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Nukleové kyseliny: Nukleové baze, nukleotidy, primarni struktura NK.
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9. Metabolismus bilkovin a aminokyselin
10. Mocovinovy cyklus a metabolismus dusiku
11. Biosyntéza aminokyselin
12. Test3

Opravné terminy zapodctu
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PODMINKY ZiSKANI ZAPO CTU

« Ugast ve vyuce: max. 1 neomluvena absence (vice absenci: jen nemoc — lékafské
potvrzeni, fesi se individualné)

o Testy (3), min. 50% z celkového poctu bodd => zapodet v fadném terminu
e Souhrnny test z u€iva celého semestru => z4pocet v 1. (2.) opravném terminu
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MAXAM-GILBERTOVA METODA SEKVENOVANI
NUKLEOVYCH KYSELIN

Provede se Stépeni pred:
G (DMS/AT)

G+A (H*/AT)

C (hydrazin, 5M NacCl)
C+T (hydrazin)

Priklad:
5 3

P-TGTAGGAGCT

St&peni pfed G (DMS/AT) vede ke vzniku fragmentd:
32P-TGTAGGA

32P-TGTAG

32P.TGTA

32p.T

K jinym soubortim fragmentt povedou Stépeni pfed G+A, pfed C a pfed C+T.



MAXAM-GILBERTOVA METODA SEKVENOVANI
NUKLEOVYCH KYSELIN

DETEKCE FRAGMENTU SEPAROVANYCH ELEKTROFOREZOU
NA FOSFOIMAGERU
(detekce radioaktivity - vizualizovany jsou pouze 3?P znadené fragmenty)
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Obr. 29-1

Ustiedni dogma molekularni biologie. Piné &ervené Sipky
oznaCuji typy pfenosu genetické informace, probihajiciho
v bunce. Specidini pfenosy jsou oznaleny pferusovanymi
Sipkami: RNA-polymerasa, fizena RNA, je pfitomna v jistych
virech i v nékterych rostlindch (kde méa neznamou funkci);
DNA-polymerasa, fizena RNA (reverzni transkriptasa), se
vyskytuje v nékterych RNA-virech; a DNA pfimo uréujic
protein neni znama, ale zda se, Ze jeji existence neni zcela
neredlnd. K pfenosu informace v jingch neZ vyznacenych
smérech, tzn. protein ur€ujici DNA nebo RNA, v3ak ne-
dochazi. Jinymi slovy, proteiny jsou pouze pfljemci gene-
tické informace.

Biochemie nukleovych kyselin



CHEMICKA MUTAGENEZE

Tripletni charakter genetického kodu byl, objasnén uZitim chemickfbh mutagenu, které indukuji mutace. Pred
vlastnim studiem genetického kodu probereme nejprve tyto latky. Existuji dvé hlavni tfidy mutaci:
1. Bodové mutace, pii kterych je jeden par bdzi nahrazen druhym. Tyto mutace je dale mozno rozdélit na:

a) Pfechody (transitions), pfi kterych je purinov4 baze nahrazena opét purinem a pyrimidinovi baze pyrimidinem.
b) Piesmyky (transversions), pfi kterych je purinové baze nahrazena pyrimidinovou a pyrimidinova purinovou.

2. Inzeréné-deleéni mutace, pfi kterych dojde k vypadnuti (deleci) nebo vloZeni (inzerci) jednoho nebo vice parii bazi ze
sekvence DNA.

Biochemie nukleovych kyselin
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PREHLED AEROBNIHO
METABOLISMU

proteiny cukry lipidy

I aminokyseliny - glukosa ‘asmé kyseliny a glyceroll

ADP = ATP
~—NAD® —— 9'vkolyza L SaADE -

-

pyruvat . .A)

CO, )

AcetylCoA ~+——

~

—NAD*—+  citrastoy =~ ——NADH +—|

—— FAD — cyklus ~——FADH , »—|
CO,

~——<NAD*- oxidaéni <-NADH —

= FAD - fosforylace «~FADH, —

Obr. 15-3

Slozité metabolity, jako jsou sacharidy, lipidy a proteiny, jsou
nejprve degradovany na své monomerni jednotky, hlavné
glukosu, mastné kyseliny a aminokyseliny, a dale na spolecny
meziprodukt — acetyl-CoA. Acetylova skupina je poté
oxidovana kyslikem na oxid uhliCity pfes citratovy cyklus za
soucasné redukce NAD* a FAD. Reoxidace téchto koenzyma
pies fetézec prenosu elektron a oxidacni fosforylaci vede ke
vzniku vody a ATP.



