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LITERATURA

«  Elektronicka skripta Ulohy z biochemie, V. Mike$
 Prezentace
(IS MU: Studijni materialy/UCebni materialy)

PODMINKY ZiSKANIi ZAPOCTU

« Ugast ve vyuce: povolena 1 neomluvena absence (dalsi pfipadné absence =>
omluva pres studijni oddéleni)

* Testy (3), min. 70 % z celkového poctu bodl => zapocet v fadném terminu

» V pripadé omluvené absence v dobé testu narok na nahrazovaci termin testu — jeden
termin prvni tyden v lednu

* Souhrnny test z uCiva celého predmétu => zapocCet v 1. (2.) opravném terminu
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Voet D., Voetova J.G.: Biochemie. Victoria Publishing Praha, 1995.

Potacek, M.: Organicka chemie pro biology. Masarykova univerzita, Brno 1995.
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Obr. 1-5
Schéma zivoci$né bunky doplnéné elektronmikroskopickymi obrazky pfisluSnych organel.
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Kresba rostlinné buriky doplnéné elektronmikroskopickymi snimky jejich organel.
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Obr. 1-13  Priklad hierarchie biologickych struktur.
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Pristroj pro napodobeni syntézy organickych slou-
Cenin na prebiotické Zemi. Smeés plynd pripominajici
primitivni redukéni zemskou atmosféru je vystavena
elektrickym vybojtim, které simuluji G¢inek bleskd, za-
timco voda v systému cirkuluje tak, aby se nové vy-
tvorené slouceniny v ni rozpoustély a akumulovaly.

Baze nukleovych kyselin se také tvofily za pfedpokladangch
prebiotickych podminek. Adenin vznikd kondenzaci HCN,
hojné sloZky prebiotické atmosféry, v reakei katalyzované NH;
(sumérni vzorec adeninu je (HCN)s). Ostatni baze byly
syntetizovany podobnymi reakcemi, jichZ se tlastnily HCN a
H;O. Cukry vznikly polymeraci formaldehydu (CH,0)
vreakcich katalyzovanych dvojmocnymi kationty, oxidem
hlinitym, nebo jily. Asi neni nihoda, Ze tyto litky jsou
zdkladnimi sloZkami biologickych molekul. Zjevné to byly
nejobvyklejsi organické slouceniny v prebiotickych casech.

Tabulka 1-3

Vytéiky po pusobeni elektrickych vyboji

na smés CHy, NH3, H;0 a H;
Sloucenina Vytéziek, %
Glycin? 2,1
Glykolovi kyselina 19
Sarkosin 0,25
Alanin® 1,7
Miééna kyselina 1,6
N-Methylalanin 0,07
2-Aminomaselna kyselina 0,34
2-Aminoisomaselnd kyselina 0,007
B-Alanin 0,76
Jantarovi kyselina 0,27
Asparagova kyselina® 0,024
Glutamova kyselina® 0,051
Iminodioctova kyselina 0,37
Iminoacetopropionova kyselina 0,13
Mravenci kyselina 4,0
Octova kyselina 0,51
Propionové kyselina 0,66
2-Hydroxymaselné kyselina 0,34
Mocovina 0,034
N-Methylmo&ovina 0,051

2Pfirozené slozky proteini.



Tabulka 1-1
Molekulové sloZeni E. coli

Slozka Hmotnostni procento

H,0 70
Proteiny 15
DNA

RNA

Polysacharidy a jejich prekurzory
Lipidy a jejich prekurzory
Ostatni malé organické molekuly
Anorganické ionty
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JEDNO- A TRIPISMENNE ZKRATKY AMINOKYSELIN

Aminokyselina Tripismenna Jednopismenna Aminokyselina Tripismenna Jednopismenna
zkratka zkratka® zkratka zkratka?

Alanin Ala A Histidin His H
Arginin Arg R Isoleucin Ile I
Asparagin Asn N Leucin Leu L
Asparagova kys. Asp D Lysin Lys K
Asparagin nebo asparagova kys. Asx B Methionin Met M
Cystein Cys C Prolin Pro P
Fenylalanin Phe F Serin Ser S
Glutamin Gin Q Threonin Thr B
Glutamova kys. Glu E Tryptofan Trp W
Glutamin nebo glutamova kys. Glx Z Tyrosin Tyr Y
Glycin Gly G Valin Val A\

2 Pismenem X se zna¢i jednak neurfené aminokyseliny, jednak aminokyseliny nepatfici mezi zakladni.



DISOCIACE AMINOKYSELIN

|. DISOCIACE KARBOXYLOVE SKUPINY A AMINOSKUPINY

pKal pKaZ
R-CH-COOH <« R-CH-COO <« R-CH-COO

NH,* NH,* NH,

. DISOCIACE BOCNIHO RETEZCE
pKa3
1. -R nedisociuje
2. -RH < -R KYSELE AK: protonovana forma je nenabita
3. -RH = -R  BAZICKE AK: protonovana forma je kladné nabita

Typ disociace bocniho fetézce a jeho naboj pri daném pH lze rozlisit pouze na
zakladeé znalosti jeho chemicke struktury!!!



DISOCIACNIi KONSTANTY AMINOKYSELIN

AK pPK,1 pPK,, pK,3=pK, boéniho fetézce

Ala 2.3 9.9

Gly 2.4 9.8

Phe 1.8 9.1

Ser 2.1 9.2

Val 2.3 9.6 CH,—
Asp 2.0 10.0 3.9 -COOH E
Glu 22 9.7 4.3 -COOH N\/NHJ
His 1.8 9.2 6.0 -imidazolium

Cys 1.8 10.8 8.3 -SH

Tyr 2.2 9.1 10.9 -fenol

lys 22 9.2 10.8 -NH_+ HoN=C—=NH=CH,~CHy"CH,—
Arg 1.8 9.0 12.5 -guanidinium NH2+
Asn 2.0 8.8

Gln 2.2 9.1

Trp 2.4 9.4

Leu 2.4 9.6

lle 2.3 9.6

Met 2.3 9.2

Thr 2.2 9.1

Pro 2.0 10.6



TITRACNiI KRIVKA GLYCINU
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Obr. 4-5

TitracCni kfivka glycinu. Podobné jsou ionizovany také ostatni
monoaminomonokarboxylové kyseliny.
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UZAVIRANI CYKLU: ALDOSY
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UZAVIRANI CYKLU: KETOSY
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PREHLED AEROBNIHO
METABOLISMU
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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 pres citratovy cyklus za
soucasné redukce NAD* a FAD. Reoxidace téchto koenzymi

o v .
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Obr. 12-2

Struktury a reakce nikotinamidadenindinukleotidu (NAD")
a nikotinamidadenindinukleotidfosfatu (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 oznac¢ovany 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 skute¢nosti se redukce muZe uskuteérovat
Jinym mechanismem.
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FADH; (redukovana éﬂi hydrochinonové forma)

Molekulovy vzorec a reakce koenzymu flavinadenindinukleotidu (FAD). Termin "flavin® je totozny s isoalloxa-
zinovym kruhovym systémem. Zbytek p-ribitolu je odvozen od cukru p-ribosy. FAD mlzZe byt napdl redu-
kovan na stabilni radikal FADH' nebo pIné redukovéan na FADH, (obdéiniky). Proto kazdy enzym obsahujici
FAD se pohybuje mezi dvéma oxidaZnimi stavy FAD. FAD je vétSinou pevné vazéan na své enzymy tak, ze
tento koenzym je normainé spiSe prostetickou skupinou nez kosubstratem, jak je tomu napf. v piipadé

NAD*.
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GLYKOLYZA — VARIANTY A BILANCE

