Exopeptidasy (tenké strevo)

aminopeptidasy, karboxypeptidasy, dipeptidasy

> Hydrolyza = polypetidy = oligopetidy = aminokyseliny = stfevni sliznice =
transport k cilovym tkanim.

Pepsin (pH 1.5 — 2.5) — peptidova vazba pfed Tyr, Phe, mezi Leu, Glu

Trypsin (pH 7.5 — 8.5) — peptidova vazba za Lys a Arg

Chymotrypsin (pH 7.5 — 8.5) — peptidova vazba za Trp, Phe,Tyr, Met, Leu

Pankreaticka elastasa (pH 7.5 — 8.5) — peptidova vazba za Ala, Gly a Ser

Odbouravani aminokyselin intracelularné

» Prvnim krok - odstranéni a-aminoskupiny vétsinou jako NH; = vyloucen pfimo
nebo pres dalsSi slouceniny.




Vstrebavani aminokyselin ve streve
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« Kotransport s Na* - semispecifické
Na* dependentni proteiny

» Princip pfenosu — vytvofi se sodikovy
gradient

« Aminokyselina se dostava na serdzni
strané usnadnénym transportem po
koncentracnim spadu.

 transportni systémy pro neutralni
aminokyseliny, prolin a hydroxyprolin,
kyselé, bazické aminokyseliny a cystin.



Klinicka korelace

Geneticky podminény porusSeny transport aminokyselin do bunék
kartacového lemu tenkého stfeva a ledvinovych tubulu, neni
reabsorpce v proximalnim tubulu — proximalniho tubulu =
aminokyseliny do moce

e Cystinurie — pfenaSec pro cystin a bazické aminokyseliny, lysin,
arginin, ornithin do bunék:

— ledvinové kameny

« Hartnupova choroba - pfenaSec€ pro neutralni aminokyseliny,

véetné esencialnich (lle, Leu, Val, Phe, Thr, Trp)
— obvykle nevyvolava zadné Klinické priznaky, pouze nedostatek
esencialnich AK muze vyvolat urcité klinické obtize

MocC novorozencu je rutinné vySetfovana




Glutathion a prenos aminokyselin (gama-
glutamylovy cyklus
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y-glutamylaminokyselina “

cysteinylglycin
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Glutathion

y-glutamylcystein

(y-glutamylcysteinylglycin)

y-glutamyltranserasa (GGT) v
ledvinach (plasmaticka membrana
renalnich tubultd) a v ER
hepatocytu.

GGT ma diagnosticky vyznam u
hepatobiliarnich poruch
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Metabolicky obrat (turnover) proteinu

* Rychlost turnoveru proteinu:
— kratkodobé p. (regulacni, Spatné slozené) — polo¢as minuty

— dlouhodobé p. (vétSina bunécénych proteint) — polocas dny,
tydny

— strukturalni p. (kolagen) — metabolicky stabilni
e Odbourani proteinu:

— systém ATP-dependentniho ubiquitinového proteasomu (cytosol)
- endogenni proteiny

— systém na ATP nezavislych lysosomalnich enzyma (kyselé
hydrolazy atd.) = extracelularni, povrchové membranové p.



Proteasy podilejici se na
metabolismu/odbouravani proteinu

Klasifikace Mechanismus Uloha
Katepsiny Cysteinové proteasy Lysosomalni enzymy
Kaspasy Cysteinové proteasy Stépici za Apoptosa; aktivované z

aspartatem prokaspas
Matrixové Zinek jako kofaktor Degradace extracelularni

metaloproteinasy

matrix, regulace inhibitory
TIMPs (tissue inhibitors of
matrix metalloproteiinases)

Proteasom

Velky komplex — degradace
ubiquitinem znacéené proteiny

Metabolicky obrat protein(

Serinové proteasy

Serin v aktivhim misté spole¢né s
histidinem a aspartatem

Mnoho enzymu odbouravani
proteiny; koagulace, aktivované
ze zymogenu

Kalpainy

Cysteinové proteasy, vapnik jako
kofaktor

Rada Uloh v bunééné
metabolismu




Ubiquitin-proteasom

Tandemoveé spojené
molekuly ubiquitinu

Ubiquitin

Buneécny

: Fragmenty
protein

proteinu



Proteiny

Dusikova bilance

Tkarnové proteiny

A
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Hotovost

Puriny, hem, atd.
Energie

/

Z potravy

\ 4

aminokyselin

Vylouceni jako
mocovina a
NH,*

Mnozstvi dusiku pfijatého v potrave je v rovnovaze s vyluéovanim
jeho ekvivalentninho mnozstvi. Asi 80% vylouc¢eného dusiku je ve

formé mocoviny.




