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1. PREDMET BIOCHEMIE
Biochemie je védni obor, ktery studuje chemické a fyzikalné chemické déje v Zivé
piirodé. Na tomto zdklad¢ se pak snazi vysvétlit hmotnou podstatu biologickych jevi.
Biochemie je pomérné mlady obor. Za okamzik jejiho vzniku, tj. ¢as, kdy se biochemie
oddélila od organické chemie, je povaZovan rok 1897, kdy n€mecky chemik Eduard
Buchner zjistil, Ze pro vyvolani fermentaCnich reakci neni nutnd pfitomnost
neporusenych bunék kvasinek, ale staéi pouze jejich bezbunécny extrakt. Takto piesné
datovani je ovSem nutno brat se znacnou rezervou.

Biochemie je mnohdy rozdélovéana do ¢tyt oddild, které maji 1 historickou ndvaznost :

biochemie statickd, dynamickd, funkéni a organizaéni.

Nejstar$i z nich je biochemie statickd, nazyvana dnes spiSe chemii piirodnich latek.
Zabyva se sloZenim zivé hmoty. Od plvodni izolace a identifikace jednotlivych latek
v zivych organismech se postupnym vyvojem pieSlo ke studiu struktury a obecnych
zakonitosti vztahu struktury a biochemickych vlastnosti hlavné v oblasti proteinti a
nukleovych kyselin.
Dynamicka biochemie se zabyvd pfeménou latek v Zivych organismech. Studuje
zejména ruzné diléi biochemické pochody a jejich vzajemné vazby.
Biochemické pochody jsou velmi slozité. To je zplsobeno zejména komplikovanou
organizaci Zivych soustav. Je proto nutné zkoumat jednotlivé dé€je nejen oddéleng, ale
také ve vazbé na konkrétni fyziologické funkce v daném okamziku a misté organismu.
Touto oblasti se zabyva funkéni biochemie.
Nejmlad$im odvétvim biochemie je biochemie organiza¢ni. Zabyva se organizaci
pochodi v Zivych organismech. Vyznamné je zejména studium programovanych vazeb
jednotlivych reakénich soustav a zptsob tohoto programovani.
Biochemicka problematika prolina do fady védnich oblasti, zejména chemie a biologie.
Na jejich pomezi vznika fada specializovanych obort. V disledku dynamického vyvoje
dochazi k neustdlému prolinani oblasti z4jmul jednotlivych disciplin. Pfesné vymezeni
riznych podobort je velmi obtiZzné a ziejme i zbytecné.
Za podobor organické chemie je povazovéna jiZz zminovand chemie pfirodnich latek.
Radi se sem i bioorganicka chemie, kterd se zabyva aplikaci zakladnich chemickych
zakonu a reakénich mechanismi organické chemie na biochemické reakce. Molekulédrni

biologie se zabyva objasiiovanim biologickych dé€ji na molekularni (chemické) trovni a



je tedy, v3irS$im smyslu, souasti biochemie. Soucédsti molekularni biologie je
1 molekularni genetika, ktera je ovsem mnohdy pojiméana jako samostatny obor.
Biochemie ma tésné vazby kifadé odvétvi. Nejvyznamnéj$i jsou patrné vazby
k mediciné. Vznikla zde tada specidlnich oborti napf. patobiochemie jako biochemie
chorobnych procesti, xenobiochemie, kterd zkouma pfemény cizorodych latek
v organismu, molekularni farmakologie, kterd studuje biochemickou podstatu funkce
1é¢iv a mnohé dalsi.

Poznatky biochemie se uplatiiuji vfadé praktickych obort. K nejzndméjSim patii
zemédélstvi nebo ekologie. Technickym uplatnénim biochemie se zabyvaji

biotechnologie.



2. STAVBA BUNKY

Z4akladni jednotkou vSech znamych forem Zivota je buiika. Jde o vysoce organizovanou
a regulovanou jednotku. V pfirod¢ se vyskytuji dva zékladni typy bunék -
prokaryotické a eukaryotické . Vyvojoveé star§i prokaryotické buriky maji jednodussi
stavbu a méné komplikovany metabolismus. Vyvojoveé mladsi eukaryotické buriky maji
mezi obéma typy bunék spolivd v pfitomnosti prostorové ohrani¢enych vnitinich

struktur v eukaryotickych bunikdch — bunéénych organel.

mitachondrie

jadro

lysosom jadérko
jaderna
membrana

ribosomy

endoplazmatické
retikulum

bunééna
membrana

Golgiho
systém

Obr. 1 Eukaryoticka burika.

2.1.1. Biomembrany
Prostorové ohraniceni bunék, ale i bunéénych organel, zajist'uji biomembrany. Jedna se
v podstaté o lipidové dvojvrstvy s integrovanymi proteiny. Strukturu a funkei
biomembran vysvétluje model tekuté mozaiky, ktery vypracovali vroce 1972 Jon
Singer a Garth Nicolson (Obr. 2). Hlavni funkei biomembran je uskute¢iiovani fizenych

transportnich procest.



integralni protein

Obr. 2 Biomembrana.

2.1.2. Cytoskelet
I kdyZz je wvnitini prostfedi builkky (cytoplasma) zdanlivé nediferencovany koloidni
roztok, maji bunky (zejména eukaryotické) sloZity vnitini systém zvany cytoskelet
(Obr. 3). Tato ,kostra™ buriky je tvofena systémem proteinovych utvarl, které jsou
podle typu nazyvany mikrofilamenty, mikrotubuly a mikrotrabekuly. Jedn4 se vétsinou
o tzv. kontraktilni proteiny (proteinova vldkna, kterd mohou ménit svou délku fizenym
procesem). Jejich funkei je zajiStovat koordinovany pohyb vnitini ¢asti buriky 1 zmény

tvaru bunééné membrany.

2.1.3. Bunécné organely

Vnitini prostor burnky (cytoplazma) je membranami rozdélen do funkénich oblasti.

Tato skutenost se oznacuje jako kompartmentace a vzniklé prostory kompartmenty.



endoplazmatické
retikulum

bun&&na
membrana

Obr. 3 Cytoskelet

Kompartmenty eukaryotickych bunék se nazyvaji bunééné organely. Nekteré druhy
organel jsou spole¢né pro buiiky rostlinné i ZivocCisné, jiné se vyskytuji pouze u ur¢itého
druhu organismu. Zd4 se, Ze nékteré organely vznikly na zdkladé symbiozy vyvijejicich

se eukaryotnich bunék s jejich prokaryotnimi ptedchiidei.

Bunécné jadro

Jadro je obaleno dvojitou membranou. V membréné se vyskytuji pory, které umozriuji
prechod latek (zejména RNA) do okolniho prostfedi. Hlavnim biochemickym procesem,
ktery vjadfe probiha, jsou metabolické premény nukleovych kyselin (replikace,

transkripce).

Endoplasmatické retikulum
Endoplasmatické retikulum (ER) je tvofeno sloZitou soustavou membran, ktera
obklopuje jadro buiiky. Na ¢asti membrdny jsou vazdny ribosomy (tzv. drsné ER).

Casti, kde nejsou ribosomy vézany, se oznaduji jako hladké ER.  Hlavaim
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biochemickym procesem vazanym na ER je syntéza bilkovin (translace) a nasledna

posttranslacni tiprava bilkovin (limitovana proteolyza, glykosylace).

Golgiho systém
Golgiho systém tvofi soustava vacku, které funkéné navazuji na ER. Jeho hlavni funkei

je dalsi uprava a transport nové syntetizovanych bilkovin.

Mitochondrie

Mitochondrie je organela opatfend dvojitou membranou. Vnitini membréna je
zvrasnéna a vytvari ptrihradky (krysty). Vnitini prostor mitochondrie se nazyva matrix.
V mitochondriich jsou lokalizovany biochemické procesy spojené s tvorbou ATP. Proto
se mitochondrie n€kdy oznaduji jako energetickd centrdla buriky. V matrixu
mitochondri{ jsou lokalizovany napf. enzymy citrdtového cyklu a f-oxidace mastnych
kyselin, ve vnitini membrané se nachazeji enzymy aerobni fosforylace (dychaci fetézec

a ATP synthetasa)

Lysosomy

Tyto organely obsahuji pestry soubor hydrolytickych enzymi. Slouzi zejména k $té€peni
biopolymert, které se do buiiky dostévaji z extracelularniho prostoru tzv. fagocytozou.
Fagocyt, obsahujici pohlceny biopolymer, se spoji slysosomem za vzniku tzv.

fagolysosomu a hydrolasy polymer rozstépi.

Mikrotéliska

Mezi mikrotéliska se fadi peroxisomy a glyoxysomy. Peroxisomy obsahuji zejména
oxidoreduktasy. Plisobenim téchto enzymi se v peroxisomech vytvéii peroxid vodiku a
hydroperoxidové radikaly, které pfispivaji k rozkladu slozitych latek, pfijatych z okoli
buniky. Glyoxysomy se vyskytuji hlavné v kli¢icich semenech olejnatych rostlin.

Obsahuji enzymy tzv.glyoxylatového cyklu.

Plastidy
Tyto organely se vyskytuji pouze v rostlinnych burikédch. Rozdéluji se podle barvy na
chromoplasty (barevné) a leukoplasty (bezbarvé). Nejznaméjs$im zastupcem plastidt

jsou zelené chloroplasty.
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Chloroplasty jsou obklopeny dvojitou membranou. Vnitini membrdna vytvari slozité
zahyby zvané thylakoidy, které se skladaji k sobé a vytvafi grana. Vnitini prostor
chloroplastu se nazyva stroma. Hlavni funkci chloroplasti je fotosyntéza. Enzymy

tohoto procesu se nachézeji jak ve stromatu, tak zabudované v membrané gran.

Vakuoly
Zejména v rostlinnych burkéach jsou dobfe patrné pomérné velké organely zvané
vakuoly. Vyskytuji se 1 v burikach Zivocisnych, kde jsou ale malo zfetelné. Jejich hlavni

funkci je ukladani zasobnich biopolymert (napf. polysacharidi).
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3. ENZYMY

Casnd historie enzymologie, védy o enzymech, je spojena s pocdtky biochemie. Tyto
discipliny se vyvijely spolecné od devatendctého stoleti sledovdnim fermentace a
traveni.

Za zacdtek vyzkumu fermentace je povazZovdno zjisténi Josepha Louise Gay-Lussaca
z roku 1810, Ze kvasinky rozklddaji cukr pfevdzné na ethanol a CO;. Roku 1835 ve své
obecné teorii o chemické katalyze uvedl Jacob Berzelius, Ze extrakt sladu, zndmy jako
diastasa,  katalyzuje — hydrolyzu  Skrobu  ucinnéji  nez  kyselina  sirovd.
Nereprodukovatelnost vétsiny biochemickych reakci v laboratoFi vedené Louisem
Pasteurem v poloviné devatendctého stoleti, vedla k predpokladu, Ze fermentace je
vazdna na Zivé bunky. Jak bylo v té dobé obvyklé, Pasteur predpoklddal, Ze Zivé systémy
Jjsou vybaveny ,, Zivotni silou* (vis vitalis), kterd jim dovoluje obchdzet prirodni zdkony,
Fidici neZivou hmotu. Na druhé strané Justus Liebig dokazoval, Ze pFicinou biologickych
procesit je ¢innost chemickych sloucenin tehdy zndmych jako ,, fermenty . A tak ndzev
enzym' (Fecky: enzyme- .kvasinka), ktery navrhl Friedrich Wilhelm Kiihne, mél
zduraznit, Ze ne kvasinky samy, ale néco v kvasinkach katalyzuje reakce kvaseni neboli
fermentace. Teprve v roce 1897 Eduard Buchner ziskal bezbunécny extrakt z kvasinek,
schopny syntetizovat ethanol z glukosy. Tim bylo prokdzdno, Ze biochemické procesy

nemusi byt vdzdny na existenci Zivé buriky.