Obr. 16-1
GLYKOLYZA Glykolyza pfeménuje glukosu na pyruvét pii soucasné
@ tvorbé dvou molekul ATP. Za anaerobnich podminek
Tk probihd dalSi degradace pyruvatu jako alkoholové
‘ & "‘. " kvaseni u kvasinek nebo redukce na mlécnou kyselinu
iAfZ%P \ [ 2NAD ve svalu. Za aerobnich podminek je pyruvat oxidovan na
d vodu aoxid unliCity pfes citratovy cyklus a oxidacni
fruktosa-1,6- fosforylaci.
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GLYKOLYZA - PRUBEH
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2-fosfoglycerit
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ADP
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pyruvitkinasa Ay
m.4) OX 4 .::L a
ATP 3 [ ALIP 4+ P,
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ATP + CO,

o

2

(L1

glyceraldehyd-3-fosfit

]

»4.1)

1.3

({-22.6)

Wv 21'7

Dréhy glukoneogeneze a glykolyzy. Tii odislovand kroky,
kieré jsou v glukoneogenezi katalyzovany odliSnymi en-
zymy, jsou oznateny cervenymi Sipkami. Zmény Gibbsovy
volné energle reakci ve sméru giukoneogeneze za fyzio-
logickych podminek v jatrech [sou uvedeny v zdvorkdch
v kJ/mol.

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

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

2ATP + 2GTP + 4H;0 — 2ADP + 2GDP + 4P

Takové ztrity volné energic vcyklickém procesu jsou
termodynamicky nevyhnutelné. Jsou cnergetickou cenou,
kterd musf byt zaplacena za udrZenf nezévislé regulace
obou drah.



CORIHO CYKLUS

T - s Obr. 21-9
JaE rel Syl Coriho cyklus. Laktat vznikajici glykolyzou ve svalu je
slukosa — —splukosa —s glykogen transportovan krevnim fecistém do jater, kde je pfeménén

v glukoneogenezi na glukosu. Ta se vraci krevnim feCistém
zpét do svalu, kde mize byt uskladn&na v podobé glyko-

ADP+ GDP + P ‘\'-. P, + ADP genu.
glukoneogeneze glykogenolyza
a glykolyza
ATP + GTP — ATP &
\J
laktat «— laktat

Metabolismus a biosyntéza
sacharidd



PENTOSOVY NADPI+ H* .
¥ CH,0PO HESE=a CH;OH
CYKLUS so—& Lo
\0¥H C—OH H—C—OH
{ H— Cl‘ OH H —(I' — OH
H  OH < ;i . IOH CH,0PO} CH,0PO}
lukosa-6-fosfit -fosfogluno-
Y (G6P) 8-lakton * 6-fosfo- ribulosa-5-fosfat
*h glukondt (RuSP)
|
H 0
o
6 : 4
- H—( OH -
. ) ——
HO—C —H o H—C—0H ‘ e
.. | |
o_ H H—C —OH H—C — OH
it H—C —OH CH,OPO
H—C —OH + H—C —OH ribosa-5-fosfat
( H,0PO} CH,OPO? (RSP)
glyceraldehyd-3- sedoheptulosa-7- H,OH
fosfat (GAP) fosfat (STP) \_ p, 5 J
/ <
HO— H
H— OH
7
xylulosa-5-fosfat
\
( H:0H
i o, M -0
HO—C —H ( HO—C —H
H—( —OH H—C —OH H—C —OH
H—-‘| — OH + H—C —OH H—C —OH —OH
( H,0PO% ('H,0PO} C H,0PO} ( H,0PO}
fruktosa-6-fosfat ""-‘1!“'053'4' ruktosa-6-fosfit glyceraldehyd-3
(F6P) fosfit (E4P) (F6P) -fosfat (GAP)

Obr. 21-22
Pentosovy cyklus. Cisla u $ipek znamenaji pocet molekul vstupujicich do cyklu b&hem jedné obrétky, pii pfeméné tiech
molekul Glc-6-P na tfi molekuly CO, dvé molekuly Fru-6-P a jednu molekulu Gra-3-P. Pocinaje reakci 3 jsou cukry pro vétsi
nazornost uvedeny linedrnimi (Fischerovymi) vzorci. Uhlikova kostra Rbs-5-P a atom{ od ného odvozenych jsou znazornény
¢ervend. Jednotky C, pfenaSené transketolasou jsou vyznaceny zelend, jednotky C, pienasené transaldolasou modfe.



KREBSUV CYKLUS CH;-CO-COO" pyruvat

pyruvat DH
CoA + NAD* e
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. g séd | CO, + NADH
malat DH +30,0 HiL—C / acetyl-Cod
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| Coo 7Y
?H
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S00¢ coo® synthasa H!':"'-é——CHz
. [ I
, malét GDDC con® g
fumarat DH@ Cisla uvedena u reakci jsou ?u coo
hodnoty AGo (kJ/mol) cirat
+Hz0 1 - H:0 +13
-38 '
(z) akonitasa
=)
H\c—c’EDD
GDDC; “H HO—CH—CH—CH,

el

Hzl:-_';HI
a | | oA

ooc cop®
6DP+ (F)
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@ & -oxoglutardt

sukcinyl CoA 3 3 HC—CH;
h . ﬂ-.‘J | _EEI'.
synthetasa ¢ coo®
CoAs

®

a-oxoglutarat DH

sukcinyl-Coa



GLYOXYLATOVA DRAHA

GLYOXYSOM CYTOSOL MITOCHONDRIE
Il\IH: TH§
~00C—CH—CH,—C00" «—— ~00C— CH—CH,—C00"
4 as t
afpatac 2-0X0- — RO
glutarat 1 glutarat aspartataminotransferasa
glutamat . glutamat
(Il) Il
~00C—C—CH,—C00~ = ~00C—C—CH,—C00~
oxalacetat 0 oxalacetat
citratsynthasa — CH3—(||3—SC0A . ]ITI‘;Dth: H
2 stelslCan malédtdehydrogenasa
AL NAD*
COO (")H
“00C <l — L =CHE=000 ~00C—CH—CH,—C00~
_OH maldt
. citrat
akonitasa l 3 71 firdrasa

o0 H
Vit ~00C—C=C—C00~
~00C—CH,— CH—CH—C00" i

fumarit
OH
. isocitrat FADH,
;;Ox?lu = q 7| sukcinatdehydrogenasa
7 3t BAD Vi
~00C—CH.— CH,—C00™ —, ~00C—CH,—CH,—C00
sukeinat sukcinat
P
H—@—0001
glyoxylat o
I
mnl(ﬂ; : CH,— C— SCoA
synthasa 5 acetyl-CoA
CoA
OH
|
~00C—CH —CH,— COO-
malat
o L NAD + NADH + H* o
I 6 N I v
~00C—CH—CH,—CO00 ™ 00C—C —CH,—COO™ —> GLUKONEOGENEZE
malst maldtdehydrogenasa Ralacetit



ZLUCOVE KYSELINY A CHOLESTEROL

Obr, 23-52 %I)
Struktura hlavnich FluGovych kyse- L ME_0—R,
lin a jejicn konjugatd s glycinem B, T 23
a s taurinem. ¢ CHgq
- -
A1 N1
! 1 13 Mi
CH:[ 14 15
Lo~
2 10 g
) |
o e Yo
H
Rl= OH Rl" H
R,=H cholova kyselina chenodeoxycholova kyselina
R.=NH—CH., COOE glykocholovi k'ys-.‘lina glykochenodeox vcholova kyselina
R.=aMIl - CH,— CH,— 3 )':H taurocholova kys:lina taurochenodeoxvebalova ky:\'::lin;l
21 2] 24 :
\\"'O_ 5 e \\~£3’;"\_\";_-,’,/ !
Y
i l

12NN ”»
1 ¥ ]
19 T
. -

cholesterol
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B-OXIDACE MASTNYCH
KYSELIN

178
CH3—(CHy),— C G4~ C—SCoA
H H

acyl-CoA

ETF:ubichir

N~ oxidoreduktasa

_— FAD .5 ETF rd
acyl-CoA- ;

_\dchydrugcnusu/, 5 \ 6
" FADH , < ETF,, *

Hoy

1
CHy—(CHy), — C=C —C— SCoA
H

trans-A%-enoyl-CoA

H,0
enoyl-CoA-hydratasa

/\
/" o ETF:ubichino
. oxidoreduktasa

v » QH .'7 o _H,0
) 74 ‘ mitochondnalm

\ 7 }8 clekt

-Q - . 5 7\ 0,

.