oxidované forma

redukovana forma

nikotinamid < ( NH, + 2|H:| = ! NH, + H”

L\

O

D-ribosa < H H

, adenosin

X=H nikotinamidadenindinukleotid (NADY)
X = PO42- nikotinamidadenindinukleotidfosfiat (NADP*)

Obr. 12-2

Struktury a reakce nikotinamidadenindinukleotidu (NAD")
a nikotinamidadenindinuklectidfosfatu (NADP™) Jejich
redukované formy jsou NADH a NADPH. (V starsi litera-
tufe jsou nazyvany difosfopyridinnukleotid DPN* a tri-
fosfopyridinnukleotid TPN* a jejich redukované formy
jsou oznacovany DPNH a TPNH.) Tyto slouéeniny sou-
hrnné nazyvané nikotinamidové koenzymy nebo pyri-
dinnukleotidy (nikotinamid je derivat pyridinu) pusobi
jako intracelularni pfenasece elektronu. VSimnéme si, Ze
jen nikotinamidovy kruh se v reakci méni. Redukce
formalné dovoluje pfenos dvou vodikovych atomu (H-)
ackoli ve skutetnosti se redukce muZe uskuteénovat
jinym mechanismem.
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Obr. 14-27

Molekulovy vzorec a reakce koenzymu flavinadenindinukleotidu (FAD). Termin “flavin® je totozny s isoalloxa-
zinovym kruhovym systémem. Zbytek D-ribitolu je odvozen od cukru -ribosy. FAD mUZe byt napll redu-
kovan na stabilni radikal FADH" nebo piné redukovén na FADH; (obdéiniky). Proto kazdy enzym obsahujici
FAD se pohybuje mezi dvéma oxidaénimi stavy FAD. FAD je vétSinou pevné vazan na své enzymy tak, Ze
tento koenzym je normainé spiSe prostetickou skupinou neZ kosubstrétem, jak je tomu napf. v piipadé
NAD*.
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GLYKOLYZA — VARIANTY A BILANCE

GLYKOLYZA

<

glukosa

2ADP 2NAD"
+ 2P, \ /
fruktosa-1.6-
bistosfat

2ATP Aj l \‘\ 2NADH

2 pyruvit

anaerobni oxidace anaerobnf
mlé¢né alkoholové
kvaSeni — kvaseni
CITRATOVY
CYKLUS

oxidacni

60
2NADH~ o ks, V . sznﬂ

Y 1

fosforylace
2NAD+4/
2NAD+<4

Obr. 16-1

Glykolyza pfeménuje glukosu na pyruvét pii soucasné
tvorbé dvou molekul ATP. Za anaerobnich podminek
probiha dalsi degradace pyruvatu jako alkoholové
kvaseni u kvasinek nebo redukce na mlécnou kyselinu
ve svalu. Za aerobnich podminek je pyruvat oxidovan na
vodu aoxid unlicity pfes citratovy cyklus a oxidacni
fosforylaci.

2NAD*

2 laktat 6C0O; + 6H0 2C05 + 2 ethanol

Metabolismus a biosyntéza

sacharidu



GLYKOLYZA — PR UBEH
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Metabolismus a biosyntéza
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Obr, 21-7

Dréhy glukonacgeneze a glykolyzy, Tii odislovand kroky,
které Jsou v glukoneogenezi katalyzovény odiSnymi en-
zymy, jsou oznateny dervenymi dipkami. Zmény Gibbsovy
volné energle reakci ve smiru glukoneogeneze za fyzlo-
logickjch podminek v |étrech jsou uvedeny vzdvorkech
v kJ/maol,

Givkoljza:
glukosa + 2NAD* + 2ADP + 2P —
2pyruvit + 2NADH + 4H* + 2ATP + 2H;0

Glukoneogeneze:
Zpyruvit + 2NADH + 4H* + 4ATP + 2GTP + 6 H;0
— glukosa + 2NAD* + 4ADP
+ 2GDP + 65
Celkové:

2ATP + 2GTP + 4H;0 — 2ADP + 2GDP + 4P

Takové ztrity volné energic v cyklickém procesu jsou
termodynamicky nevyhnutelné. Jsou cnergetickou cenou,
kterd musi byt zaplacena za udrZeni nezdvislé regulace
obou drah.