3.1.Funkce enzymi

Chemické reakce v Zivych organismech podléhaji stejnym zakonim jako reakce
v neZivé pfirodé. Aby probéhla chemicka reakce, pfi niz se latka A méni na latku B,
musi byt molekuldm dodéana energie, ktera postali na piekonani energetické bariery
(tzv. aktivaéni energie), kterd brani jejich vzajemné interakci (Obr. 4).

Aktivaéni energii si lze zjednoduSené¢ predstavit jako kinetickou energii (energie
tepelného pohybu) molekul, potiebnou pro jejich interaci. Za podminek, které existuji
v zivych burnkdch, je kinetickd energie molekul pfili§ nizka a biochemické reakce proto
nemohou probihat. Aby reakce probehla, musi dojit ke snizeni zminéné energetické
bariery. Tak funguji katalyzatory chemickych reakci. V Zivych burikdch maji funkci

katalyzator( specializované proteiny - enzymy.
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energie

—————

pribéh reakce
Obr. 4 Aktivacni energie nekatalyzované (E,) a katalyzované (E, a E,) reakce.

(S — substrat, ES — enzymsubstratovy komplex, P — produkt)

Kazda biochemickd reakce ma néjaky sviij, dosti Gzce specializovany, enzym. To je
velmi dualezité pro fizeni metabolickych procesi v buiikdch. Probihat budou jen ty

reakce, pro které bude pfitomen aktivni enzym.

3.2.Stavba enzymi

Enzymy jsou bilkovinné makromolekuly. Nékteré enzymy jsou jednoduché proteiny,
jiné obsahuji jest¢ nizkomolekuldrni nebilkovinnou sloZzku (sloZené enzymy -
holoenzymy). Tato nebilkovinna slozka muaze byt v aktivnim misté¢ enzymu vazana
kovalentné nebo slabymi interakcemi. Pro kovalentné vazanou nebilkovinnou slozku se
uziva nazev prosteticka skupina, slozka vézana slabymi interakcemi je oznacovana jako
koenzym, spole¢né oznaceni nebilkovinné sloZky je kofaktor. Pro bilkovinnou slozku se

uzivéd oznaceni apoenzym.

3.2.1. Bilkovinna slozka

Pro funkci enzymu je rozhodujici struktura jeho bilkovinné molekuly a pfipadnd vazba
na daldi bunélné struktury. Z tohoto hlediska (bez ohledu na pfitomnost nebo

nepiitomnost kofaktorl) miizeme definovat nékolik strukturnich stuptiti enzym :
14



Monomerni enzym

Oligomerni enzym

Komplexni enzym

Enzymovy komplex

Membranové vazané

struktury

Nejjednodussi typ enzymu. Sklada se z jediné proteinové

jednotky. Takovych enzymi je pomérné malo.

Skladaji se z vice stejnych proteinovych subjednotek. V jedné

jednotce se tak vyskytuje vice katalytickych center.

Sklada se z vice subjednotek. Nejméné jedna obsahuje
katalytické centrum. Ostatni se podili zejména na regulaci

aktivity enzymu

Sklada se z riznych subjednotek, které katalyzuji odli§né reakce.
Jde tedy o komplex riznych enzymi. Jednotlivé subjednotky
mohou byt spojeny slabymi interakceni (pyruvatdehydrogenasa)
nebo kovalentnimi vazbami (komplex synthetasy mastnych

kyselin)

Jde o sloZity systém vice eﬁzymﬁ, které ke své funkci vyzaduji
pfesné uspofaddani v membréané. Patii sem napf. systém
terminalni oxidace (ve vnitini membrané mitochondrie) nebo
systém svételné faze fotosyntézy (ve vnitini membrané

chloroplastu)

3.2.2. Nebilkovinna slozka

Nékteré z biochemickych reakci mohou enzymy katalyzovat pouze ve spojeni s dal$imi

nebilkovinnymi slozkami — kofaktory. Kofaktory mohou byt kovové ionty (Mg**, Zn*",

Fe?*, Fe’* ...) nebo organické molekuly. Chemické vzorce nejvyznamnéj$ich kofaktort

jsou uvedeny na obrazku 5 (u kofaktord NADH+H  a FADH, je uvedena pouze

zménéna ¢ast molekuly).
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Kofaktor Katalyzovana reakce

ATP vSeobecny zdroj energie, prenos fosfatu
Biotin karboxylace

FAD oxidoredukce

FMN oxidoredukce

Koenzym A pfenos acylt

Lipoova kyselina oxidoredukce

NAD" oxidoredukce

NADP" oxidoredukce

Pyridoxalfosfat pfenos aminoskupin
Tetrahydrolistova kyselina pfenos jednouhlikatych skupin
Thiamindifosfat prenos aldehydi

Rada organismt ztratila v priibéhu evoluce schopnost syntetizovat nékteré organické
kofaktory (nebo jejich ¢asti) a musi je pfijimat v potrave€. Takové prekurzory kofaktort

jsou znamy jako vitaminy

Vitamin Kofaktor

B (thiamin) Thiamindifosfat
B, (riboflavin) FMN, FAD

Bs (kyselina panthotenova) Koenzym-A

Be (pyridoxol) pyridoxalfosfat
PP (nikotinamid) NAD', NADP*

3.3.Mechanismus pisobeni enzymu

V nejjednodusS$im piipadé lze enzymem katalyzovanou reakci zapsat nasledujicim
schematem:

S +E & ES —» P+ E

Reagujici latka S (substrat) se vdZe na enzym E za vzniku enzym-substratového

komplexu ES, ktery se nésledné rozpad4 na produkt P a enzym se uvolni.
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Obr. 5 Kofaktory enzymi
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Molekula enzymu je obvykle mnohonasobné vétsi nez substrat. I v pripadeé velkych
substratl (biopolymery — proteiny, polysacharidy) probiha reakce jen v prostorove silngé
omezeném useku molekuly. Substrat se proto vaZze jen na malou, piesné definovanou
oblast enzymové molekuly - aktivni misto enzymu. Aktivni misto je tvofeno pfesné
prostorové uspofadanymi zbytky aminokyselin (obecné tif) potfebnych pro navazani
substratu.

Mechanismus pusobeni enzymii se poprvé pokusil vysvétlit Emil Fischer (1834)
hypotézou ,,zamku a klice”. Podle této predstavy zapada molekula substrdtu do
pevného aktivniho mista enzymu jako kli¢ do zdmku. Hypotéza ovSem nevysvétlovala
proc¢ ndsledné dochdzi k rozpadu substrdtu na produkt a nékteré dalsi otdzky. Novou
hypotezu vyslovil Daniel Koshland (1959).

Podle této, nyni jiZz experimentalné potvrzené, ,teorie indukovaného piizptsobeni”
nejsou vazebné skupiny aminokyselin v aktivnim centru v optimalni poloze. Teprve po
interakci se substratem dochéazi k pfizplisobeni komformace enzymu a k vytvofeni
aktivniho enzym-substratového komplexu. Snaha enzymu zaujmout puavodni

konformaci pak vede k rozpadu substratu (Obr. 6).

S | L—*M_C“QE:%
68—

Obr. 6 Teorie indukovaného piizptisobeni

3.3.1. Enzymova specifita

Enzymy jsou obecné velmi specifické k substratim. Tato jejich vlastnost je vyvolana
nutnosti velmi pfesné vazby substrétu do aktivniho mista enzymu. Tato tzv. substratova

specifita se v8ak svym stupném u jednotlivych enzymi zna¢né lisi. Nékteré enzymy
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vykazuji tzv. absolutni substratovou specifitu. tj. neplisobi krom& molekuly substratu
ani na velmi podobné molekuly. Zndmym ptikladem je enzym ureasa, ktera §tépi pouze
molekuly mocoviny. Jiné enzymy maji specifitu Sir$i. Jsou schopny katalyzovat reakce
nékolika podobnych substrati. Napf. enzym hexokinasa je schopen katalyzovat
fosforylaci nékolika hexos (glukosa, fruktosa) na pfislusné fosfoestery.

Specifita enzymut, které katalyzuji pfemény biopolymerlt (proteinasy, nukleasy) se
vztahuje vzdy jen kurcité ¢asti makromolekuly substratu. Nekteré maji vyraznou
specifitu. Napt. trypsin $t€pi peptidové vazby zejména mezi aminokyselinami Arg-Lys,
tzv. restrikéni endonukleasy 5t€pi DNA ve velmi pfesné uréeném misté daném urcitym
sledem nukleotidt. U jinych je stuperi specifity znacné niZi, napf. chymotrypsin $tépi
peptidové vazby v mistech karboxyll aminokyselin Thr, Trp, Phe, Leu. Obecné vsak
viechny tyto enzymy S§tépi rizné bilkoviny nebo nukleové kyseliny a urcujici je pouze
struktura v misté reakce.

Vyznamnou vlastnosti enzymu je jejich stereospecifita, dana prostorovym uspofadanim

tf vazebnych boda v aktivnim miste.

©
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% )
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povrch enzymu

(==
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\ __
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Enzymy tak katalyzuji napt. pfeménu D-glukosy, ale ne L-glukosy nebo L-
aminokyselin, ale ne D-aminokyselin.

Enzymy jsou dosti uzce specializované i pokud se tyée druhu reakce. Obvykle
katalyzuji jen jednu ztermodynamicky moZnych reakci substrdtu. Napifklad jedna
aminokyselina mazZe podléhat dekarboxylaci nebo deaminaci. Pro kazdou reakci téze
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aminokyseliny v8ak musi byt k dispozici samostatny enzym. Tomuto typu specifity se

nékdy fika specifita u¢inu (¢inku).