2ADP 2ATP

+ 2P

Obr. 23-8

B-Oxidace acylkoenzymu A.

CH3—(CHg), —( C}IZ—C SCoA

OH
3-L-hydroxyacyl-CoA

NAD*
3-L-hydroxyacyl-CoA-
dchydrubumsa
NADH + H'

CH3—'(('H;) C Cll;—C SCoA
B-oxoacyl-CoA

CoASH
B-oxoacyl-CoA-thiolasa

(0]
CHs—(CHg, —C —SCoA+ CHy—C—SCoA
acyl-CoA acetyl-CoA
(kratsi 0 2C)
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BIOSYNTEZA MASTNYCH

KYSELIN

3
0,4+ H—S—E-<+—]

(8]

CoO 0

(H,—(C—8SCoA + H—SACP CH,—C—SCoA + H—SACP
acetyl-CoA malonyl-CoA
1 | acetyl-CoA-ACP- 2b | malonyl-CoA-
H—SCoA <+ transacylasa H—SCoA ‘J ACP-tiansacvlasa

(8]

\
CH;— C—SACP
acetyl-ACP

~
H—S—E

2a)
H—-SACP‘-)

8]

B-oxoacyl-ACP-synthasa

CO 0

CH,— C—SACP
malonyl-ACP

i ¢ (kondenzaéni enzym)
CH;—C—S—E

e

0 0
| |
CH,— C — CHy— C— SACP
acetoacetyl-ACP

+
H" + NADPH\

4] PB-oxoacyl-ACP-reduktasa
NADP* =+
OH 0
CH,— C — CH,— C— SACP
H

D-3-hydroxybutyryl-ACP

H,0

H O
| I
CH;—C=C—C—SACP

o,B-trans-butenoyl-ACP

H* + NADPH —
6| enoyl-ACP-reduktasa
NADP* </
0
|
(Hy—CH,— CH,— C — SACP
butyryl:ACP

opakovani reakci 2-6

Sestkrat
0
|
CH,yCHy—(CHy),y,— C— SACP

palmitoyl-ACP

7 P ;
H,0 \i palmitoylthioesterasa
0

51 B-hydroacyl-ACP-dehydratasa

CH,CH,—(CHy! C—0 + H—SACP

1
palmitat

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



ROZDILY MEZI B-OXIDACI A

BIOSYNTEZOU MASTNYCH

KYSELIN

B-OXIDACE (MITOCHONDRIE)

e BIOSYNTEZA (CYTOPLASMA)

CoA je A o 4_7_ ACP je
. prenasecem - & - fenasecem
/—* acyl-CoA ‘C-v:) a}c:ylovych 2 — Fa)C)'IOVYCh 3C,VI'ACP(C,,+2) N\

' skupin e Y skupin

FAD FAD je e b NADPH je NADP'

FADH, akceptorem e~ donorem TADP +
) elektronti S— — elektrontl NADPH + H
\p— —
enoyl-CoA .
p— — enoyl-ACP
H,0 \l — = ;,» H,0
3-1-hydroxyacyl-CoA ls‘:[lil-)llllzf;imwac_vlova = ASNE p-B-hydroxyacylova 3-p-hydroxyacyl-ACP
! M\;) i skupina
NAD l je - : NADP?*
S @ akceptorem — 3 ‘TADPH Je
NADH + H elektron(i - T NADPH + H’
p— elektronu
f-oxoacyl-CoA — f-oxoacyl-ACP
CoA vytvorena C:- ‘/ - s vvchozi donor CoA + CO
, dnotka je . S —— d s
Acetvl-CoA e 2 ) e - (‘Z-Jain(,tky Malonyl -CoA
acetyl-CoA 1
3 S——— = je malonyl-CoA

acyl-CoA(C ) = acyl-ACP (C ) <—/

Obr. 23-23

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

Metabolismus a biosyntéza lipidu



STEPENIi FOSFOLIPIDU: FOSFOLIPASY

fosfolipasa A,

O Q)

1 - H,0 R,—C—OH (") Obr. 23-1 .
0 CH,—O0—C—R, ' N ; CH,—0—C—R, Fosfolipasa A, hydrolyticky
J 2l N /‘ _ [ = odstépuje C(y)-zbytek mast-
R =0 c“) ST —= *’“0_?“ (”) né kyseliny z triacylglyce-
OH—0—P—0O— VNI 15 g Bl rolu za vzniku odpovidajici-
oI A I|) i ho lysofosfolipidu. Jsou vy-
0 0 znaéeny také vazby hydro-
fosfolipasa C fosfolipasa D lyzované jin]mi typy !osfo-
lipas, které jsou nazyvany

fosfolipid lysofosfolipid podle jejich G&inku.

Metabolismus a biosyntéza lipidu



TRANSPORT ELEKTRONU DO MITOCHONDRIALNI MATRIX

COO™ ("( O~
[
HO—C—H H()—(l'_u
|
CH. (I‘H:
|
[goloy Coo"
malat malat
\ ”—’»
lit- NAD* 2-oxoglutarat pie"w 2 2-oxoglutarat NAD*
I;L‘. “1; : 1 malat-oxoglutarém“'- 3 malatdehvdrogenasa
avdrogenasa t
* 00" 8 = - oo »NADH + H
H " +NADH (I :
oxalacetat o H, oxalacetat
(l'“‘ " CH CH. (I‘O( "
|- |
C=0 C=0 c=0

|

L|“" Coo™ COO™
Co0"
Ccoo™ (I'()()'
I
CH. (IH
|
partatamim (I-H (l‘H_ \spartit
e H.N—CH H.N—CH minotransfe
1 [
. COO™ COO™ :
aspartat lutamat ok aspartat
Coo" G e - SIANA COO™

+ prenasec + 1
”N_(‘ H glutamat-aspartatovy H:N (|H

CH, 3 CH.
I I
Coo~ Coo™
vnitrni
mitochondrialni
cytosol membrana matrix

Obr. 20-7
Malat-aspartatové kyvadio. Transport elektronli z cytosolového NADH na mitochondridini NADH (zndzornéno &ervené jako
prenos hydridu) v krocich 1 az 3. Béhem krokl 4 az 6 pak dochézi k regeneraci cytosolového oxalacetétu.
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RESPIRACNI RETEZEC

0.4 {

! NADH —~—=% NAD"{-0.315V)

i v

f
0.2 — komp]cx | rotenon

‘ -- nebo

amytal
+0.030 V) komplex II
sukcindt —~— FADH, —» CoQ (-0.045V;
°r ' '
fumarat knmplex m ; :
por -.antmycin A
v
0.2 - ‘
eytochrom ¢
0.4 — ‘
komplex IV

;\ pansas h\ﬂ'rtd

0.6 —
2

; B 2 \
08 2H* = 30, == H,0(+0.815 V)

Obr. 20-8

Relézec transportu elektronG v mito-
chondriich.  Standardni  reduk&ni
potenc dly nejpohyblivEjsich kompo-
nent felézce (zelend) jsou zna-
zomény jako body, modrfe jsou zna-
zomeéna mista, kde je ziskavana
voina energie dostacujici pro syntézu
ATP a cdervend mista plisobeni ndko-
lika respiranich inhibitord,

Rychlost, jakou mitochon-
dridlni suspenze spolfebovivd O,
je citlivim méfitkem funkee felzce
transportu clcktrond. Lze ji vhodng
méfit  kyslikovou clcktrodou
(obr. 20-9). Ldtky inhibujici trans-
port clektrond (jak lze soudit
zjcjich G&inku na dGbytck O
v tomto experimentdlnim uspofadi-
ni) jsou neocenitelnymi experimen-
tilnimi pomocniky pfi zkoumdni
cest toku clektronil kaskadou a pro
uréovani vstupnich mist elektronit
zrizngch substrdth. K nejuZited-
n¢jsim  takovym  litkdm  patii

rotcnon (rostlinny jed pouZivany amazonskymi Indidny k trdveni ryb aslouZici rovnéZ jako insckticid), amytal

(barbiturar), antimycin A (antibiotikum) a kyanid.