CORIHO CYKLUS

jatra

clukosa

[}

ADP + GDP + P, =—_

glukoneogeneze
ATP + GTP —

laktat

krev sval Obr. 21-9 : = .
Coriho cyklus. Laktat vznikajici glykolyzou ve svalu je
— eplukosa —e glvkoges transportovan krevnim fecistém do jater, kde je pfeménén

v glukoneogenezi na glukosu. Ta se vraci krevnim fecistém
zpét do svalu, kde miZe byt uskladnéna v podobé glyko-
genu,

P+ ADP

L

glykogenolyza
a glykolyza
ATP *~

Metabolismus a biosyntéza
sacharidd
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Obr, 21-22

Pentosovy cyklus. Cisla u $ijpek znamenajl poget molekul vstupujicich do cyklu bEhem jedné obratky, pli pfeménd tfech
molekul Glc-6-P na tfi molekuly CO», dvé molekuly Fru-6-P a jednu molekulu Gra-3-P. Poginaje reakci 3 jsou cukry pro vétsi
nazornost uvedeny linearmimi (Fischerovymi) vzorci. Uhlikova kostra Rbs-5-P a atomi od n&ho odvozenych jsou zndzornény
&ervend. Jednotky C, pfenasené transketolasou jsou vyznaceny zelend, jednotky C; pfenéSené transaldolasou modfe.



CH;-CO-COO- pyruvat

KREBSUV CYKLUS ,
pyruvat DH
+
CoA £ NAD oxidaéni
fc—cZ dekarboxylace
0 SCoA CO, + NADH
malat DH +30,0 HiC—C / acetyl-CoA
' ®
CoA
OH -31,5
HztI: —CH citrat- OH
|
®o0c co0® synthasa H,c-—t':—-cuz

| |
) malét ®ooc  c00® coo®
fumarat DH@ Cisla uvedena u reakci jsou -
hodnoty AGo (kJ/mol) e

+H;0//-H0 +1,3
-3 H
8 (2) akonitasa
H /cooe
N e
. oc ; HO—CH—CH—CH,
e |
fu

| |
it So0c  c0o0® c00®
isocitrt
sukcinat DH (&) 0
FAD

oA

|
®o0c c00® ®
GOP+ I
sukcinat €00
@ a-oxoglutardt
sukcinyl CoA .33 ”zf-f“z a-oxoglutarat DH
synthetasa 02 (00®
CoAs”

sukcinyl-CoA



GLYOXYLATOVA DRAHA
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ZLUCOVE KYSELINY A CHOLESTEROL

Obr. 23-52

Struktura hlavnich Hudovych Kyse-
lin a jejicn konjugétd s glycinem
a s taurinem.
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Metabolismus a biosyntéza lipidu
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B-OXIDACE MASTNYCH  w b b coun
KYSELIN hoH

acyl-CoA
ETF:ubicl I — ——
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Obr. 23-8
H (I? p-Oxidace acylkoenzymu A.
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(kratsi 0 2C)

Metabolismus a biosyntéza lipidu



BIOSYNTEZA MASTNYCH
KYSELIN

1
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0
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CH;— C—SACP
malonyl-ACP

Obr. 23-26
Pofadi reakcl! pfi biosyntéze mastnych
kyselin, Pfi tvorbé palmitatu se opa-
kuje sedm cyklu prodlouZeni fetézce
o Cp, nacez nasleduje finalni hydro-
lyticky Krok.

12



ROZDILY MEZI B-OXIDACI A
BIOSYNTEZOU MASTNYCH
KYSELIN

CoAje == 1:_‘_.___“__ ACP je
L prenasecem . renaseCem
/—_’ ay I-CoA |C“.:) acylovych 2- gCVlOV\;’Ch 35}’1'ACP(CM3)
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elektronil Ne— ——C elektronti o ¥
|ppm— —
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H,0 e g } - H.0
— __ “x_ -
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skupina - — . AyEs) > ) A
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. ) ! = ’ T
i . H_ . ;:??pté:e1l1 = 3 ‘TADPHJE ! A
NADH + H E'Iektrﬂ“l’l — Ol‘lﬂrem. NADPH + "‘l
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ff-oxoacyl-CoA — p-oxoacyl-ACP
3 '_\.\'Wt}fené C-_.- ’ . __ vvchozi donor CoA + (O
Acetvl-CoA ‘*‘_"““l‘kc‘.‘ 49 - 5— C,-jednotky Malonyl -CoA
s acetyl-Lo e je malonyl-CoA
acyl-CoA(C ) £ acyl-ACP (C) P 4

Obr. 23-23

Znazornéni rozdild mezi drahami p-oxidace a biosyntézy mastnych kyselin se zvlastnim zfetelem na: (1) umisténi v burce,
(2) pfenasel acylové skupiny, (3) akceptor/donor elektronu, (4) stereochemii hydrataéni a dehydratacni reakce a (5) formu,
v jaké jsou tvofeny nebo poskytovany jednotky C,.