3.4.Klasifikace enzymu

V soucasnosti je jiz presné identifikovano kolem 3000 enzymda. Tento velky pocct s
vynutil zavedeni pfesné enzymové klasifikace a pfesného nédzvoslovi. Klasifikace
enzymi je zaloZend na jejich tfidéni podle zakladnich typd reakei, které katalyzuji. Na
téchto reakcich je zaloZeno 1 systematické ndzvoslovi. ProtoZe jsou systematické
(systemové) nazvy znacn€ komplikované, pouZzivaji se i ndzvy raciondlni (doporucené,
zjednodusené). Kromé téchto nazvi se dosud uZivaji i historické trividlni nazvy.
V jednotné klasifikaci je kazdému enzymu piifazen ¢iselny kod tvaru

EC.a.b.c.d
kde
a — oznacuje tfidu enzymu, tj. zdkladni typ reakce, kterou katalyzuje
b,c — oznacuje podtiidu a podpodtiidu enzymu, které blize vymezuji typ reakce

d - je pofadové &islo v seznamu enzymu dané podpodtiidy

Rozeznavame Sest enzymovych tiid
EC 1.b.c.d — oxidoreduktasy

EC 2.b.c.d - transferasy

EC 3.b.c.d —hydrolasy

EC4.b.cd —lyasy

EC 5.b.c.d - isomerasy

EC 6.b.c.d - ligasy (synthetasy)

Oxidoreduktasy katalyzuji oxidacni reakce, tj. reakce spojené s pfenosem elektront.
Oxidovany substrat je donor elektront, redukovanad latka je akceptor elektrond.
Systémovy nézev je tvofen podle schematu :

donor : akceptor — oxidoreduktasa
Doporuceny nazev je tvofen zndzvu substrdtu s pfipojenym bliz§im typem enzymu
napi. dehydrogenasa pro enzymy, které pfendsi vodikové atomy nebo oxygenasa, pokud
je pii reakci zabudovana do molekuly akceptoru celd molekula kysliku (O,). Napriklad

pro reakci
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CH;-CH,-OH + NAD® — CH;-CHO + NADH-+H'

je systémovy nazev enzymu: ethanol : NAD"- oxidoreduktasa
doporuceny nazev: alkoholdehydrogenasa
kodové ¢islo: EC1.1.1.1

Transferasy jsou enzymy, které prenaseji skupiny atomt z jedné slou¢eniny (donor) na
jinou (akceptor). Systémovy nézev je zaloZen na schematu

donor : akceptor — pfenasena skupina-transferasa
Doporucené nazvy se skladaji znézvu substratu s pfipojenym typem enzymu podle
skupiny (CHs— methyltransferasa, NH,;- aminotransferasa, R—CO- acyltransferasa
apod.) Pro enzymy fosfotransferasy (pfenos fosfatu) se asto uziva nazev kinasa.

Napf. pro reakci

1,3-bisfosfoglycerat + ADP — 3-fosfoglycerat + ATP

je systémovy ndzev enzymu: ATP : 3-fosfo-D-glyceratfosfotransferasa
doporuéeny nézev: fosfoglyceratkinasa
kodové ¢islo: EC2.7.23

Hydrolasy katalyzuji Stépeni rGznych vazeb za ucasti molekuly vody, tedy reakce
hydrolytické. Systémovy nédzev je tvofen podle schématu

substrat — odstépend skupina-hydrolasa
Doporuceny néazev je tvofen nazvem substratu a koncovkou — asa.

Napt. pro enzym katalyzujici reakci

asparagin + H,O — aspartat + NH;

je systemovy nazev enzymu: L-asparagin-aminohydrolasa
doporuceny nazev: asparaginasa
kodové oznaceni: EC3.5.1.1

U hydrolas se ¢asto vyskytuji i trividlni ndzvy napf. trypsin, pepsin, papain, diastasa
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Lyasy jsou enzymy, které St€pi vazby (C-C, C-0O, C-N) jinym zplsobem nez
hydrolyzou nebo oxidaci. Systémové nazvy jsou tvofeny podle schematu:

substrat — skupina lyasa .
Od ostatnich tiid enzymi se lyasy odli$uji tim, Ze v jednom sméru (§t€peni) plisobi na
jeden substrat, ale ve sméru opaném (syntéza) na substraty dva. Doporuéeny nazev je

pak tvofen z nazvu $tépeného substratu - lyasa nebo vznikajiciho substratu - synthasa.

vvvvvv

citrat + CoA <« oxalacetat + acetyl-CoA

je systemovy nazev enzymu: citrat — oxalacetatlyasa.
doporudeny nazev: citratsynthasa (tento smér reakce je pro enzym hlavni)

kodové &islo: EC4.13.7

Izomerasy katalyzuji pfeménu uvnitf jedné molekuly. Systémové nazvy jsou tvoieny
podle schematu:

substrat — d&j — isomerasa.
Pokud pfi reakei dochézi k pfenosu celé skupiny na jiny atom, pouziva se i termin
mutasa.

Napft. pro reakci

glyceraldehyd-3-fosfat <>  dihydroxyacetonfosfat
je systémovy nazev enzymu:  D-glyceraldehyd-3-fosfatketolisomerasa
doporuceny nazev: triosafosfatisomerasa
kodové &islo: EC5.3.1.1
Pro enzym, ktery katalyzuje reakci

glukosa-1-P — glukosa—-6-P

je uzivan doporuceny nazev fosfoglukomutasa.
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Ligasy jsou enzymy, které katalyzuji slouCeni dvou latek, tedy vznik novych vazeb (C-
C, C-N). Pii tom se energie potfebna pro vznik té€chto vazeb ziskdva soufasnym
Stépenim energeticky bohaté latky, nejcastéji ATP. Systémové ndzvy jsou tvofeny podle
schematu

substrat 1 : substrat 2 — ligasa (tvotici ADP).
(Misto ADP mtize byt AMP nebo jiné zbytky nukleotidu).
Doporucené nazvy jsou tvofeny znazvu vznikajici latky + synthetasa (nebo ligasa).
Napf. pro reakei
kyselina asparagovd + NH; + ATP —  asparagin + AMP + 2P
je systémovy nazev enzymu: L — aspartat : NH; — ligasa ( tvofici AMP)
doporuceny nazev: asparaginsynthetasa

kodové &islo: EC6.3.1.1

3.5. Enzymova kinetika

Podobné jako chemickd kinetika se také enzymova kinetika zabyva studiem faktort,
které ovliviiuji rychlost enzymové reakce. Tyto faktory jsou spojeny zejména
s fyzikalné-chemickymi podminkami prostfedi, ve kterém reakce probfhaji. Mezi hlavni
faktory patfi :

¢ koncentrace substratu a enzymu

o teplota

e pH

e aktivatory a inhibitory

3.5.1. Koncentrace substratu

Zakladni predstava mechanismu plsobeni enzymu vychazi ztoho, Ze enzym tvoii se
substraty tzv. enzymsubstratovy komplex, ktery se nasledné rozpadd na produkty a
pGvodni enzym. V nejjednodusim pfipadé lze uvazovat jednosubstratovou reakci, ktera

je jako celek nevratna.

K, K,
S + £ =—/mm®» ES ——> P + E
K4

(S-substrat, E-enzym, ES-enzymsubstratovy komplex, P-produkt, k-rychlostni

konstanty)
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Cely dg&j se sklada ze tif dil¢ich reakci pro které plati pfislusné kinetické diferencidlni

rovnice diléich reakei:

v = %%‘f“] =~k [S][E]
o = E) | fes)ek, [s] L]
v, Eg_[_;]:kz [ES]

Aby bylo mozZno soustavu diferencidlnich rovnic fe$it, je nutno piidat jesté dve
podminky. Prvni je tzv. konzervaéni rovnice, kterd pfedpoklada, Ze celkova koncentrace
enzymu (Cg) se neméni

C, =[E]+[ES]

Druha podminka vychazi z ptedpokladu ustéleného stavu. Plati :

ES|=konst. > ——=0
5] alEs)

Regenim soustavy je pak vyraz

dlP] _ &, -C,[S]
d k. +k,
ki

V=

+[s]

Rovnici odvodili v r. 1913 angli¢ti enzymologové Leonor Michaelis a Maude Menten a

uvedli ji ve tvaru

kde :

v = rychlost enzymove reakce

V= limitni rychlost enzymové reakce
K,, = Michaelisova konstanta

[S] = koncentrace substratu
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Grafem této rovnice je vétev rovnoosé hyperboly. Rozborem podle pomért velikosti K,
a [S] 1ze charakterizovat vyznam veli¢in V a K, a ur€it 1 dal$i charakteristické vlastnosti
enzymové reakce. Z rozboru vyplyvd, Ze limitni rychlost enzymové rekce (V) je
dosahovana pii velmi vysoké (teoreticky nekonecné) koncentraci substratu a K, je
rovna koncentraci substratu, pfi které je rychlost reakce praveé rovna poloviné limitni
rychlosti (V/2). Ky tedy vyjadiuje afinitu substratu k enzymu. K,

V enzymologické praxi se Casto stanovuje K, jako vyznamna charakteristika enzymu.
Stanoveni Va K., piimo zkfivky sestrojené zexperimentalnich udaji je znacné
nepohodlné. Proto byly zavedeny pfistupn€j$i zplsoby, znichZz je nejbézngjsi
linearizace hyperboly. UZivana je metoda Hanse Lineweavera a Deana Burka, ktefi v r.
1934 pouzili linearni vztah mezi reciprokymi hodnotami obou proménnych, tj.1/[S] a

1/v:

_ Km 1 +
v ¥V [S]
Jde o rovnici piimky o smérnici K./V a tiseku 1/V na ose 1/v. Usek na ose 1/[S] m4 pak

hodnotu -1/K,, (Obr.7)

-

¢ ais t f —p
-2 R Il 1 2 31
/'/ ‘y-q»—-———-nj—-» [S}

vvvvvv

reakce.
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3.5.2. Teplota

Zvysovanim teploty roste rychlost enzymové reakce, ale té€z rychlost rozkladu enzymu,
naprt. disociace koenzymu z jeho povrchu. Dosazenim urcité teploty se dosahne nejvyssi
rychlosti reakce, dal$im zvySovéanim teploty rychlost klesa. Jde o teplotni optimum

enzymu

50

Tato vyznacna charakteristika zdvisi na dobé, po kterou dand teplota ptsobila. Za
vysSich teplot (kolem 70°C) je enzymova aktivita podstatné brzdéna a to zpravidia

nevratné. Z pocatku se vzrist rychlosti reakce fidi Arheniovym vztahem :

v:k~exp(——§f}

kde:

k — konstanta

E — aktivacni energie

R — univerzélni plynové konstanta

T — absolutni teplota

Tato zéavislost viak u enzym plati pouze pti nizsich teplotach (15-40°C). V teplotnich

optimech enzymi jsou znacné rozdily. U vétsiny se tato hodnota pohybuje kolem 40°C,
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jsou vSak zndmy enzymy se znacné vySsi tepelnou odolnosti (zejména u termofilnich

bakterii).

3.5.3. Vliv pH

Na rychlost enzymové reakce ma vyrazny vliv pH prostfedi. To je ddno chemickym
charakterem proteind. Zmény koncentrace vodikovych iontli a hydroxylovych aniontt
ovlivituji konformaci proteinovych molekul a tedy i1 aktivniho mista enzymu. Pri
ur¢itém pH dosahuje rychlost reakce maximalni hodnoty. Tomuto pH se fikd optiméalni
pH nebo pH-optimum. Zavislost rychlosti enzymové reakce na pH je uvedena na

obrazku 8.

pH

Obr. 8 Zavislost rychlosti enzymové reakce na pH

Vétsina enzymi ma pH- optimum v rozmezi 5-7, ale existuji i vyjimky (napf. pepsin 2,

arginasa 9 az 10).