Tvorba ATP probiha za katalyzy ATPasy diky
gradientu [H+], vytvoienému komplexy I,IV a CoQ

Respiracni fetézec



RESPIRACNI RETEZEC

komplex | komplex Il komplex IV

mezimembranovy
prostor

vnitrni o
mitochondrialni
membrana

matrix NADH + H

NAD? 70, + 2H H,0

Obr. 20-13

Schéma mitochondridiniho fetézce transportu elektronl znazorfiujici cestu prenosu elektronl (erné) a "pumpovani” protond
(Cervené). Elektrony jsou pienaseny mezi komplexy | alll v membrané rozpusmym CoQ a mezi komplexy Il aV perifernim

membranovym proteinem - cylochromemc Komplex Il (neuveden) prenasi elektrony ze sukcinatu na CoQ. (Ve svétle
novych méfeni jsou stechiometrie pfenosu H* odli$né; viz text.)

Respiracni fetézec



RESPIRACNI RETEZEC

mwdﬁgm

- —

Qbr. 20-22

membrana

mezimembranovy
prostar

H”

4+ 1 + 4+

nizka [H*]

wnitrni
mitochondriini

membrana

vysokd [H*}]

H”

éOz H20 \h AT

!

Sprazen transportu elektrond (zelend Zipka) a syntézy ATP tvortou elextrochemickéhs gracientu protond na vnitfnf mito-

chondrigini membrénd. H* jsou b&hem transportu eleklrond "pumpavany® ven z mitochondr e (modré $ipky) ajejich exer-
gonicky névrat pohani syntézu ATP (Servensd Sipky).

Respiracni fetézec



RESPIRACNI RETEZEC - TVORBA ATP

ADP + P, ATP

- T

: |

§ 144 |
‘ F, (9 nm)

J

i

Yo stonek (5 nm)

-4
: ’
’ 5 e
protono a ‘I (5 nm)

matrix

S
e

J

Obr. 20-28
(a8) Elektronova mikrofotografie rekonstituované mitochondridini ATP-synthasy (FoF1-ATPlBy) a (b) schematické znazornéni
predpokladaného umisténi jejich podjednotek.
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FOTOSYNTEZA: 1. SVETELNA FAZE
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FOTOSYNTEZA:

2. TEMNOSTNI FAZE=
CALVINUV CYKLUS
(tvorba glukosy)
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Obr. 22-23

11 transketolasa

(->glukosa...)

Calvinlv cyklus. Poget &ar v jednotlivych Sipkach udava, kolik molekul musi v daném kroku reagovat, aby se uskute&nila
jedna dplina otoka cyklu, ktera ze tfi molekul CO, vytvoii jednu molekulu Gra-3-P. Pro piehlednost jsou pro v8echny cukry
uvedeny linedrni vzorce, i kdyz hexosy a heptosy existuji pfevaznd v cyklickych forméch (sekce 10-1B). V polohach, jejichz

uhliky jsou vyznateny ervenéd, bude *C po jedné oto&ce cyklu s CO; jako substratem.
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Principy metabolickych regulaci
Test 3

Opravné terminy zapoctu



LITERATURA

VSe v IS MU: Studijni materialy/UCebni materialy
-prezentace
-skripta V. MikeS: CviCeni z biochemie

PODMINKY ZiSKANIi ZAPOCTU

« Ugast ve vyuce: max. 1 neomluvena absence (vice absenci: omluvenka v IS MUNI
prostfednictvim studijnino oddélent)

« Testy (3), min. 70% z celkového poctu bodu => zapocet v fadném terminu
* Souhrnny test z uCiva celého semestru => zapocet 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 NaCl)
C+T (hydrazin)

Priklad:
5 3

3P-TGTAGGAGCT

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

32P-TGTAG

2P-TGTA

32p-T

K jinym souborim fragmentu povedou $tépeni pfed G+A, pfed C a pfed C+T.



MAXAM-GILBERTOVA METODA SEKVENOVANI
NUKLEOVYCH KYSELIN

DETEKCE FRAGMENTU SEPAROVANYCH ELEKTROFOREZOU
NA FOSFORIMAGERU
(detekce radioaktivity - vizualizovany jsou pouze 3?P znacené fragmenty)

G+A G C+T C
start

|

]



transkripee

4
'
'
'
)
\

replikace

Obr. 29-1

Ustiedni dogma molekularni biologie. Piné &ervené Sipky
oznacCuji typy pfenosu genetické informace, probihajiciho
v burice. Specidlni pfenosy jsou oznaceny pferusovanymi
Sipkami: RNA-polymerasa, fizena RNA, je piitomna v jistych
virech i v nékterych rostlindch (kde ma nezndmou funkci);
DNA-polymerasa, fizend RNA (reverzni transkriptasa), se
vyskytuje v nékterych RNA-virech; a DNA piimo urujic
protein neni znama, ale zda se, Ze jeji existence neni zcela
nerealnd. K pfenosu informace v jinych nez vyznagenych
smeérech, tzn. protein urCujici DNA nebo RNA, vSak ne-
dochazi. Jinymi slovy, proteiny jsou pouze pfljemci gene-
tické informace.

Biochemie nukleovych kyselin



CHEMICKA MUTAGENEZE

Tripletni charakter genetického kodu byl, objasnén uZitim cbemick)'"ch mutagenu, které indukuji mutace. Pred
vlastnim studiem genetického kodu probereme nejprve tyto latky. Existuji dvé hlavni tfidy mutaci:
1. Bodové mutace, pfi kterych je jeden par bazi nahrazen druhym. Tyto mutace je ddle moZno rozdé€lit na:

a) Prechody (transitions), pfi kterych je purinevd bdze nahrazena opét purinem a pyrimidinova béze pyrimidinem.
b) Presmyky (transversions), pfi kterych je purinova bize nahrazena pyrimidinovou a pyrimidinava purinovou.