Metabolismus a biosyntéza lipidu 13



STEPENI FOSFOLIPIDU: FOSFOLIPASY

fosfolipasa A,

O O
" v H,0 R,—C—OH ” Obr. 23-1 -
0 CH,—0—C—R, ' ' CH,—0—C—R, Fosfolipasa A, hydrolyticky
| = S ; | odstépuje Cy-zbytek mast-
R, {'—-U—-[I'.'H ¢|:I> it - H-—O—tllﬂ ‘i? né kyseliny z triacylglyce-
3 fosfolipasa A, rolu za vzniku odpovidajici-

CHmO=P=07X 5 Iysofosfolipidu. Jsou vy-

0 0" znaéeny také vazby hydro-
lyzované jinymi typy fosfo-
lipas, které jsou nazyvany
fosfolipid lysofosfolipid podle jejich Géinku.

CHy;—07P<0—X

fosfolipasa C fosfolipasa D

Metabolismus a biosyntéza lipidu 14



TRANSPORT ELEKTRON U DO MITOCHONDRIALNI MATRIX

coo™ (i't'x')'
|
HO—C—H lI(J—(l“li
|
CH. cH.
|
Coo™ Coo™
malat malat
‘-‘-__-_-_____-— _———___--.-_"

% it pfenasiol 2 5. : AD®
malit- NAD* ™ 2-oxoglutarat Pren: % 2-oxoglutarat NAD
dehvdrogenasa 1 malét-oxoglutaratovy 3 malatdehvdrogenasa

o i e T~ »NADH + H"
H* +NADH coo™ Coo N +
| I
oxalacetat ﬁ”' ﬁ“-‘ oxalacetat
(i‘( 0~ cH CH (l‘n( i
; | - I
(|=U C=0 C=0)
3 | I
(T H. COo™ coa
(alslon
COo™ (I OO0~
CH. CH
6 | |
pspartatamim (.l'H (l'H-
ansderas [ll.’:'—(_‘H 1'|,,{'_(_'H el
| |
; Coo™ coo™ ;
aspartat st i : aspartat
Coo" glamal Lt S pItAMAL oo

s = + |
i prenased L}

= : . -
BN |l glutamat-aspartatovy H:N LlH

CH. 5 CH-
[ |
Cog™ coo™
vnitrni
mitochondrialni
cytosol membrana matrix

Obr, 20-7

Malat—aspartatové kyvadio. Transport elektrond z cytosolového NADH na mitochondridini NADH (znazornéno dervensd jako
prenos hydridu) v krocich 1 az 3. Béhem krok( 4 az 6 pak dochézi k regeneraci cytosolového oxalacetatu.

Respiracni fetézec



RESPIRACNiI RETEZEC

0.4 |
NADH — == NAD"-0.315 V)

i +‘-
.2 - komplex | it

| = -=== neho

umytal
0030V komplex I
sukcmdt ——— FADH. —» o) (+0.045 V)
Q- ‘l. ¢
[umarat komplex 11 : '
e iy a----anamycin A
oz
.;:,'[._ughrnm T (+0.235 V)
0.4 — l
komplex IV

| S h| e

l:lll';.
[ 2‘

= - LY
DE ZH® = $0; —— H,01+0.815 Vs

Obr. 20-8

Retézec transportu elekirend v mito-
chondriich. Standardnl  reduk&ni
potenc dly nejpohyblivéjsich kormpo-
nent feldzce (zelend) jsou zna-
zomény jako body, modfe jsou zna-
zomeéna misla, kde je ziskavana
volna energie dostadujici pro syntézu
ATP a darvand mista plsabani niko-
lika raspiradnich inhibitord,

Rychlost, jakou milochon-
dridlni suspenze spolfebovivd Oy,
1¢ citlivim méfitkem funkee feléece
transporlu clekirond. Liec ji vhodné
méfit  kyslikovou  elektrodou
{obr. 20-9). Litky inhibujici trans-
port clektrond (jak lze soudit
Zjcjich Afinku na dbyick O:
v tomlo experimentilnim uspofidi-
ni) json neocenitelnymi experimen-
tilnimi pomoeniky pfi zkoumdni
cest toku clektronli kaskidou a pro
urdovani vatupnich mist elektroni
zriiznych substratd, K nejudited-
néjsim  takovym  Litkim  patfi

rotenon (rostlinng jed poufivany amazonskymi Indidny k triveni ryb a sloufici rovniZ jako insckticid), amytal

(barbiturdr), antimycin A (aatibiotikum) a kyanid.