3.5.4. Aktivatory a inhibitory
Rada enzymi vyZzaduje pro svou funkei ptitomnost iontd kovi. Ty se Géastni vazby
substratu do aktivntho mista enzymu. Bez jejich pfitomnosti jsou enzymy neaktivni
nebo maji vyrazné€ sniZzenou aktivitu. Takové latky se oznaCuji jako aktivatory. Neékteré

piiklady jsou uvedeny v tabulce.
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Ion Enzym

Mg ATP-asy

Cu’, Cu** cytochromoxidasa
Zn*" peptidasy

Mo?*, Mo™* nitratreduktasa
Mn** peptidasy

Fe’", Fe'* peroxidasy

Neékteré slou¢eniny mohou aktivitu enzyml sniZovat nebo zcela blokovat. Takové latky
se nazyvaji inhibitory. Podle mechanismu plsobeni inhibitoru mtizeme rozlisit nékolik
typt inhibici:

e kompetitivni

e neckompetitivni

e akompetitivni

Kompetitivni inhibice

Latka, kterd soutézi se substratem o vazebné misto, je oznaCovana jako kompetitivni
inhibitor. Takovy inhibitor je strukturné podobny substratu do té miry, Ze se specificky
vaze v aktivnim misté. Na rozdil od substratu vSak neni pfeménén v produkt. Protoze se
inhibitor vaze na enzym podobné jako substrat, mize byt z vazby substratem vytésnén.
Nekompetitivni inhibice

Pii nekompetitivni inhibici nemilZe byt inhibitor substratem vytésnén. Klasickym
piikladem je vazba inhibitoru mimo aktivni centrum enzymu. Funkce enzymu je
zménou konformace nevratné blokovéana. Piikladem nekompetitvnich inhibitort jsou
nékteré t&7ké kovy (Pb*" Hg?" apod.).

Akompetitivni inhibice

V akompetitivni inhibici se inhibitor vaZe p¥imo na komplex enzym-substrat, ale nikoli
na volny enzym.

Na obrazku 9 je znazornén vliv jednotlivych typd inhibitord v Lineweaver-Burkoveé

grafu.
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Obr. 9 VIiv jednotlivych typt inhibitord na kinetiku enzymové reakce.
a — nekompetitivni inhibice, b — kompetitivni inhibice, ¢ — akompetitivni inhibice

0 — bez inhibitoru, 1 a 2 — rostouci u¢innost inhibice

V realnych ptfipadech se mnohdy nesetkdme scistym  piipadem nékterého typu

inhibice, ale jde ¢asto o smiSené typy.

3.5.5. Enzymova aktivita.

U reakci katalyzovanych enzymy je jejich rychlost urfena pfedev§im soufinem
mnozstvi enzymu a ,,i¢innosti* jednotlivé enzymové molekuly. Rychlost, kterou takova
reakce probihéd za definovanych podminek se nazyva aktivita enzymu. Tato veli¢ina méa
v soustaveé SI jednotku katal (kat). Enzym ma aktivitu jednoho katalu, jestlize pfeméni
jeden mol substratu za jednu sekundu. Rozmér katalu je tedy mol.s™. Katal je jednotka
velmi velkd, a proto se vétSinou uplatiiuji jeji zZlomky (ukat, nkat).

V nékterych pfipadech je uzitecné uvadeét tzv. specifickou aktivitu, coz je aktivita
vztazend na mnozstvi bilkoviny. Pokud mame Cisty enzym, lze aktivitu vztdhnout na i
na mol enzymu (molarni aktivita). Casto je viak k dispozici pouze enzymovy preparat
(extrakt tkdné nebo télni tekutina). V takovém pfipade se aktivita vztahuje napf. na ml
enzymového preparatu (v mediciné napt. na ml krevniho séra = koncentace enzymové

aktivity).
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3.6. Biochemicka energetika

3.6.1. Biochemicka termodynamika
Vsechny procesy v Zivych organismech se fidi zédkladnimi zdkony termodynamiky.
Posuzovat smér chemické, a tedy i biochemické, reakce umozZiiuje stavova funkce G
(Gibbsova energie).
Aby reakce probihala v daném sméru, musi byt zména Gibbsovy energie (AG) mensi
nez nula. Je-li AG>0 bude reakce probihat v opa¢ném sméru, je-li AG=0 je systém

v termodynamické rovnovaze. Pro vypoéty AG pro konkrétni rovnici.

A+B < C+ D
plati vztah

AG = AG® + RTln([E—}:‘@)

Veli¢ina AG® je tzv. standardni zmé&na Gibbsovy energie. Jeji hodnota ndm vlastné

udava ,,polohu rovnovéhy* reakce. Je-li AG =0 (rovnovéha) plati:

AG® =-RTInK
kde K je rovnovazna konstanta reakce

Standardni zména Gibbsovy energie je bézné definovana pro tzv. standardni stav
(teplota 25°C, tlak 0,101MPa, jednotkova aktivita latek). ProtoZe v biochemickych
systémech probihaji reakce ve velmi ziedénych vodnych roztocich pfi pH blizkém
neutralnimu, byly za standardni stav zvoleny pozménéné podminky. Aktivita vody je
volena 1 a aktivita H' iontu je volena jako jednotkova pro pH = 7. Pro reakce, kterych
se Gtastni voda nebo H' ionty, se tim ziskd mirné odli$na hodnota standardni zmény
Gibbsovy energie, kterd se oznaduje AGY .

Termodynamika se zabyva zménami stavu systému. Pfitom nezavisi na cesté, kterou se
do tohoto stavu systém dostane, ale pouze na po¢ateénim a koncovém stavu. Pro sled
reakci

A < B < C <& D
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pak plati
AGY = AG,® + AG, + AGS

Je-li AG® < 0 je rovnovéha celého systému posunuta ve sméru latky D. Pitom miiZe byt
napft. G,° > 0, tj. rovnovéha v samotné dil¢f reakci B <> C posunuta ve sméru latky
B. V celém sledu reakei je ovSem tato diléi reakce ,tazena“ reakci C <« D (je-li
AG3O < 0) nebo ,tlatena“ reakci A <> B (je-li AG10 < 0 ) Takovym reakcim se fika
reakce spfazené. To je béZzny pripad pravé metabolickych drah, kde se ¢asto vyskytuji

dil¢] reakee s AG® > 0

3.6.2. Makroergické latky.

Rada biochemickych reakci vyzaduje (pro dosazeni AG < 0 ) dodani energie. Zdrojem
této chemické energie jsou latky s vysokym obsahem vnitini energie (makroergické
latky). Hlavnimi typy téchto latek jsou zejména ty, které v molekule obsahuji
trifosfatova, thioesterovad nebo enolfosfatovd uskupeni. Za makroergické latky jsou
povazovany i redukované kofaktory oxidoreduktas.

Nejvyznamngj§i makroergickou latkou v buitkdch je ATP. Vznikd obvykle podle
schematu

ADP + P —» ATP

Podle energetického zdroje pro uvedenou reakci lze definovat tfi zakladni mechanismy
tvorby ATP

e fosforylace na substratové urovni

e oxidacni fosforylace

o fotofosforylace

Pri fosforylaci na substrdtové trovni je energie pro syntézu ATP bezprostiedné
ziskavéana napf. oxidaci substratu. Tento mechanismus neni vazan na vyuZiti kysliku a
probihéa proto 1 za anaerobnich podminek. V pfipad€¢ anaerobnich organismi je to

vlastné jedina cesta tvorby ATP. Jako pfiklad 1ze uvést jednu z dil¢ich reakei glykolyzy:

1,3-bisfosfoglycerat + ADP —  3-fosfoglycerat + ATP
32



vvvvv

Oxidaéni fosforylace je nejdilezitéj$§im zdrojem ATP pro aerobni organismy. Zdrojem
energie jsou zde redukované kofaktory NADH+H a FADH,, které vznikaji
biologickymi oxidacemi v katabolickych drahach. Cely proces je lokalizovan na vnitini
mitochondridlni membraneé.

Fotofosforylace je vyznamnym zdrojem ATP pro fototrofni organismy. Zdrojem
energie je zde energie svételnych kvant. Proces je lokalizovan ve vnitfnich membranach

chloroplastt.

3.6.3. Metabolické drahy
Zivé organismy se nenachézeji v termodynamické rovnovéaze. Naopak vyzaduji
nepfetrzity tok volné energie pro udrZeni své existence. Metabolismem se nazyva
soubor procesl, jimiz zivé soustavy ziskdvaji a vyuZivaji volnou energii, kterou
potiebuji pro udrzovani svych rozliénych funkei. Dosahuji toho spojenim
exergonickych  reakei oxidace zivin sendergonickymi procesy, vyzadovanymi
k zachovani 7Zivota, jako je mechanickd prace, aktivni transport molekul proti
koncentracnimu gradientu a biosyntéza slozitych sloucenin.
Fototrofni organismy (rostliny a né€které bakterie) ziskavaji volnou energii ze Slunce
prostiednictvim fotosyntézy, pil niZ je endergonicka reakce CO; s H,O, vedouci
k sacharidim, pohanéna energii svételnych kvant.
Chemotrofni organismy ziskdvaji volnou energii oxidaci organickych sloucenin
(sacharidl, lipidd, proteintl), ziskanych zjinych organismi, primarné z fototrofnich.
Volna energie pro endergonické reakce je Casto vazadna v syntetizovanych
makroergickych fosfatovych slouc¢enéch jako je ATP.
Kromé uplné oxidace Zivin probihd i jejich stépeni fadou reakci na spolecné
meziprodukty, které jsou déle vyuzivany jako prekursory biosyntézy dalsich latek.
Metabolicka dréha je fada naslednych enzymovych reakci, kterd vede k tvorbé urcitého
produktu. Reakéni slozky (vstupni latky, meziprodukty a produkty) drahy jsou
oznalovany jako metabolity. Na obrazku 10 je wuvedena velmi zjednoduSend
metabolicka mapa. Jsou zde uvedeny jen zakladni metabolické drahy, které budou

v tomto textu dale probirany.
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E:> Toky metabolitt Hlavni metabolity

— Toky makroergickych latek glykolyza Metabolickd dréha

Reakéni drahy, které jsou soucdsti metabolismu, se rozdéluji do dvou kategorii :
degradacni drahy (katabolismus) a biosyntetické drahy (anabolismus). V katabolickych
drahach dochazi k exergonickému rozkladu slozitych metabolitl na  jednodussi
produkty. Volnad energie, uvolnénd pii téchto pochodech, je konzervovana zejména
v ATP, syntetizovaném z ADP a fosfatu, nebo v NADPH+H", vzniklém redukci
NADP". ATP a NADPH+H" jsou hlavnimi zdroji volné energie pro anabolické drahy.
Vlastnosti degrada¢niho metabolismu je to, Ze pifi ném dochéazi ke konverzi velkého
poctu rozmanitych latek (sacharidd, lipidd a proteint) na spoleéné meziprodukty. Tyto
meziprodukty jsou poté ddle metabolizovany hlavni oxida¢ni drahou, ktera vede
k n€kolika koncovym produktim. Napf. rozkladem riznych zivin vznikd Casto jako
spole¢ny meziprodukt acetyl-CoA. Poté nasleduje oxidace acetylové skupiny na oxid
uhli¢ity a vodu pfes citratovy cyklus, fetézec pfenosu elektront a oxidaéni fosforylaci.
Biosyntéza reprezentuje opac¢ny pochod. Relativné mélo metabolitl, pfedevSim pyruvat,
acetyl-CoA a meziprodukty citratového cyklu, slouzi jako vychozi materidl pro syntézu
velkého mnoZstvi rozmanitych produktti.