2. Inzeréné-deletni mutace, pfi kterych dojde k vypadnuti (deleci) nebo vloZeni (inzerci) jednoho nebo vice part bazi ze
sekvence DNAL

Biochemie nukleovych kyselin



GENETICKY KOD mRNA U PROKARYOT
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RESTRIKCNIi ENDONUKLEASY

« Stépi dsDNA v misté urcité sekvence

— puvodné ochrana bakterii proti bakteriofagum — namethyluje si urcité
sekvence vlastni DNA pomoci specifické methyltransferasy, produkuje
restrikCni endonukleasu, ktera Stépi v dané sekvenci, pokud neni
methylovana — coz u bakteriofaga neni — jeho DNA bude poSkozena

* typ Il uziteCny pro genove inzenyrstvi — Stepi v misté ,své” sekvence dlouhé 4 — 8
bazi (typy | a Il $tépi dale od cilové sekvence)

— vznikaji tak ,lepivé” konce; dnes znamo 4000 téchto enzymu a popsano 270
cilovych sekvenci, komercné dostupné

— nazev dle produkujici bakterie / serotypu a Cislo — kolikaty to je

« BamHlI G|GATCC Bacillus amyloliquefaciens H
 EcoRlI G|AATTC Escherichia coli RY13
 EcoRll JCC(T/IA)GG Escherichia coli R245

« EcoRV GAT|ATC Escherichia coli J62 pLG74
 Haell RGCGC|Y Haemophilus aegyptius

« Hindlll A|AGCTT Haemophilus influenzae R,
« Psil CTGCA|G Providencia stuartii 164

Genové manipulace



EcoRI EcoRV

PALINDROM

rozpoznavané sekvence restriktas , J’ o l ,
) ) i S . 5—G+A—A—T-T-C—3 &5—G—A—T+A—T—C-3
jsou typicky palindromicke — Ctou el SRR CE
se stejné z obou koncu dsDNA 3—C—T—T—A—A+G—5 3—C—T—A+T—A—G-5
. ECoRl G|AATTC ! f
« tim vznikaji CasteCne precnivajici |

Jedno\rr,etézcové konce _ |Ze Je SpOJIt Cleavage site < Twofold symmetry axis

s jinymi fragmenty DNA, pfipravenymi pomoci stejné restriktasy
» slouzi pfi klonovani pro vpraveni cilové DNA do vektoru

; [ Theresultis a
Foreign DNA chimeric DNA
The sticky ends of containing a portion
the vector and the of the foreign DNA
The cloning vector foreign DNA inserted into the
Cloning and the foreign fragments anneal | vector. '
DNA are cut by the and are covalently
vector "WW < | same restriction joined by DNA
endonuclease. ligase.
T ,2\_
+ )
- —-—

Stlcky
ends Chimeric DNA

« ziska se rekombinantni DNA; spojeni kovalentni vazbou — DNA ligasa

Genové manipulace



GENOVE INZENYRSTVI

« useky DNA mohou byt klonovany -
reprodukovany v hostitelském organismu

— klonovani — produkce mnoha identickych

jedincl odvozenych z jediného spole¢ného
vychoziho predka

— ovce Dolly — naklonovana technikou prenosu
jadra ze somaticke buriky

rekombinantni DNA technologie dokaze zménit geny pro produkci proteint nebo
vytvaret transgenni organizmy

— molekularni klonovani ¢€i genové inzenyrstvi — umoznily izolovat, zmnozit a
meénit specifické DNA sekvence

Genové manipulace



AMPLIFIKACE USEKU DNA

urcity fragment DNA vytvoreny stépenim restrikCnim enzymem, PCR amplifikaci
nebo chemickou syntézou

fragment vnesen do pomocné DNA molekuly — vektoru:
plasmidy
— kruhové DNA molekuly od 1 po 200 kb z bakterii nebo kvasinek
— molekularni ,paraziti“: vyuzivaji replikacni aparat bunky (i eukaryoticke)
— hostiteli mohou dodat uzite¢nou funkci, napf. rezistenci k antibiotikiim u
bakterii, Cehoz se vyuziva pri molekularnim klonovani
— konstrukce v laboratofi — rel. malé, snadna replikace, geny pro selekci pomoci
antibiotik, restrikCni mista pro vpraveni DNA fragmentu, komeréné dostupné
viry
— pro infekci bunék cizorodou DNA (napf. plasmidem)
— lentiviry, adenoviry — pro infekci eukaryotickych bunék
— bakuloviry - pro infekci hmyzich bunék
— bakteriofagy — pro infekci bakterii
umeélé chromosomy z bakterii (BACs) €i kvasinek (YACS)
— pro velmi dlouné DNA

modifikovany vektor s vlozenou DNA inkorporovan do bunék, ty po selekci
kultivovany a vektor replikovan

vektor muze slouzit také k ziskani RNA a produkci proteinu



PLASMID (PRIKLAD)
« klonovaci vektor pUC18 (E. coli) pro DNA do 10 kb

— (pUC .. plasmid Universal Cloning) Nael, HeiEl
* 13 restrikCnich mist, polylinker Aactl Bo01 || Vi
— tam se vpravi usek DNA
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 6

Met Thr Met lle Thr Asn Ser Pro Asp Pro Ser Thr Cys Arg Ser Thr Asp Pro Gly Asn Ser
ATG ACC ATG ATT ACG AAT TCC CCG GAT CCG TCG ACC TGC AGG TCG ACG GAT CCG GGG AAT TCA

EcoRI BamHI  Sall Psil Sall  BamHI EcoRI
Ace Acd
Hindl Hindl

« ampR gen rezistence k ampicilinu

« lacZ gen kodujici 3-galaktosidasu

« transformace bakterie = vstup plasmidu do
bakterialni chemokompetentni bunky (teplotni Sok)

w4

« v pfitomnosti antibiotika preziji pouze transformované bakterie (diky vektorem
vhesenym genum rezistence)

« detekce inkorporace useku DNA: inkorporaci useku do polylinkeru se pferusi gen
pro galaktosidasu, ktery pak produkuje nefunkCni enzym, pro ovéreni se provede
test aktivity se substratem X-gal:

— aktivni — modré zbarveni — DNA se neinkorporovala
— neaktivni — bilé kolonie — DNA se inkorporovala a inaktivovala tak
B-galaktosidasu

HgiEIl

Genové manipulace



,MODROBILY“ SCREENING
« chromogenni substrat pro Gal

Cl
HOCH, .
HO 0_ 0 '
H |
OH H
H H E
H OH
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-g-p-galactoside (X-gal)
(colorless)
H,0 B-galactosidase
HOCH, Cl
HO 0. OH HO Br
H +
OH H
H H
H OH s

5-Bromo-4-chloro-3-hydroxyindole

B-D-Galactose

Main

Gene for Gene for
ampicillin B-galactosidase
resistance production

Foreign DNA with sticky
ends inserted at Bin gene for
B-galactosidase production

Mix bacterial cells
and plasmids

bacterial
genime (

Foreign DNA inserted Foreign DNA not inserted No plasmid in cell

Medium containing
ampicillin, and reagent
that can produce blue
color in the presence
of B-galactosidase

Grow bacteria on
ampicillin-containing media

Cells do not produce
blue color but are
resistant to ampicillin

Cells are sensitive to
antibiotic and do not grow

Cells are resistant
to antibiotic and
produce blue color



EXPRESE KLONOVANYCH GENU

T7/lac O
promoter

expresni vektor je podobny klonovacimu, ale
navic obsahuje sekvence nutné pro transkripci

a translaci v hostitelské burice —_
P B -

— promotor pro RNA polymerasu, vazebné misto protein expression vectors
pro ribosom, terminacni sekvence

— inducibilni systémy: vektor obsahuje promotor
indukovatelny isopropylthiogalaktosidem (IPTG), “x\_\:f'_f_fjﬁ_f'_'_T_ /\
kterym Ize spustit expresi cilového genu T7 terminator

— nasleduje transkripce vlozeného genu na mRNA a jeji translace

vytvareny protein (az 30% podil) muze buriky negativné ovlivnit a je tudiz Casto
ukladan do inkluznich télisek — bakterie tak inaktivuje cizorodé proteiny

problém exprese eukaryotickych proteinu v bakteriich: chybi posttranslacni
modifikace (napf. glykosylace) - exprese v kulturach hmyzich Ci zivocisnych
bunék

vyuziti: produkce proteinu, funkeni studie proteinu (transfekce)

Genové manipulace



PURIFIKACE REKOMBINANTNICH PROTEINU

do genu daneého proteinu se na konec pfrida sekvence kodujici ,tag”: napr.
,oligohistidine tag (H6)“ — snadna izolace metaloafinitni chromatografii — chelat s
Ni%* ionty vdzanymi na nosné matrici (afinitni chromatografie na kolonce, magn.
Casticich, ...)