Oxidace aminokyseliny a tvorba mocoviny
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Zdroje amoniaku

 Amoniak pochazi z katabolismu aminokyselin a ty
predevsSim z odbouravani proteinu — jak prijatych
potravou, tak endogennich:
> travici enzymy

» proteiny pochazejici z odlouc¢enych bunék povrchu
GIT

» svalové proteiny
» hemoglobin
» intracelularni proteiny (poskozené, nepotfebné)
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Transport aminodusiku

pri odbouravani svalovych
bilkovin

Glukoso-alaninovy cyklus

Alanin vyplaveny ze svalu a perifernich
tkani, je pouzit pro glukoneogenezi v
jatrech a glukoza je opétovné vychytavana
svalem a perifernimi tkanémi— pyruvat —
alanin atd.

Aminodusik z alaninu je v jatrech pouzit pro
syntézu mocoviny.

(Obdoba cyklu Coriovych).

Obrazek pevzat z gebnice D. L. Nelson, M. M. Cox :LEHNINGER. PRINCIPLES OF BCHEMISTRY Fifth edition



Amoniak musi byt odstranovan:

 Amoniak je toxicky, zejména pro CNS, protoze reaguje s
a-ketoglutaratem, a tak snizuje jeho dostupnost pro
citratovy cyklus = kolaps CC a nasledné i syntézy ATP.

|

* Pri poskozeni jater nebo vrozené metabolické poruse,
kdy stoupa koncentrace amoniaku, se muze objevit tfes,
nezretelna reC, rozmazané vidéni, koma a smrt.

 Normalni koncentrace amoniaku v krvi: 30-60 pM



Pfehled katabolismu ™mean™ 2 MOZNOSTI
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Odstraneni dusiku z aminokyselin

o-aminokyselina o-ketokyselina
o-ketoglutarat L- glutamat

mocovina



Odstranéni dusiku z aminokyselin

Krok 1: odstranéni aminoskupiny
Krok 2: presun do jater
Krok 3: vstup do mitochondrie

Krok 4: priprava dusiku pro vstup do mocovino-
veho cyklu

Krok 5: mocovinovy cyklus




Exkre¢ni formy dusiku

a) b) c)
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kyselina mocova

a) prebytek NH,* se vyloucCi jako amoniak (bakterie, vodni
obratlovci nebo larvy obojzivelnikl),

b) mocovina (mnoho suchozemskych obratlovcu),
c) nebo kyselina mocCova (ptaci a suchozemsti plazi)



Krok 1. odstraneni aminoskupiny

* Prenos aminoskupiny aminokyseliny na a-ketokyselinu
= puvodni AK se méni na a-ketokyselinu a naopak:
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I |
O O




« Transaminaci katalyzuji transaminasy
(aminotransferasy) s koenzymem pyridoxalfosfatem:
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Krok 2: presun aminoskupiny do jater

600" Aminoskupina z mnoha a-aminokyselin
HN—C—H se shromazduje v jatrech ve forme
EE \\Q"‘P” aminoskupiny L-glutamatu.
(13007 NAD(P)H ] _ i ] ,
Glistamate _ _ Oxidativni deaminace glutamatu
o (glutamatdehydrogenasa) — uvolnéni
P HyoN =C . . .,
Glutamat - NH, (mitochondrie) v jatrech.
dehydrogenasa ox,
.
CO0" - Co0" , , o,
i Jaterni glutamatdehydrogenasa - jedina
<:;H2 N;*;O z enzym u schopna vyuzivat NAD * |
CH, NADP* jako akceptory redukujicich

COO~

a-Ketoglutarate

ekvivalent u.



Transdeaminace - kombinované pusobeni
transaminasy a glutamatdehydrogenasy

H,0

ketokyselina glutamat NAD(P)

glutamatjdehydrogenasa

aminokyselin



Latky dopravujici dusik

1. Glutamat
pfenasi jednu aminoskupinu UVNITR bunék:

transaminasy — na a-ketoglutarat prenaseji
aminoskupinu za vzniku glutamatu

Glutamatdehydrogenase — opacna reakce
2. Glutamin
prenasi dvé aminoskupiny MEZI bufikami — uvolni je v
jatrech
3. Alanin
prenasi aminoskupinu ze tkani (svalu) do jater



Glutamin transportuje

. v vewiw (ofelop
amoniak z krevniho recisté |
CH2 )
| Glutamat
., voxs , CH>
Nejvyznamnejsi transportni H(I: +
forma aminodusiku v Kkrvi. | NH3
COO0~
glutaminsyntetasa . l
+ Pj
Glutamin transport do jater o
Mitochondrie hepatocytti — {I:H
glutaminasa — uvolnéni NH;, 2 Glutamin
glutamin se méni zpét na glutamat. i|3H2
+
NH; se v mo¢ovinovém cyklu méni na H‘l?— NH3
mocovinu. coo-

Copyright © 1997 Wiley-Liss, Inc.