Metabolické dréhy se vyznacuji nékolika zakladnimi vlastnostmi, které jsou nezbytné
pro jejich funkci v burice.

e Metabolické dréhy jsou nevratné

Aby jejich reakce probéhly az do konce, musi byt vysoce exergonické. Tato vlastnost
davé draze ur¢ity smér. Pokud maji byt dvé latky navzdjem metabolicky ptreveditelné,
musi byt dréha vedouci od prvni latky k druhé odlisna od drahy, vedouci od druhé latky
k prvni. To vyZzaduje, alespol pro nékteré stupné, jinou reakci (jiny enzym). Existence

odlisnych cest pro vzajemné premény dvou latek je dileZitou vlastnosti metabolickych
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drah. Umoziuje nezavislou kontrolu rychlosti obou pochodié. Takovato nezavisla
kontrola je bez existence dvou riznych drah nemozna.

e Vsechny metabolické drahy jsou regulované
Aby bylo mozno fidit tok metabolitt metabolickou drahou, je nezbytné regulovat
stupeni, limitujici jeji celkovou reakéni rychlost. UrCujici stupen je nevratny a plisobi
ptili§ pomalu na to, aby se jeho substraty a produkty mohly dostat do rovnovéhy.
ProtoZze vétSina dalSich reakci probiha v blizkosti rovnovahy, limituje tento uréujici
stupent metabolické drahy 1 jeji celkovou rychlost. VEtSina metabolickych drah je tudiz
kontrolovana regulaci enzymu, katalyzujictho jejich ur€ujici stupen. Tento urcujici
stupefi se oznacuje jako stupenl regulacni. Nachazi se obecné na pocatku drahy — Casny
regulaéni stupenl — a ,,sméruje” tvofeny meziprodukt dale po dané dréze. Je to soucasné i
nejucinnéjsi zpusob kontroly, protoZe je jim branéno syntéze metabolitl ve zbylé ¢asti
metabolické drahy, neni-li jich zapotfebi.

e Metabolické drahy probihaji v eukaryotnich burikdch na specifickych mistech.
Syntéza metabolitl, probihajici ve specifickych bunéénych oddilech uzavienych
membranami, vyZaduje jako Zivotné dullezitou slozkou metabolizmu bunék transport
mezi témito oddily. Biologické membrany jsou pro metabolity selektivné propustné,
protoze obsahuji specifické transportni proteiny. Transportni procesy se tak vyznamné
podili na ,komunikaci“ jednotlivych metabolickych drah prostfednictvim jejich

metabolitd.

3.7.Transportni procesy

vvvvvv

membranou, tak i membrédnami organel, je dlleZity proces zhlediska koordinace
biochemickych procest celé buiiky. Nejjednodussi mechanismus transportu je prosté
difuze. Timto zplGsobem prochdzi biomembranami pouze nejjednodussi latky (zejména
voda a rozpusténé plyny). Transport probihd vzdy ve sméru koncentraéniho spadu, a
nevyZzaduje proto Zadné energetické zdroje.

Mnohem vyznamnéjsi je zprostfedkovany transport. Na ném se podili rlizné specifické
membrénové proteiny, tzv. pienaSeCe. I vtomto piipadé¢ jde o transport relativné
nizkomolekularnich latek. Zprostfedkovany transport lze, podle energetické potieby,

rozdélit na transport aktivni a pasivni. Pasivni transport probihd ve sméru

koncentradniho spadu a nema tedy zadné energetické naroky. Dodate¢né zdroje energie
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vyzaduje aktivni transport, ktery je uskuteCiiovan proti koncentraénimu spadu. Existuji
razné konkrétni procesy zprosttedkovaného transportu.
e usnadnéna difuse — transportovana latka se vaZe na prenaseé, ktery ji pfenese na
druhou stranu membrany, nebo se v membrané vytvaii specifické kanalky
e membranové pumpy — transportované latky (zejména ionty) jsou pfendSeny
membranou, obvykle za spotfeby energie.
e skupinova translokace — transportovana latka podléhd pii transportu chemické
preméné.
Vysokomolekuldrni latky, pfipadné celé vetsi ¢asti bunék, jsou obvykle transportovany
procesy, které jsou spojeny s piestavbou membran. Pro tyto d&je se pouzivaji terminy
fagocytoza nebo pinocytoza. Transportovana latka se vaze na povrch membrany
na specifické receptory. Tim je  aktivovan mechanismus, ktery latku obklopi
membranou. Vznikly vafek se pak od membrany oddéli a utvofi uvnitf buiky
samostatnou organelu - fagocyt.
Konkrétni pfiklady transportu jsou dile uvedeny u jednotlivych biochemickych

procesu.

3.8. Regulace enzymové aktivity

Organismus musi byt schopen regulovat katalytickou aktivitu svych enzym tak, aby
mohl fadné fidit své metabolické pochody, reagovat na zmény prostiedi, koordinovat
rust a diferenciaci a to vie v uréitém pofadku. Jsou dvé moznosti, jak toho dosdhnout :
e Regulaci mnozstvi pfitomného enzymu. (MnoZstvi enzymu zdvisi jak na
rychlosti jeho syntézy, tak na rychlosti odbouravani.)
e Regulaci enzymové aktivity. (Katalyticka aktivita enzym@ mtZe byt regulovana
ptimo strukturnimi konforma¢nimi zménami proteinové molekuly).
V prvinim piipadé jde v podstaté o nevratné procesy. Syntéza enzyml je vlastné
proteosyntéza a je regulovana zejména na urovni transkripce (viz kapitola Traskripce).
Syntetizovany protein je jiZz pfimo aktivnim enzymem nebo se jedna o tzv. proenzym
(zymogen), ktery jeSt€ neni aktivni a pro jeho aktivaci musi prob&hnout dalsi Gprava
proteinu. Nejvyznamnéj§im procesem takové aktivace enzymu je tzv. limitovana
proteolyza. Pfi ni je z proteinové molekuly ods$tépena presné urCend &ast a tim dojde

k vytvoteni potfebné struktury molekuly. Timto mechanismem jsou aktivovény nékteré
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travici enzymy (napf. trypsin ztrypsinogenu). Procesy jako srdzeni krve nebo
imunochemicka funkce komplementu (viz Imunochemicka regulace) jsou fizeny celymi
sledy takovych proteolytickych reakci kdy jedna slozka aktivuje naslednou atd.

Ve druhém ptipad€ jde o regulaci jiz ,,hotového* enzymu. Tyto procesy jsou vratné a
podle mechanismu aktivace a deaktivace enzym je lze rozdélit na procesy allosterické

a tzv. kovalentnt modulaci.

3.8.1. Allostericka regulace

Allosterické enzymy jsou sloZeny ze subjednotek. Nejjednodussi takovy enzym
obsahuje jednu katalytickou a jednu regulaéni subjednotku. Katalytickd subjednotka
obsahuje aktivni centrum a katalyzuje pfeménu substratu. Allosterickd subjednotka
obsahuje tzv. allosterické centrum, na které se miize vazat nizkomolekularni latka -
allostericky efektor. Po vazbé efektoru dojde ke konformadni zméné struktury celého

enzymu (tedy 1 oblasti aktivniho centra) a enzym je tak aktivovan nebo inhibovan.

AKTIVATOR

ﬁ!NHiBiTO»R

Jako allosterické efektory mohou plisobit pfimo metabolity urcité metabolické drahy.
Vzrist koncentrace vstupniho substrdtu zpidsobi aktivaci allosterického enzymu a
metabolicka drédha se ,,spusti. Naproti tomu hromadéni koncového produktu plsobi
inhibi¢né (metabolickéd drédha se ,brzdi“). Jako allosterické efektory mohou pisobit i

meziprodukty jinych metabolickych drah. Je tak zajiSténa vzajemnd koordinace procest.

3.8.2. Kovalentni modulace

Struktura enzymu mize byt ménéna i kovalentni vazbou urcité skupiny atomi na
enzymovou molekulu. Konkrétni regulovany enzym tak op&t muize byt aktivovan nebo
inhibovan. OdStépenim skupiny se opét obnovi ptvodni stav. ProtoZe v tomto piipade
jde o vznik nebo zanik kovalentnich vazeb, je cely d€j katalyzovan dal$imi enzymy.

Nejvyznamnéjdi skupinou, kterd modifikuje vlastnosti enzymu, je skupina fosfore¢na
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(fosforylace a defosforylace), ale mohou to byt i jiné skupiny (adenylova, guadinylova).
Regulace metabolickych drah pomoci uvedenych procest je vzdjemné propojena.
Vytvaii se tak celé slozité nasledné reguladni systémy nazyvané regulaéni kaskady.

Konkrétni ptiklady jsou uvedeny u jednotlivych metabolickych drah.
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4. AEROBNI METABOLISMUS

4.1.Citratovy cyklus

Citratovy cyklus je obvyklou drahou oxidacni degradace u eukaryot a prokaryot.
U eukaryotnich bun€k je tento metabolicky proces lokalizovan v mitochondriich.
Citratovy cyklus, ktery je také znam jako cyklus trikarboxylovych kyselin, TCA-cyklus
nebo Krebstv cyklus, je jakymsi centrem celého metabolismu — odpovida za oxidaci
vétsiny sacharidd, mastnych kyselin i aminokyselin a vytvai{ Cetné biosynteticke
prekurzory.

Citratovy cyklus byl navrien vr. 1937 Hansem Krebsem, oviem k uplnému objasnéni
doslo az po objevu koenzymu A Nathanem Kaplanem a Fritzem Lipmannem v r.1945 a
urcenim, zZe acetyl-CoA kondenzuje s oxalacetatem za vzniku citratu Severem Ochoaou
a Fedorem Lynenem vr. 1951. Bylo také prokdzdno, Ze oxidacni dekarboxylace

oxoglutardtu na sukcindt se ucastni koenzym A.

4.1.1. Mechanismus citratového cyklu

V principu je citratovy cyklus sledem reakei, pfi kterych se oxiduje acetylové skupina
acetyl-CoA na dvé molekuly CO, a uvolnéna energie se pfitom akumuluje v fadé
makroergickych sloucenin. Sled reakei katalyzovanych osmi enzymy je uveden na
obrazku 11.

Acetylskupina je tedy uplné oxidovana na CO; podle schematu :

3 NAD" +FAD+GDP+acetyl-CoA+P — 3 NADH+H" +FADH, +GTP+CoA+2 CO,

Redukované kofaktory NADH+H™ a FADH, jsou obvykle reoxidovany kyslikem v

oxidac¢ni fosforylaci, pii které dochazi k syntéze ATP.
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Obr. 11 Schema citratového cyklu
Reakce Enzym Poznéamka
1. Citratsynthasa kondenzace acetyl-CoA a oxalacetatu za vzniku
Y
citratu
2. Akonitasa dehydratace, pfi niZ vznikne cis-akonitat vazany
p y

na enzym a naslednd hydratace za vzniku

1socitratu
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Reakce Enzym Poznamka

3. Isocitratdehydrogenasa oxidace isocitratu na oxalsukcinat a nasledna
dekarboxylace za vzniku 2-oxoglutardtu, pfi
reakci je redukovan NAD" na NADH + H a
uvoliyje se CO;.