/ ’® o © =
¢ \ ."':'_':I'I

Histidine or ~Ni
) Lyse cells J" mmidazole (M) |
7 AR | ———> Y |
s




RNAI (interference)

pfirozeny mechanismus
regulace genové exprese

dsRNA blokuje expresi genl
sekvencné-specifickym zpusobem
(,gene silencing®)

dicer — RNA nukleasa (RNasa) tridy IlI
se vaze na dsRNA a stépi ji na malé
fragmenty siRNA

— (small interfering, 22 az 25 nt)

ty potom vytvori komplex RISC s dalSimi
proteiny (RNA-induced silencing complex),
navazi se na mRNA se sekvenci
odpovidajici siRNA a degraduji ji

vyuziti ve vyzkumu: umlcCeni exprese genu
ve funkcnich studiich proteinu

Genové manipulace

RISC

Activation
by ATP

AAAAAA

Target mRNA
substrate



CRISPR/Cas9

» pro cilené editovani genomu libovolného organismu
— ,clustered regularly interspaced short palindromic repeats”
— jednoznacné urceni mista zasahu, efektivni funkce, snadné, cenové dostupné

pouziva ,, short guide RNA" pro pfesné navedeni Cas9 nukleasy k mistné
specifickému rozstépeni dsDNA (vybraného genu)

— pro Stépeni je nezbytny protospacer adjacent motif (PAM): 3-nt motiv
5°-NGG-3" bezprostfedné na konci cilové oblasti

— vznikly dvojfetézcovy zlom DNA je pak bunkou opraven pomoci jednoho z
nasledujicich mechanismu:

NHEJ (non-homologous end joining DNA repair) vede k inzerCni / deleCni mutaci
— posun Cteciho ramce — vyrazeni genu (gene knock-out);

HDR (homology directed repair) muze vloZzit sekvenci dle dodaného opravného
templatu

Genové manipulace



SgRNA (short guide RNA) obsahuje cilové specifickou crRNA a pomocnou
trans-aktivacni trancrRNA (vaze Cas9 nukleazu)

1 sgRNA (single guide RNA) 2 sgRNA + Cas9 protein
- Cas9
sgRNA fM" _
PAM sequence
(5'-NGG-3')
s Y s
< > < = HEREEEEEEER
Target specific tracrRNA | I I I | Ll
crRNA sequence < »

Your favorite gene

3 Target specific cleavage 4 Cellular error-prone repair “knocks out” gene

f

L}

Genové manipulace



MOZNOSTI CRISPR/Cas9

editace genomu — inaktivace vybranych genu
inhibice [/ aktivace (CRISPR interference)

— pouziti ,mrtvé” dCas9 eliminuje Stépeni DNA, ale zachova schopnosti zacilit
pozadovanou sekvenci

— lze pfidat rdzné regulacni faktory k dCAS9 a tak zapnout / vypnout gen Ci
nastavit uroven jeho aktivity

— CRISPRI inhibuje geny reverzné (podobné RNAI)

tvorba modelovych organismu - napodobuji onemocnéni nebo nesou fenotypovée
znaky zpusobené utlumenim genu ¢i jeho mutaci

— na urovni zarodecné linie pro vytvoreni jedinct se zménénym genem ve
vSech bunkach

— nezarodecné linie bunék - lidské pluripotentni kmenové bunky, zavadéni
cilenych mutaci

biomedicina - zacileni virulent. faktoru, genu rezistence na antibiotika
— nova forma antimikrobialni terapie, manipulace bakterialni populace.

— omezeni replikace herpes virl, odstranéni DNA viru Epstein-Barrove (virova
deplece)

Genové manipulace



GENOVA TERAPIE

« transfer nového genetického materialu do bunék jednotlivct pro 1éCebné ucely
— aby byla zména trvala, musi se inkorporovat do genomu
uspéchy:
« posileni nebo fakticky obnoveni funkce détského imunitniho systému — ,bubble
boy syndrome® — zivot v izolaci

— do bunék kostni dfené pacienta vnesen gen pro y-C cytokinovy receptor,
|éCba SCID-X1 (severe combined immunodeficiency disease)

— cytokiny — signalizaéni peptidy produkované v ruznych bunkach, v imunitnim
systému, tam ovliviuji rast, diferenciaci a chovani bunék
« Leuberova kongenitalni amaurosie — vzacna forma slepoty
« X adrenoleukodystrofie — defektni membranovy protein — posSkozeni mozku
* [(-thalasemie — forma anemie

* probléemy — vektor — typicky retrovirus — muze ovlivnit imunitni systém, nahodné
v€lenéni muze veést az ke zhoubnému bujeni

— 2 déti vyleCené na SCID-X1 dostaly leukemii..

Genové manipulace



ETICKE ASPEKTY

1970 — poCatky genoveého inzenyrstvi, o bezpecnosti experimentt malo
poznatkl — moratorium do vzniku regulacnich pravidel a legislativy
zakazany jasne nebezpecneé pokusy
— vloZeni genu pro toxin do E. coli — ze symbionta lidského organismu by se stal
nebezpecCny patogen
hrozba uniku potencialné nebezpecnych GMO do volného prostredi
— mnohé potrebuji k zZivotu velmi specialni podminky Ci Ziviny a mimo laborator
nepreziji
nicméné fada experimentd napodobuje pfirozené procesy — mutace a
selekce — slechtitelstvi probiha po staleti
nove aspekty
— rustovy hormon se rutinné dava détem s malym vzrastem; ma se davat také
atlettm ¢i jinym vykonostnim sportovcim pro zvétSeni vySky a vykonnosti?
— |écba geneticky podminénych onemocneni prijimana jasne pozitivhe
— ma se odstranéni poruchy ale prenést i na potomky?

— pouzit vysledky genetickych testl pro vybér studia, selekci uchazecu,
nastaveni pojistnych podminek, ...?

Genové manipulace



PREHLED AEROBNIHO
METABOLISMU

proteiny cukry lipidy

I aminokyseliny - glukosa

ADP coreit> .
(,——NAD"' ___, Glykolyza e NADH s,

NS : Pyruvat /‘)
CO, j

|

|

,—NAD*—+  citrastory =~ ——NADH »—

L/_ FAD —» cyklus ~——FADH , »—
CO,

—=NAD*-  oxidacni < NADH —

= FAD - fosforylace «~FADH,

ADP
e [E]
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 pres citratovy cyklus za
soucasné redukce NAD* a FAD. Reoxidace téchto koenzymi
pies fetézec prenosu elektronti a oxidacni fosforylaci vede ke
vzniku vody a ATP.



MECHANISMY DEAMINACE

TRANSAMINACE E: ALT ... alaninaminotransferasa,
A= s >  2-oxokyselina + E-NH, AST ... aspartataminotransferasa,...
2-oxoglutarat + E-NH,, -------- > E + glutamat

glutaméat + oxalacetat -------- > 2-oxoglutarat + aspartat

OXIDACNI DEAMINACE
NAD(P)* NAD(P)H +H*

glutamat s 2-oxoglutarat + NH,*

glutamatdehydrogenasa

DALS| MECHANISMY DEAMINACE
AK + FAD + H,O -------- > 2-oxokyselina + NH,* + FADH,
FADH, = - > FAD + H,0,

Metabolismus bilkovin a
aminokyselin



MOCOVINOVY CYKLUS mitochondrie

0
. 1 I
2ATP + HCO; { NH; }J— H,N—C—OPO} + 2ADP + P,
Karb. fosfit
arbamoylfos 0—C—NH,
I
NH
P, |
(CH,)y
ornithin 2 HC—NH?