Obrazek prevzat z u¢ebnice: Devlin, T. M. (editor): Textbook of Biochemistry with Clinical Correlations, 4th ed. Wiley-Liss, Inc., New York, 1997.
ISBN 0-471-15451-2
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Zdroje NH; pro mocovinovy cyklus

Oxidacéni deaminace Glu, nahromadéného transaminacemi a
glutaminasovou reakci; vznika a-ketoglutarat a amoniak, ktery v
jatrech vstupuje do mocovinoveho cyklu.

Glutaminasova reakce — uvolfiuje amoniak, ktery v jatrech
vstupuje do mocovinoveho cyklu (v ledvinach do moce).

Katabolismus Ser, Thr a His rovnéz uvoliiuje amoniak:

Serin - threonin dehydratasa

Serin —»— pyruvat + NH,*
Threonin —— a-ketobutyrat + NH,*

Amoniak produkuji také strevni bakterie.



Shrnuti:

* Nositelé dusiku = glutamat, glutamin, alanin

e 2 enzymy mimojaterni, 2 enzymy uvnitf jater:
— transaminasa (PLP) — a-ketoglutarat — glutamat

— glutamatdehydrogenasa (bez PLP) — glutamat — a-
ketoglutarat (v jatrech )

— glutaminsynthasa — glutamat — glutamin
— glutaminasa — glutamin — glutamat (v jatrech )



Krok 3: vstup dusiku do mitochondrie
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Krok 4: priprava dusiku pro vstup do
mocovinoveho cyklu
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Krok 5: mocovinovy cyklus
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Oxaloacetat — aspartat

Fumarate Arginine Urea
Malate
Aspartate-argininosuccinate Arginino- Bl:i?a Ornithi
shunt of citric acid cycle succinate - rnithine
Aspartate Cit\rulline Cytosol
Aspartate Citrulline Ornithine
a-Ketoglutarate
Glutamate Carbamoyl
phosphate
NADH
NAD™
Malate Citric
acid
3 cycle J Mitochondrial
Fumarate / matrix

\&4/



Mocovinovy cyklus — opakovani,
sled reakci

Karbamoylfosfat - jeho tvorba v mitochondriich je
nezbytnym predpokladem pro mocovinovy cyklus

— (karbamoylfosfatsynthetasa)
Citrulin —tvorba z karbamoylfosfatu a ornithinu
— (ornithintranskarbamoylasa)

Aspartat poskytuje dalSi dusik pro tvorbu argininosukci-
natu v cytosolu

— (argininosukcinatsynthasa)

Tvotba argininu a fumaratu

— (argininosukcinatlyasa)

Hydrolyza argininu na mo ¢ovinu a ornithin
— (arginasa)



Bilance mocovinového cyklu

NH; + CO, + 2ATP — karbamoylfosfat + 2ADP + Pi
karbamoylfosfat + ornithin — citrulin + Pi
citrulin + ATP + aspartat — argininosukcinat + AMP + PPi
argininosukcinat — arginin + fumarat
arginin — mocovina + ornithin

Celkem: 2NH; + CO, + 3ATP = mocovina + 2ADP + AMP +
PPi + 2Pi



Regulace mocovinového cyklu

Aktivita je regulovana na dvou urovnich:

potravou jsou primarné proteiny — hodné mocoviny
(aminokyseliny se vyuziji jako zdroj energie)
Dlouhodobé hladovéni — odbouravani svalovych
proteinu — hodné mocoviny také

Rychlost syntézy ¢tyf enzymu mocovinového cyklu a
karbamoylfosfatsynthetasy | (CPS-I) v jatrech je
regulovana zménami danymi pozadavky na aktivitu
mocovinoveho cyKlu.