4. 2-oxoglutaratdehydrogenasa multienzymovy komplex, ktery oxidacné
dekarboxyluje 2-oxoglutarat na
sukcinylkoenzym A, pfi reakci je redukovén

NAD" na NADH + H" a uvoliiuje se CO,.

5. Sukcinyl-CoA synthetasa pfeména sukcinyl-CoA na sukcinat, tvofi se
makroergicky GTP z GDP + P
6. Sukcinatdehydrogenasa oxidaci sukcindtu na furamét pfi soucasné

redukci koenzymu FAD na FADH,;
7. Furamasa hydratace furamétu za vzniku malatu
8. Malatdehydrogenasa oxidace maldtu na oxalacetat, pfi reakci je

redukovan NAD" na NADH + H™

4.1.2. Regulace citratového cyklu

Citratovy cyklus je regulovan tfemi pomérné€ jednoduchymi mechanismy

e dostupnosti substratu (acetyl — CoA, oxalacetat)

e inhibici produktem (NADH + H" a ATP)

e kompetititvni inhibici intermediéty cyklu
Hlavnim regula¢nim prvkem je dostupnost acetyl-CoA. Nejvyznamnéj$imi zdroji
acetyl-CoA je oxidace pyruvatu a [-oxidace vys$§ich mastnych kyselin. Tyto
metabolické procesy jsou Fzeny zejména prostiednictvim cAMP a Ca®” (u Zivogichil
jsou koncentrace téchto latek fizeny hormondlng) tak, Ze pti zvySené energetické
spotfebé organismu dojde k jejich aktivaci a tim roste tvorba acetyl-CoA. ProtoZe prii
zvydené energetické spotfebé klesid koncentrace ATP a NADH+H' je aktivovén i
citratovy cyklus a tyto makroergické latky jsou intenzivné dopliiovany. Pokud je oviem
energetickd potfeba organismu nizkd a dodavka sacharidi potravou vysoka je sice
produkovan acetyl-CoA, ale citratovy cyklus je blokovan (stejné i B-oxidace mastnych

kyselin). Je ale stimulovana syntéza mastnych kyselin, coZ vede k tvorbé lipidd.
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4.1.3. Amfibolicka povaha citratového cyklu
Citratovy cyklus je katabolicky proces. Intermediaty cyklu jsou vyZzadovany jen
v takovych mnoZstvich, aby zachovaly degradacni funkci cyklu. Mnoho biosyntetickych
drah ale tyto intermediaty také vyuziva jako vstupni substraty (anabolismus). Z tohoto
hlediska je cyklus amfibolicky (anabolicky i katabolicky).
Drahy vyuzivajici intermediaty citratového cyklu jsou zejména
e Biosyntéza glukosy (glukoneogeneze) odehravajici se v cytosolu, kterd vyuziva
malat transportovany mitochondrialni membranou.
e Biosyntéza aminokyselin, kdy jsou vyuzivany zejména 2-oxoglutarat (syntéza
glutaméatu) nebo oxalacetat a fumarat (syntéza aspartatu).

e Syntéza porfyrinu, ktera vyuziva sukcinyl-CoA.

4.1.4. Anaplerotické reakce

Vzhledem k Ubytku intermediati cyklu je nutné je opét nahradit. K tomu dochazi v tzv.

anaplerotickych (dopliiujicich) reakcich. Hlavni reakce tohoto typu je katalyzovana

pyruvatkarboxylasou a produkuje oxalacetat. Pyruvatkarboxylasova reakce probiha ve

dvou krocich (Obr. 12):

1. Biotin je karboxylovan hydrogenkarbonatovym iontem v reakci, ktera vyuziva
soucasné probihajici hydrolyzu ATP na ADP a P. Vysledné karboxylova skupina je
»aktivovand® a mize byt tedy pfenesena bez dalsiho dodani volné energie.

2. Aktivovand karboxylova skupina je pfenesena zkarboxybiotinu na pyruvat za

vzniku oxalacetatu.

Pyruvatkarboxylasa je allostericky aktivovana acetyl-CoA. Enzym je bez navazaného
acetyl-CoA zcela neaktivni. Kazdy pokles rychlosti cyklu, zplsobeny nedostatkem
oxalacetatu nebo jiného intermediatu, vyvola nadbytek acetyl-CoA. Tim je aktivovana
pyruvatkarboxylasa, kterd doplni oxalacetét, ¢imz se rychlost cyklu zvysi. Je-1i rychlost
cyklu brzdéna na jiném misté (napf. vysokou koncentraci NADH+H"), pak zvysena
hladina oxalacetdtu cyklus neaktivuje. Piebytek oxalacetdtu se vSak dostane do
rovnovahy s maldtem, ktery je transportovén z mitochondrie a pouzit v glukoneogenezi.
V degradac¢nich drahach vznikaji i dal$i intermediaty citrdtového cyklu, napt. sukcinyl-
CoA (oxidace mastnych kyselin s lichym poctem atom uhliku nebo $té€peni isoleucinu)

a 2-oxoglutarat (transaminace a deaminace glutamatu).

43



K
HCO,
(CH2)4 C NH-——Enzym
ATP

biotin

ADP + P

.
ﬁ’
(CH,);=C—NH—Enzym
o. O coo™
\\C/ \ I

i c=0
= o
CH, C!IOO'

pyruvat oxalacetat

o}
HN/U\NH

Il
(CH,);—C—NH-—Enzym

Obr. 12 Pyruvatkarboxylasova reakce

4.2. Oxidacni fosforylace

Oxidac¢ni (aerobni) fosforylace slouzi zejména k syntéze ATP. Jako zdroj energie jsou
zde vyuzivany redukované kofaktory (NADH+H', FADH,), které vznikaji v fadé
katabolickych drah, zejména v citrdtovém cyklu a pfi PB-oxidaci mastnych kyselin.

Oxidaéni fosforylaci lze rozdélit do dvou dil¢ich procest :
e termindlni oxidace (také nazyvana dychaci fetézec)
e vlastni fosforylace
4.2.1. Terminalni oxidace

Proces uskuteiiuje komplex enzymi, zabudovany ve vnitini membrané mitochondrii.

Schematicky je zndzornén na obrazkul3.
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Obr. 13 Schema oxidaéni fosforylace

Kofaktor NADH + H' je oxidovan oxidoreduktasou skofaktorem FMN. Vznikly
FMNH, je néasledné oxidovén ferredoxiny (Fe-S), kde je akceptorem elektront Fe’
Tonty H™ se uvolni na vn&jsi stranu membréany. Elektrony z ferredoxint jsou pfeneseny
na cytochromy b. Pfenos se uskuteéiiuje prostfednictvim koenzymu Q. Chinonové
uskupeni koenzymu Q se pfitom méni na hydrochinonové. Potiebné H™ ionty jsou
odebirdny na vnitini strané membrany a nasledné uvolnény na vné&jsi strané. Elektrony
jsou dale pfevadény fetézcem cytochromid c; a ¢ na cytochromoxidasu (komplex
cytochromt a+ajz). Cytochromoxidasa katalyzuje redukci kysliku podle schematu
1/2 0+ 2¢ +2H" - H,0

P11 transportu elektrond komplexem enzymd je tedy ziskana energie vyuzita k pfenosu
H™ ionti membranou. Tim dojde na jedné strané membrany ke zvySeni jejich

koncentrace a chemickd energie NADH+H a FADH, je pieménéna na
45



elektrochemickou energii koncentraéniho spadu H'. Koneénym akceptorem elektront je
kyslik.

Celkové dojde pii oxidaci NADH+H" na NAD" k transportu 3 x 2 H™ iontd pfes
membranu a pii oxidaci FADH, na FAD pouze 2 x 2 H' (oxidace FADH, se

uskuteénuje aZ v oblasti plisobeni koenzymu Q).

4.2.2. Fosforylace

Elektrochemické energie koncentraéniho spadu H' ionti na membrané mlze byt
bunikou vyuZita k riznym uclelim. Nejvyznamnéj§i je tvorba ATP. Tuto reakci
uskuteéiiuje ATPasovy komplex Fo, F, (ATP-synthasa), ktery je lokalizovan
v biomembrané¢ v blizkosti systému dychaciho fetézce (Obr. 13).
Komplex ATPasy se sklada ze dvou ¢asti, membranové ¢4sti Fy a vnéjsi ¢asti F; Protein
vytvail v membrané kanalek, kterym mohou prochazet H' ionty. Pfi priichodu téchto
iontd dochdzi patrné ke konformaénim zméndm jednotky F; a tak dojde k syntéze ATP
podle schematu

ADP + P — ATP
K syntéze jedné molekuly ATP jsou tieba 2H" ionty. To znamena, Ze oxidace
1 molekuly NADH + H' posta¢i na syntézu 3 molekul ATP, oxidace 1 molekuly
FADH; na 2 molekuly ATP.
ProtoZe procesy terminalni oxidace a fosforylace jsou spojeny transportem H' iontd
membranou, muzZe dojit k rozpojeni oxidaéni fosforylace. V podstaté jde o zvySeni
propustnosti biomembrany pro H' ionty. Energie koncentraéniho spadu H' iontu se
v takovém pfipadé uvolni ve formé tepla. Teplokrevni Zivocichové uskuteiuji tento
proces v tzv. hnédé tukové tkani. ZvySeni propustnosti mitochondridlni membrany
vyvolavaji volné karboxylové kyseliny a jejich uvoliiovani v membrané je fizeno
hormonalnég.
Propustnost biomembran pro H' ionty mohou vyvolat i jiné latky. Tyto tzv. rozpojovade
oxida¢ni fosforylace pak znemozni tvorbu ATP. Pusobi tak napf. nékteré herbicidy

(dinitro-o-kresol).
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5. METABOLISMUS SACHARIDU

5.1.Glykolyticka draha

Glykolyza je jeden z nejvyznamgjsich katabolickych procest v buitkach. Nékteré burilv
(napt. mozkové) dokazi ziskavat energii pouze z glukosy a to pravé timto procesem.
Vyuziti kvaSeni glukosy na ethanol a oxid uhliCity, zprostFedkovaného kvasinkami, je
zndmo JiZ tisice let (nap¥. pri pFipravé vina a kynutého peciva). Védecké zkoumani
mechanismu glykolyzy zapocalo teprve v druhé poloviné devatendctého stoleti. V letech
1854 — 1864 zjistil L.Pasteur, Ze kvaSeni je zpiisobovano mikroorganismy a v r. 1897
Buchner dokdzal, Ze tento pochod miiZe probihat i v bezbunécném extraktu z kvasinek.
V roce 1940 byla glykolyticka draha zcela objasnéna. Podle t7i z védcu (G. Embden, O.
Meyerhof a J Parnas), kteri se o celkové objasnéni nejvice zaslouzili, obdrzZela
glykolyza svuj druhy ndzev Embden-Meyerhof-Parnasova drdha. Vyznamnym zpiisobem
se o objasnéni této drahy zaslouZili rovnéZ manzelé C. a G. Coriovi, C. Neuberg, R.
Robinson a O. Warburg.