NHJ citrullin (500"

(CH:»_.' { Q
H—(‘—Nli}// C00~

g
Co0~

citrullin CH.
ornithin A 1 =4
' s HC—NH
MOCOVINOVY CYKLUS 3 3
I C00-
H,N —C—NH, AMP + P — o
' i ' asparat
mocovina
COO
argil}in’o- CH, ;lH:
arginin sukcinat Vi
HG——N=C
H |
COO0™ NH
J
(CH,),
|
HC —NH}
COO~

Obr. 244
Moéovinovy cyklus probihd &asteéné v mitochondriich a casteéné v cytosolu, pficemz ornithin a citrullin jsou pfes
mitochondrialni membranu pienaseny specifickymi transportnimi systémy. Cykly se GCastni pét enzymu: (1) karba-

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



METABOLISMUS AMINOKYSELIN A JEJICH 2-OXOPRODUKTU

acetyl-CoA - acctoacetat

glukosa T
leucin
asparagin lysin
aspartat
\ _
oxalacetit citrit
aspartét / CITRATOVY \
fenylalanin > fumardt  Cygjys isocitrat
tyrosin
> (0,
sukcinyl-CoA  2-oxoglutarat
S arginin
i::l:\qcir_\ CO, g&;‘rm !
glutamin
- histidin
prolin
Obr. 24-8

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

Metabolismus bilkovin a
aminokyselin



METABOLISMUS AMINOKYSELIN A JEJICH 2—Q&(9PRODUKTO (11

Obr. 21-1

Metabolické drahy vzniku oxal-
acetétu z laktatu, pyruvatu a inter-
mediétd citratového cyklu. VSechny
aminokyseliny kromé leucinu a lysi-
nu mohou byt témito reakcemi
prevedeny na oxalacetat a dale na
glukosu.

alanin v
cystein O
glycin —__» H;c—C—C
serin )
threonin PYERVAE
tryptofan
aspartat >
asparagin

/I

malat

0 / 0

/

A\ V4
C—CH=CH—C

0 (8]
A fumarat

13
fenylalanin
tyrosin

sukcinat

\

(0]

//

glukosa

0 4

/

glukoneogeneze

O 0

\ [ V4

C—CH;—C—C
acetyl-CoA

oxalacetat O

citrat
isocitrat
, i \
CITRATOVY
CYKLUS ;
(0] v O (8]
A\ [I 4
C—CH,—CH,—C—C
T \
) 0
2-oxoglutarat
/
0 / arginin
\ I glutamat
('—(’“:_(‘H-_.—('—.\'('n:\ glutamln
histidin
sukcinyl-CoA prolin
isoleucin
methionin
valin

Metabolismus bilkovin a
aminokyselin



AMINOKYSELINY V ROLI BIOLOGICKYCH PREKURZORU

z Gly+acetatu: hem
hem > ZluCova barviva

fyziologicky aktivni aminy

z Tyr. adrenalin (hormon)
noradrenalin (hormon)
dopamin (neurotransmiter)

z Trp: serotonin (neurotransmiter)
z Glu:y-aminomaselna kyselina (GABA) (neurotransmiter)

z His: histidin ----- > histamin (alergie)
PLP-dependentni histaminkarboxylasa
inhibitory: antihistaminika

Metabolismus bilkovin a
aminokyselin



AMINOKYSELINY V ROLI BIOLOGICKYCH PREKURZORU

« koenzymy

biotin: pfenos C1 Stépu v ramci karboxylacni reakce oxalacetat > pyruvat

tetrahydrofolat: podobna funkce
soucasti THF je:
H

skupina odvozena od

p-aminobenzoové kyseliny

podvodna analoga (terapeuticky pristup): N

O

NH

metotrexat ‘
(cytostatikum) CH;

sulfonamidy N

8]

NH

(antibakterialné pusobici
chemoterapeutika)

Metabolismus bilkovin a
aminokyselin

)

NH

8]



HEMOGLOBIN (Hb)

prenos kysliku v krvi — nepolarni — malo rozpustny (3,2 ml na 1 | krve)
hemoglobin = hlavni pfenasec€ O, z plic do tkani a CO, z tkani do plic
v krvi 140-180 (m) / 120-160 g/l (), kapacita 220 ml O, na 1 | krve

— ostatnich proteinu v plazmé je pouze 50-80 g/l

— reprezentuje podstatnou Cast pufracni kapacity krve

tetramer, 2 podjednotky a (lehke fetézce, 141 AK) a 2 podjednotky B (tezké
fetézce, 146 AK)

symbolicky jako a,[3,
oznacuje se HbA (adult)
— eVv. HbA, pro odliseni od minoritniho (2,5%) HbA, o slozeni a,0,

jiné prenasece O,
— myoglobin — v cytoplasmé&, monomerni, bezobratli

Principy metabolickych regulaci



STRUKTURA Hb

« v kazdé podjednotce je vazan jeden hem jako prostheticka skupina
« koordinacni vazba Fe?* na zbytky His

* pfimo na proximalni His 93, zprostfedkované na distalni His 64,
tam se alternativhé vaze molekula kysliku

Proximal ~ Distal
histidine O, 4 T  histidine

F helix Heme E helix

Hemoglobin A (o, ;) M: 65 kDa

Principy metabolickych regulaci



HEM “00C COO~ ~00C COO~
\ / \ /
H,C CH, H,C CH,
\ / \ /
H,C CH, H,C CH,
H / H /
C G C C C C
/20 S e\ /2 S G
/ \ H;C —C | | C—CH;, H,C—C | | C— CH;,
N\, —NH Nm(,/ No—N \Im_,(,/
/;‘ ” _u\\ /// J\‘\\
N H(J\ /(]H H( \ Fe(II) /(]H
H H,C C= _—~C H,C C~ / \ -G
\ / TN HN™ N\ \ / TN N~ \
Pyrrole 1({:_ (:\ | | C—CH; 1(4:_ (;\ | | C— CH,4
\(:”’(‘*‘\‘(1/(:“‘*(; \(:"’(‘%(1/( <
H (/ H ! H (/ H !
3C C— . sC C—
3 H (Jl_]:2 = H (JHz
Protoporphyrin IX Heme
(Fe-protoporphyrin IX)

4 spojené pyroloveé cykly spojené methinovymi muastky

= protoporfyrin IX, plus centralni atom zeleza (Fe') pak tvofi hem

planarni struktura, zapada do hydrofobni kapsy proteinové Casti

oxidaci zeleza na Fe'' vznika hemin, Hb se méni na methemoglobin
paté koordinaéni misto zeleza se vaze na His (F8, osma AK v helikalnim

segmentu F), proximalni His - 93

Sesta pozice Fe slouzi k vazbé O,, také zde vzdalené pusobi dalSi His (E7) —

distalni - funkce zavory regulujici vstup O,
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His E7 ([

VAZBA X
02 ll\ll Q\CH
H('JHN/
« tak vznika oxyhemoglobin H

* Kkyslik se nevaze idealné
kolmo k roviné hemu v Hb,
ale pod uhlem asi 120°
— plati pro Hb — stericky brani
His E7; u volného hemu
se kyslik vaze kolmo

« vratny proces Hb + O, = Hb.O,
* mato vyznam — snizit
pevnost vazby dalSich
moznych molekul — oxid uhelnaty CO

« volny hem ma k CO 25 000x vyssi afinitu I|T Nen
nez k O2, nutnost k Sikmé vazbé CO u H“Hﬁ/
Hb to snizi ,jen” na 250x, i tak je ale CO
velmi nebezpelny a otravy jsou celkem Z°

bézné; Hb.CO — karbonyl-Hb 3
« vyrazné spektralni projevy *
* Hb bez kysliku ... deoxyhemoglobin |