Tvorba ATP probiha za katalyzy ATPasy diky

gradientu [H+], vytvoienému komplexy I,IV a CoQ

Respiracni fetézec
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RESPIRACNiI RETEZEC

komplex |

mezimembranovy
prostor

vnitini o
mitochondrialni
membrana

matrix NADH +

Obr. 20-13

Schéma mitochondriainiho fetézce transportu elektronl znazornujici cestu prenosu elektrond (Gerné) a *pumpovéni® protond
(Cervené). Elektrony jsou pienaseny mezi komplexy | a lll v membrané rozpustnym CoQ a mezi komplexy Il a IV perifernim
membranovym proteinem — cytochromem c. Komplex Il (neuveden) pienasi elektrony ze sukcindtu na CoQ. (Ve svétle

komplex il

novych méfenl jsou stechiometrie pfenosu H* odlisné; viz text.)

Respiracni fetézec
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RESPIRACNiI RETEZEC

Qbr. 20-22

't':.isuka' [H*]
5

H
Il
4+ + 1 ++ I ++ , R
'l'-|-+
o
nizka [H*] /!\ &7

JQ-D'J Hiﬂ e

Spfadeni lransportu elektrond (zelend Xipka) a syntézy ATP tvorbou elexirochemickéha gracientu protonl na wnitini mito-

gonicky révrat pohdnl symézuATP (Servend Sipky).

chondriéini membrénd, H* jsou béhem transperu eleklrond "pumpaovany® ven z mitochondre (modré sipky) a jejich exer-

Respiracni fetézec 20



RESPIRACNI RETEZEC — TVORBA ATP

ADP + P, ATP

1
F, (9 nm)

matrix
L,
'

stonek (5 nm)

Obr. 20-28
(a) Elektronova mikrofotografie rekonstituované mitochondridini ATP-synthasy (F.F¢-ATPlEy) a (b) schematické znazorneni
predpokladaného umisténi jejich podjednotek.

H*

Respiracni fetézec
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FOTOSYNTEZA: 1. SVETELNA FAZE
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FOTOSYNTEZA:

2. TEMNOSTNI FAZE=
CALVINUV CYKLUS
(tvorba glukosy)

(IZHEOPUﬁ
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Obr. 22-23

11 transketolasa

Calvinlv cykius. Pocet &ar v jednotlivych Sipkéch udévé, kolik molekul musi v daném kroku reagovat, aby se uskutegnila
jedna Upina otogka cyklu, kterd ze tii molekul CO, vytvofi jednu molekulu Gra-3-P. Pro piehlednost jsou pro vSechny cukry
uvedeny linearni vzorce, | kdyZ hexosy a heptosy existuji pfevaziné v cyklickych formach (sekce 10-1B). V polohach, jejichz
uhliky jsou vyznateny ervend, bude '*C po jedné oto&ce cyklu s 1YCO; jako substratem.
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METABOLISMUS AMINOKYSELIN

alanin
cystein
glycin
serin
threonin
tofan
tryp iacleucin
‘ threonin
o, wypitn
gl acetyl-CoA - = acetoacetat
leucin
; lysin
aspartat )
\  tyrosin
oxalacetit citrat
aspartét / CITRATOVY \
fenylalanin > fumarit  CyglUs isocitrat
0sin
W (O,

sukecinyl-CoA  2-oxoglutarat

isoleucin / CO, :gnn“m it

methionin glutamin
valin histidin
prolin
Obr. 248

Aminokyseliny jsou degradovany na jeden ze sedmi
obecnych meziproduktu. Glukogenni degradace je vyzna-
cena zelené, ketogenni cervené

Metabolismus bilkovin a
aminokyselin



METABOLISMUS AMINOKYSELIN (11)

Obr. 21-1

Metabolické drahy vzniku oxal-
acetétu z laktatu, pyruvatu a inter-
mediatd citrétového cyklu. Vsechny
aminokyseliny kromé leucinu a lysi-
nu mohou byt témito reakcemi
prevedeny na oxalacetét a dale na
glukosu.
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Metabolismus bilkovin a
aminokyselin
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MOGOVINOVY CYKLUS mitochondrie

0
£ 1 [
2ATP + HCOS { NH, J—= H,N—C—O0PO} + 2ADP + P,
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Obr. 244

Moé&ovinovy cyklus probiha ¢asteéné v mitochondriich a Casteéné v cytosolu, pfiéemz ornithin a citrullin jsou pfes
mitochondrialnl membranu pfenaSeny specifickymi transportrimi systémy. Cykly se Géastni pét enzymu: (1) karba-

moylfosfatsynthetasa, (2) ornithin-karbamoyltransferasa, (3) argininosukcinatsynthasa, (4) argininosukcinatlyasa a (5) argi-
nasa.
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