Regulace mocovinového cyklu

* Velmi rychle se enzymy syntetizuji

— béhem hladoveéni
— u diety s vysokym obsahem proteinu

 Pomalu se enzymy syntetizuji
— U dostatecCné stravy obsahujici cukry a tuky
— U bezproteinové diety



Regulace mocovinového cyklu

N-acetylglutamova kyselina —
alostericky aktivator CPS-|

* Vysoka koncentrace Arg —
stimulace N-acetylace
glutamatu acetyl-CoA

o COO"
V4 -
CHj —C\ + H3N—([3—H
S-CoA CH2
Acetyl-CoA | Glutamate
(|3 2
COO~
N-acetylglutamate
i ,\“.‘lllhiii‘u @ Arginine
CoA-SH
P
CH3—C—NH—(|I—H
"
i
COO~
N-Acetylglutamate
|
|
|
|
2ATP é 2ADP + P, 0 0
| |
HCO:; + NHI (';tr'i_y.Llnu\'{]tbph‘ll(- * H2N_C_O_P_O_
~}‘11l.|1t-l;1>\' I (I)—

Carbamoyl phosphate



Enzymatické poruchy
mocovinoveho cyklu



Toxicita amoniaku

Jaterni encefalopatie

* Vysoka hladina amoniaku v krvi a jinych biologickych tekutinach —
difze amoniaku do bunék, pfes hematoencefalickou bariéru —
zvySena syntéza glutamatu z a-ketoglutaratu, zvySena syntéza
glutaminu.

« vycCerpani a-ketoglutaratu z CNS — inhibice citratoveho cyklu a
produkce ATP.

* Neurotransmitery — glutamat (excitacni neurotr.) a GABA (inhibiéni

neurotr.), mohou prispivat k nezadoucim ucinkum na CNS - bizarni
chovani.



Deficience N-acetylglutamatsynthasy:

Nedostatek nebo geneticka mutace enzymu (autosomalné
recesivni) — selhani mocovinového cyklu.

Tézka novorozenecka porucha s fatalnimi nasledky, neni-li zjisténa
ihned po porodu.

Hyperamonemie a celkova hyperaminoacidemie u novorozencu
(jatra nejsou schopna syntetizovat N-acetylglutamat).

Mezi Casné priznaky patfi apatie, zvraceni a hluboké bezvédomi .

Lééba: podava se strukturalni analog N-karbamoyl-L-glutamat —
aktivuje CPS-I, snizuje intenzitu poruchy.



Hyperamonémie | (porucha karbamoylfosfatsynthetasy,
CPS I)

autosomalné recesivni metabolicka porucha, spojena s rozvojem
mentalni retardace a vyvojovym opozdénim.

Hyperamonemie je pozorovana u 0 — 50% mnozstvi syntetizované
CPS-I v jatrech oproti normalu.

Lécba: podava se benzoat a fenylacetat, vznikly hippurat a Phe-Ac-
GIn se vylouéi moci:

CO0 C|J COO
HyN—CH OCHE_CTECH
UCH2-COO . (?;H2 — e CH,
?Hp ATP  AMP+ PP C|JH2
C=0 C=0
A, N,

Phenylacetate - Glutamine Phenylacetylglutamine



Hyperamonémie |l (porucha ornithintranskarbamoylasy,
OTQ).

NejCastéjSi, nejobvyklejSi porucha mocovinového cyklu, v dusledku
zmutované a neucinné formy enzymu.

Recesivni na X chromosom vazana porucha, zpusobena fadou

V&b &d

u zen (muzi jsou asymptomatickymi heterozygoty).

Dochazi k mentalni retardaci a zpozdéni vyvoje.



Citrulinémie; citrulinurie - porcha argininsukcinatsyntetasy

autosomalné recesivni metabolicka porucha, neschopnost
kondenzace citrulinu s aspartatem.

Hromadéni citrulinu v krvi, ve velkém mnozstvi je citrulin vylucovan
do moci.

Citrulinemie typu | - obvykle se projevuje v prvnich dnech zivota.
Citrulinemie typu Il - pfiznaky a symptomy se obvykle projevi az v
dospélosti a postizen je hlavné nervovy systém.

Lééba - specifickd ndhrada argininem pro syntézu proteind a
tvorbu kreatinu a ornithinu.



Argininosukcinaturie - porucha argininosukcinatlyasy

Vzacné autosomalné recesivni onemocneéni, argininosukcinat je
vyluCovan ve velkém mnozstvi do moci.

Zavaznost priznaku se znacne lisi, je proto tezké urcit vhodnou
terapii - vhodné je dietni omezeni dusiku .

Argininémie - porucha arginasy
Vzacné autosomalne recesivni onemocneéni, vznika fada abnormalit
ve vyvoji a funkci CNS.

Hromadéni Arg v krvi a vyluCovani Arg a prekurzoru a produktt jeho
metabolismu v moci.

Lécba — dieta s nizkym obsahem dusiku s obsahem esencialnich
aminokyselin.



Hlavni zdroj pro pfednasku: D. L. Nelson, M. M. Cox :
LEHNINGER. PRINCIPLES OF BIOCHEMISTRY Fifth edition