Glukosa jako vstupni substrat glykolyzy je produktem rozkladu vy$sich polysacharidi
nebo syntézy z nesacharidovych zdroji (glukoneogeneze). Do glykolyzy mohou oviem
vstupovat 1 jiné hexosy (napf. fruktosa nebo galaktosa). Do vétSiny bunék glukosa
vstupuje prostfednictvim specifického pienaSece. Glykolytické enzymy jsou
lokalizovany v cytosolu, kde mohou byt volné asociovany s bunéCnymi strukturami
(napf. membranami), a zjevné€ nevytvaieji Zadné navzijem organizované komplexy.
Glykolytickou drdhou je pfeménéna glukosa na pyruvat a uvolnénd energie je vyuZita
k syntéze ATP. Jednotlivé reakce glykolyzy katalyzuje deset enzymt. Metabolické
schéma je uvedeno na obrazku 14.

Na pocétku glykolyzy dochéazi ke spotfebé ATP na syntézu fosforylovanych sloucenin
(reakce 1 a 3), v pozdgjsich fazich je ATP opét resyntetizovan (reakce 7 a 10).Celkovy
zisk glykolyzy je tedy 2 moly ATP na 1 mol glukosy (v prvni fazi jsou 2 ATP
spotiebovany, ve druhé fazi 4 ATP vznikaji).
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glukosa glukosa-6-fosfat fruktosa-6-fosfat
CHz—OH ATP
= 3,
CH;O—P ADP
dihydroxyacetonfosfat
P—-0O-CH, H,C-O-P
5.
_ + +
0\\ PP NaDH+H  nap M L0
éH’OH CH—OH
I 6. | fruktosa-1,6-bisfosfat
CHyO-P CHyO—P
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(t:H OH 8 ; g. ” 10. I
CH;—O-P CH;—OH CH, CH,
3-fosfoglycerat 2-fosfoglycerat fosfoenolpyruvat pyruvat
Obr. 14 Schema glykolyzy
Reakce Enzym Poznamka
1. hexokinasa, glukokinasa aktivace glukosy za spotteby ATP
2. fosfoglukoizomerasa
3. fosfofruktokinasa fosforylace  fruktosa-6-fosfatu  za
spotieby dal§i molekuly ATP
4, aldolasa A
5. triosafosfatisomerasa
6. glyceraldehydfosfatdehydrogenasa oxidaéni reakce za soucasné redukce

NAD" na NADH + H"
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Reakce Enzym Poznamka

7. fosfoglyceratkinasa pfenos fosfatu za vzniku ATP

8. fosfoglyceratmutasa

9. enolasa

10. pyruvatkinasa pfenos fosfatu za vzniku dalsi
molekuly ATP

5.1.1. Regulace glykolyzy

Tti reakce glykolyzy, katalyzované hexokinasou, fosfofruktokinasou a pyruvatkinasou,
probihaji za fyziologickych podminek svelkou zménou volné energie. Tyto
nerovnovazné reakce jsou regulani body drahy. Ostatni reakce jsou téméf ve stavu
rovnovédhy. Uvedené tfi enzymy jsou regulovany allosterickym mechanismem
plisobenim celé fady efektor. Hlavnim regulaénim stupném glykolyzy je reakce
katalyzovand fosfofruktokinasou a nejucinnéjsim efektorem je fruktosa-2,6-bisfosfat.
ProtoZe tato regulace tésné€ souvisi s ,,obrdcenim* glykolytické drahy (glukoneogeneze)
bude mechanismus probran az v kapitole Glukoneogeneze v souvislosti s celkovou

regulaci metabolismu glukosy.

5.2. Pfeména pyruvatu

Primdmim oxidaénim &inidlem pfi glykolyze je NAD". Aby jim bylo moZno drahu
zdsobovat, musi byt vznikajici NADH+H' nepfetrzité reoxidovdn. Pro piemény
pyruvatu je rozhodujici zda probihaji za anaerobnich nebo aerobnich podminek.

Glykolyza je vyuzivana pro rychlou produkci ATP. Za anaerobnich podminek poskytuje
glukosa 2 moly ATP na 1 mol glukosy, zatimco vytéZzek oxida¢ni fosforylace je
38 mold ATP na 1 mol glukosy. Rychlost tvorby ATP za anaerobnich podminek muze
byt oviem byt az stonasobné vyss§i nez pti oxida¢ni fosforylaci. V dasledku toho, pokud
tkan (sval) spotfebovavd ATP rychle, regeneruje jej prakticky vyhradné anaerobni

glykolyzou.

5.2.1. Anaerobni pfemény pyruvatu
Anaerobni pfeména pyruvatu je b&Zné€ oznaCovana jako kvaSeni. Nejvyznamngjsi
zastupci kvasnych (fermentacnich) procest jsou mlééné a ethanolové kvaseni. Mimoto
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existuje 1 fada dalSich  kvasnych procest (napf. butanolové, acetonové atd.).
V soucasnosti jsou jako kvaSeni oznaovéany i nékteré procesy aerobni (napf. méselné,
propionové apod.)

Zjednodusené schema rliznych kvasnych procest je uvedeno v obrazku 15.

CH;—C—COOH - CHrClJH—COOH
‘ OH
kyselina pyrohroznova kyselina mlé¢na
l CH;~CH=0 —— CH;—CH;—OH
acetaldehyd ethanol
HOOC——CHZ——ﬁ—*COOH i
kyselina oxaloctova
CH;-C—S—CoA CH;—COOH
g kyselina octova
acetyl-CoA
HOOC—CH;-G—S~CoA l
sukcinyl-CoA H,C—C—CHzG—8—CoA ——= H,C—G—CH,
acetoacetyl-CoA aceton
H,C—CH;-C—S—-CoA l
i}
propionyl-CoA HSC’"CHz_CHz‘ﬁ“‘S“COA HSC“?H—CHS
butyryl-CoA O OH
propan-2-ol
H,C—CH;—CH;—0OH CH;—CH;—COOCH
propan-1-ol kyselina propionova H,C—CH;—CH;—CH;—OH
butan-1-ol
!

H,C—CH;—CH;—COOH
kyselina méaselna
Obr. 15 Obecné schema fermentace

Mlécéné kvaSeni
Ve svalu, zejména v dob€ jeho zvysSené aktivity kdy je velka spotfeba ATP a soudasné

je spotiebovan kyslik, je redukovan pyruvat na laktat vreakci katalyzované

50



laktatdehydrogenasou za spotfeby NADH-+H'. Vznikajici laktat je op&t v jatrech
pfeménovan na glukosu. V podstaté stejnym mechanismem probihd fermentace
v mléénych bakteriich. Vznikajici laktat je bakterii vyluCovan do okolniho prostiedi.
Protoze kyselina mléna patfi mezi relativné silngjs$i organické kyseliny, dochazi tak
k znaénému sniZzeni pH prostiedi. Toho se vyuZzivd jiz od nepamétnych dob ke

konzervaci krmiv a potravin (silédz, kysané zeli, mléEn¢ kvasené okurky).

Alkoholové kvaSeni

U kvasinek je za anaerobnich podminek regenerovin NAD" pfeménou pyruvatu na
ethanol a oxid uhli¢ity. Kvasinky produkuji ethanol a oxid uhli¢ity dvéma reakcemi.
Prvni reakci je dekarboxylace pyruvatu za vzniku acetaldehydu a CO,, kterou
katalyzuje pyruvatdekarboxylasa. Tento enzym neni pfitomen u ZivoCicht. Acetaldehyd
vytvofeny dekarboxylaci pyruvatu je redukovan NADH+H" na ethanol v reakei, kterou

katalyzuje alkoholdehydrogenasa.

5.2.2. Aerobni pfeména pyruvatu

Za aerobnich podminek je NADH+H" oxidovén v mitochondriich v dychacim fetézci.
Pyruvat proto mize byt podroben dalsi oxidaci. Tzv. oxida¢ni dekarboxylaci vznika
z pyruvatu acetyl-CoA. Reakei katalyzuje multiezymovy komplex
pyruvétdehydrogenasy. Tento komplex se skladad z n€ékolika kopii nejméné t¥i riznych
enzy mi: pyruvatdehydrogenasy, dihydrolipoylacetyltransferasy a
dihydrolipoyldehydrogenasy. Ty dohromady katalyzuji oxidacni dekarboxylaci
pyruvatu na acetyl-CoA v né€kolikastupiiové reakei, které se zicastni jako koenzymy
TDP (thiamindifosfat), FAD, NAD", kys.lipoova (lipoamid) a koenzym A. Celkové

schema oxidac¢ni dekarboxylace je uvedeno na obrazku 16.

Regulace pyruvatdehydrogenasy

Multienzymovy komplex pyruvatdehydrogenasy reguluje vstup acetylskupin,
dodavanych zcukernych zdroji, do citratového cyklu. Dekarboxylace pyruvatu
enzymem E; je ireverzibilni, a protoze savci nemaji jinou drahu pro syntézu acetyl-CoA

z pyruvatu, ma dokonala regulace této reakce zcela zadsadni vyznam.
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Obr. 16 Oxida¢ni dekarboxylace pyruvatu
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Reakce Enzym

Poznamka

1.

Pyruvatdehydrogenasa (E;)

dihydrolipoylacetyltransferasy
(E2)
dihydrolipoyldehydrogenasy
(E3)

dekarboxyluje pyruvat pfes hydroxyethyl-
TDP a déle katalyzuje oxidaci hydroxyethyl-
TDP lipoamidem (vazanym na E;) za vzniku
acetyldihydrolipoamidu

pfenos acetylskupiny na CoA za vzniku
acetyl-CoA a.dihydrolipoamidu

oxidace dihydrolipoamidu za soucasné
redukce FAD a naslednd reoxidace
vzniklého FADH, plsobenim NAD" za
vzniku NADH+H"
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Vieobecné je cely proces fizen inhibici produktem. NADH+H a acetyl-CoA soutéZi
sNAD" a CoA o vazebna mista pfisluinych enzymi. Vysoky pomér NADH-+H"
k NAD" a acetyl-CoA ke CoA zabrafiuje uvolnéni produktd a snizuje tak rychlost
dekarboxylace pyruvatu.

V enzymovych komplexech eukaryot je hlavnim procesem regulace kovalentni
modulace fosforylaci a defosforylaci pyruvatdehydrogenasové podjednotky. Prislusné
komplexy obsahuji pyruvatdehydrogenasakinasu a pyruvatdehydrogenasafosfatasu.
Kinasa inaktivuje fosforylaci pyruvatdehydrogenasu a k reaktivaci komplexu dojde
defosforylaci putsobenim fosfatasy. Pyruvatdehydrogenasakinasa je aktivovana
allostericky NADH+H" a acetyl-CoA a inhibovana Ca®,
pyruvatdehydrogenasafosfatasa je aktivovana Ca®". Komplex pyruvatdehydrogenasy
reguluji 1 dal8i aktivatory a inhibitory, ale na rozdil od regulace metabolismu

glykogenu, neni systém ovliviiovan cAMP.

5.2.3. Metabolismus dalSich hexos

Vedle glukosy, ktera pfedstavuje priméarni koncovy produkt $t&peni skrobu a glykogenu,
jsou dualezitymi zdroji energie 1 dal$i tfi hexosy : fruktosa, =ziskavana z ovoce a
hydrolyzou sacharosy, galaktosa, vznikajici hydrolyzou laktosy a mannosa, vznikajici
travenim polysacharidl a glykoproteind. Tyto monosacharidy se dostavaji do krevniho
obéhu a jeho prostiednictvim do riiznych tkani. Metabolismus fruktosy, galaktosy a
mannosy probihd pfes jejich pfeménu na glykolytické intermedidty, které jsou poté

degradovany stejné jako intermediaty vzniklé z glukosy.