N
Principy metabolickych regulaci ~ His 8 §J
N




PRENOS O,

« fyziologickou funkci Hb je prenos kysliku v krvi
— 2z plic ev. zaber do tkani
« stupen nasyceni Hb kyslikem — pomér [HbO,]/([HbO,] + [Hb]) zavisi na jeho
parcialnim tlaku pO, v okolnim prostfedi — Cervena kfivka (torr = 133 Pa)

« Hb se §yti kysll'k,erp v plicich, Tissues Lungs
uvolnuje ho v tkanich 1.0 — e
- interakce Hb (tetramer) = / Hemoglobin
s kyslikem je kooperativni .5 0.8 —
- vySSi efektivita procesu ©
« navazanim prvni molekuly £ 06  [66% N
kysliku na jeden hem dochazi _z cooperativity
ke konformaéni zméné vedouci S 0.4 38%
ke zvysSeni afinity zbylych e = |
vaznych mist pro kyslik E o gl
— proti monomernimu myoglobinu, >
ten je bez kooperativity, modra 0.0 | | | | |
0 20 50 100 150 200

— kfivka
pO, (torr)
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ALOSTERICKE CHOVANI Hb % 4

« oxygenované forma Hb — dojde deoxy-Hb__
k pootoCeni aff protomer o 15°, a tim g
se pfriblizi B podjednotky

— zakladem efektu zména konformace vyvolana
vazbou O, na Fe'' jedné z podjednotek

— Fe za sebou tahne His 93 a s nim celé
raménko (usek) F pfislusného fetézce, které
pak jako paka zpusobi konformacni zménu
celé molekuly hemoglobinu

e oy ©
:;:.l’ g
2 Q
o4y B,—05p, interface Deoxyhemoglobin

Oxyhemoglobin




KONFORMACNI STAVY Tl

-
zmeéna se prenese na ostatni _ .,,);, ‘,
] v - N wira R
podjednotky a molekula Hb prfechazi W\;%f;tf
v v Ewv s - w ’l QA
z tésnegjsi konformace T (tense) $Y* £
— (SRS

s nizkou afinitou ke kysliku do
uvolnéné R (relaxed) s vysSi afinitou
toto chovani je jednim z typU allosterie

7PN ()7

4] Py )
% d\: g !g'
o2

T state R state

detailni interakce na rozhrani
a-B podjednotek pfi alosterii

Asn G4 (102)
Asp G1 (94)
.

na alosterické chovani Hb
maji vliv i metabolity —

2,3-bisfosfoglycerat (BPG)
ktery se vaze na deoxy-Hb

(a) T State (deoxy) (b) R State (oxy)
objeveno tak, ze purifikovany (,stripped®) Hb -0 o
se chova ke kysliku jinak nez Hb v krvi \(f
— kde jsou pritomny CO,, BPG, take vliv pH H—(I:—opog—
H—C—OPO%‘

Principy metabolickych regulaci |



VLIV BPG NA Hb

vaze se pevné na deoxy-Hb, ale jen slabé
na oxy-Hb, snizuje afinitu Hb ke kysliku
fyziologicky dulezité — zvySeni kapacity
pro prenos
— v arterialni krvi (pO, 100 torr), Hb je na 95%

saturovan O,, ale ve venosni krvi (pO, 30 torr)
je pouze 55% saturace

pruachodem pres kapilary tedy Hb preda
40% vazaneho O,

— bez BPG by se vazaneho O,
uvolnilo jen velmi malo, protoze
afinita Hb k O, by byla zvySena diky
posunu saturacni krivky k nizSim
hodnotam pO,

Percent of saturation

Principy metabolickych regulaci 0

T \ T T |
0 20 40 60 30 100
O, pressure (pO, in torrs)



VLIV pH A CO,

kromé pH je patrny takeé vliv CO,

mnozstvi vyuzitelného kysliku se zvysi o dalSich asi 11% == 14000

— pH 7.2, no CO,

Hb je slabsi kyselinou nez HbO, — pH 7.2, 40 torr €O,

Tissues

vazba 1 molekuly O, tedy vede 10—
k uvolnéni asi 0,6 H+

naopak zvyseni pH v plicich dale
stimuluje vazbu O, - Bohruv efekt
vyznam i pro transport CO,

v metabolismu vznikajici CO, reaguje

o
Y
|

o
o
I

88%

77%

o
»
I

Y (fractional saturation)
©
N
|

Lungs

o
o

velmi pomalu na hydrogenuhlicitan: 0=

CO, + H,0O == H*+ HCO pO; (tor)
reakci vyznamne zrychli karbonatanhydrasa v erytrocytech
v kapilarach se uvolnéni H* vaze na Hb pfi prechodu na T formu

v plicich je hodné kysliku, Hb pfechazi na R formu, H* se zase uvolni a
podpofi vznik CO? a jeho uvolnéni

Principy metabolickych regulaci

100



BOHRUV EFEKT

« také to pomaha u velmi aktivnich svalu rychlé uvolhovani laktatu — snizeni pH u
prochazejici krve ze 7,4 na 7,2 — k dalSimu posunu saturacéni kfivky a uvolnéni
trochu vice kysliku

« CO, se muze u krevnich proteint vazat na terminalni NH2:
R—NH, + CO, == R—NH—COO" + H*

- T forma Hb vaze CO, vice nez R forma, a uvolnené protony opét trochu (5%)
prispeji k uvolneni kysliku
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FETALNI HbF

vysSi afinita HbF pro kyslik
umoznuje jeho preCerpavani
z placentarni krve do krve
plodu

HbF — a,Y,
slabsi afinita k BPG — vysSi
afinita ke kysliku

— His 143 nahrazen Ser

regulace syntézy podjednotek
- po porodu kyslik — syntéza f3

Y (fractional saturation)
© ©o o o
N H (o)} (o 0)

o
(=)

Fetal red

cells
Maternal

red cells

O, flows from maternal
oxyhemoglobin to fetal
deoxyhemoglobin

| I

o

50 100
pO, (torr)
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PATOLOGICKE Hb HBB Sequence in Normal Adult Hemoglobin (Hb A):

mutace v fetézcich Hb, Nucleotide ~ CTG ACT CCT GAG GAG AAG TCT

napriklad HbS:
L . Amino Acid Leu Thr Pro Glu Glu Lys Ser
« zameéna Glu-6 za Val vytvari I I |

. 3 6 9
nepolarni oblast
* misto tetrameru fetizkove HBB Sequence in Mutant Adult Hemoglobin (Hb S):
aglomeraty
Nucleotide CTG ACT CCT GTG GAG AAG TCT
z?,e Amino Acid L?u Thr Pro ‘u'.élsl Glu Lys Seir
*  projev - vl 6 ’ s 9
zmena tvaru
erytrocytu_ , — Lo % e
na srpkovité i“'-’ ?' e
« sickle cells (... anemia W <
( ) BY M A ale
W J*‘- 3-,’5 Q’l@
= I @0 ,@f’“ﬁ' |
® iy O¥
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SRPKOVITA ANEMIE

fysiologicky projev — 10 odvozenych poruch
nedokonaly transportu kysliku — odtud nazev

nevhodny tvar, zivotnost jen 20 dni
(120 u normalnich), blokovani cev

komplikace — mala vykonnost;

@ Normal red blood cells

RBCs flow freely
within blood vessel

ale také vyhoda — odolnost proti malarii R

(Plasmodium falciparum)
korelace vyskytu genu s rozSifenim malarie

percent of
population ) ‘
thathasthe  * Q (="

sickle-cell allele

(Hemoglokin S)

. s 6-8

Bl 12-14 4-6

- ;01';2 2-4 endemic

L] falciparum malaria
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Sickle cells
blocking
blood flow

Sticky sickle cells

Cross-section of sickle cell |