Fruktosa

Fruktosa je hlavnim energetickym zdrojem pti dieté, kterd obsahuje velkd mnoZstvi
sacharosy. Metabolismus fruktosy ve svalu se lisi jen malo od metabolismu glukosy.
Hexokinasa , pfeménujici glukosu pfi vstupu do svalové buriky na glukosa-6-fosfat, také
fosforyluje fruktosu na fruktosa-6-fosfat. Vstup fruktosy do glykolytické drahy tedy
obsahuje pouze jeden reakéni stupefi. Mnohem vyznaméjsi je metabolismus fruktosy
v jaternich burikach. Ty obsahuji jen malo hexokinasy a hlavni roli zde mé glukokinasa,

tera vSak fosforyluje pouze glukosu. Metabolismus fruktosy v jatrech vedouci ke

glykolytickym meziproduktim je zndzornén na obrazku 17.
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Obr. 17 Metabolismus fruktosy

Reakce Enzym Poznamka

1. Fruktokinasa

2. Aldolasa B je odlisné od typu A pfitomného ve svalech
3. glyceraldehydkinasa

Galaktosa

Galaktosa a glukosa jsou epimery, které se li81 pouze konfiguraci na C4 Glykolytické

enzymy jsou specifické a nemohou rozpoznat galaktosovou konfiguraci. Proto must,

pred vstupem do glykolytické drahy, podstoupit galaktosa epimeraci. Dréha pfemény

galaktosy na glykolyticky intermediét je uvedena na obrazku 18.
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P  ADP 2 2
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Oo—P P—P—0-—uridin
galaktosa galaktosa-1-fosfat UDP-glukecsa
2. 4,
P—CH, HO—CH, HO—CH,
o] 0 O
e
3.
O—P P—P—0O—uridin
glukosa-6-fosfat glukosa-1-fosfat UDP-galaktosa
GLYKOLYZA
Obr. 18 Metabolismus galaktosy
Reakce Enzym Poznamka
1. galaktokinasa
2. galaktosafosfaturidyltransferasa
3. fosfoglukomutasa
4, UDP-galaktosaepimerasa vznikla UDP-glukosa opét wvstupuje do
reakce 2
Mannosa

Mannosa je isomerem glukosy a lisf se konfiguraci na

vstupuje do glykolytické drahy

dvou stupnich.

Prvni reakci katalyzuje jiz zndmé hexokinasa (1.). Vznikly manosa-6-fosfat je pak

po pfemeéné na fruktosa-6-fosfat reakci, ktera probiha ve

preménovan fosfomannosaisomerasou (2.).

55

druhém uhliku. Mannosa



HO—CH,

ATP  ADP P CH P—C
e e
1. 2.

manosa manosa-6-fosfat fruktosa-6-fosfat

H, o H,C—OH

5.3. Glukoneogeneze

Glukosa ma centralni ulohu v metabolismu jako energeticky zdroj a jako prekursor
strukturnich sacharidi a jinych biomolekul. Bunikky mozku a Cervené krvinky jsou téméf
vyhradné zavislé na glukose jako zdroji energie. Kapacita jater na uskladnéni glykogenu
postatuje k zdsobovani mozku glukosou asi na pllden. Pfi hladovéni proto musi byt
véts§ina glukosy doplnéna glukoneogenezi (doslova nova syntéza glukosy), tj.
biosyntézou glukosy z necukernych prekursort.

Glukoneogeneze probiha v jatrech a v menSim rozsahu v ledvinach. Necukerné
prekursory, které mohou vstupovat do glukoneogeneze, musi byt nejprve prevedeny na
oxalacetat, vychozi latku celé drdhy. Takovymi prekursory je vétSina aminokyselin,
kyselina mlé¢nd, kyselina pyrohroznové, glycerol a jiné. Naproti tomu nemohou u
zivoCichu slouzit jako prekursory glukosy mastné kyseliny, protoZe vétSina je zcela
degradovana na acetyl-CoA, ktery nejsou Zivo¢ichové schopni pfevadét na oxalacetat (u
rostlin produkuje tzv. glyoxylatovy cyklus oxalacetat z acetyl-CoA, takZe lipidy mohou

u nich slouzit jako zdroj pro syntézu glukosy).

5.3.1. Metabolicka draha glukoneogeneze

Glukoneogeneze vyuziva vetSinu glykolytickych enzymu. Pouze tfi z téchto enzymi,
hexokinasa, fosfofruktokinasa a pyruvatkinasa, nemohou katalyzovat zpé&tné reakce a
musi byt proto nahrazeny jinymi enzymy, které zpétné reakce umozni.

Pyruvét je preveden na oxalacetdt pyruvatkarboxylasou. Jde vlastné o anaplerotickou
reakci popsanou v kapitole Citratovy cyklus. Je-li citratovy cyklus inhibovéan (vlivem
ATP a NADH+H"), vstupuje oxalacetat do glukoneogeneze. Oxalacetét je energeticky
bohaty meziprodukt, jehoz exergonickd dekarboxylace poskytuje volnou energii,
nezbytnou pro syntézu fosfoenolpyruvatu. Oxalacetdt pievadi na fosfoenolpyruvét

fosfoenolpyruvatkarboxykinasa za vyuziti GTP.
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Glykolytické reakce katalyzované fosfofruktokinasou a hexokinasou jsou obchéazeny
hydrolytickymi reakcemi, které katalyzuji enzymy fruktosa-1,6-bisfosfatasa a glukosa-
6-fosfatasa. Glukosa-6-fosfatasa je pfitomna pouze v jatrech a ledvinach, které jsou
zdrojem glukosy pro ostatni tkané. Reakéni schema pro tyto dva kroky glukoneogeneze

je uvedeno na obrazku 19.

HO—CH,

i

glukosa
hexokinasa glukosa-6-fosfatasa
P—0-CH,

Q)

glukosa-6-fosfat

glykolyza u glukoneogeneze

P-O—CH,  H,C—OH

|

fruktosa-6-fosfat
fosfofruktokinasa frukfosabisfosfatasa

P—O—CH, H,C—0—P

o]

|

fruktosa-1,8-bisfosfat

Obr. 19 Hlavni regula¢ni stupné glukoneogeneze
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5.4. Regulace glukoneogeneze a glykolyzy

Glykolyza 1 glukoneogeneze jsou navzijem regulovany podle potfeb organismu. Ve
stavu nasycenosti (kdy je vysokd hladina krevni glukosy) je v jatrech syntetizovan
glykogen a glykolytick4 dréha i pyruvatdehydrogenasa jsou aktivovany. Glukosa je pal:
rozkladana na acetyl-CoA pro biosyntézu mastnych kyselin a tuku. P¥i hladovéni v8ak
jatra udrzuji hladinu glukosy v krvi stimulaci $tépeni glykogenu i zvratem glykolyzy ve
sméru glukoneogeneze.

Glykolyza a glukoneogeneze jsou regulovény allostericky 1 kovalentnimi modifikacemi.
Rychlost a smér téchto dvou drah jsou fizeny v reakcich, katalyzovanych systémy
hexokinasa/glukosa-6-fosfatasa, fosfofruktokinasa/fruktosa-1,6-bisfosfatasa
a pyruvatkinasa/pyruvatkarboxylasa-fosfoenolpyruvatkarboxykinasa.

Hlavnim regulacnim stupném je systém fosfofruktokinasa/fruktosa-1,6-bisfosfatasa,
ktery je fizen allostericky fruktosa—2,6-bisfosfatem, ktery aktivuje fosfofruktokinasu a
inhibuje fruktosa-1,6-bisfosfatasu. Tento allostericky efektor je syntetizovan a
odbouravan samostatnou dvojici enzymu: fosfofruktokinasa—2 a fruktosabisfosfatasa-2.
Hlavnim regulacnim mechanismem, ktery je ovliviiovdn cAMP (hladina cAMP je
fizena hormonalng), je pro tyto enzymy fosforylace (kovalentni modulace). Fosforylace
aktivuje fruktosabisfosfatasu-2 a soucasné inhibuje fosfofruktokinasu-2. Tyto reakce tak
ovliviiuji koncentraci fruktosa-2,6-bisfosfatu a urcuji, zda bude probihat pfednostné

glykolyza nebo glukoneogeneze.

5.5. Pentosovy cyklus

Mimo hlavni makroergickou latku ATP potiebuji buriky pro biosyntézy jesté dalsi
zdroj ,redukéni® energie a tou je NADPH+H'. Redukce NADP" na NADPH+H"
probiha v metabolické drdze zvané pentosovy cyklus, ale také pentosomonofosfatovy
zkrat, pentosofosfatovy cyklus nebo fosfoglukonatova draha.

Navzdory jejich blizké chemické piibuznosti nejsou NADPH+H" a NADH+H"
metabolicky zaménitelné. Zatimco NADH+H" se vyuZiva zejména pro syntézu ATP
(oxidaéni fosforylace), NADPH+H" slouZi hlavné pro redukéni reakce biosyntézy. Na
enzymy pentosového cyklu jsou bohaté zejména bunky jater, tukové tkan€, mlécné
7lazy a kiry nadledvin. To souvisi sintenzivni syntézou lipidl (vy$sich mastnych

kyselin) a dal$ich lipoidnich latek (cholesterol a odvozené slouceniny), kterd v burikach
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téchto organd probihd. V jaternich butikdch souvisi vysokd spotfeba NADPH+H"
zejména s pfeménami riznych cizorodych (xenobiotickych) latek.

Prvni informace o existenci pentosové drdhy souvisi s objevem NADP™ Otto
Wartburgem ve 30. letech minulého stoleti. Vlastni pentosovy cyklus objasnili v 50.

letech Frank Dickens, Bernard Horecker, Fritz Lipmann a Efraim Racker.

5.5.1. Priabéh pentosového cyklu

Celkové schema pentosového cyklu je uvedeno na obrazku 20. Celou dréhu lze rozdélit
na dve¢ hlavni faze :
e Oxidaé¢ni a dekarboxylaéni reakce, v nichZ vznikda NADPH+H" a ribulosa-5-
| fosfat (reakce 1 az 3)
e Regeneracni reakce, které prevadéji ribulosa-5-fosfat zpétné na glukosa-6-

fosfat

Hlavnimi produkty pentosového cyklu jsou, mimo NADPH+H", i ribulosa-5-fosfat a
erythrosa-4-fosfat. Ribulosa-5-fosfat je vyuzivan pfi biosyntéze nukleotidd a erythrosa-
4-fosfat je jednou zvychozich latek pro syntézu aromatickych sloucenin tzv.
$ikimatovou drahou (u rostlin).

Glyceraldehyd-3-fosfat a fruktosa-6-fosfat mohou byt vyuZity v glykolyze nebo
prevedeny glukoneogenezi na glukosa-6-fosfat. Toto ptimé propojeni je umoznéno i
spole¢nou lokalizaci vSech potfebnych enzymi v cytosolu bunék. Pokud je potieba
ribulosa-5-fosfatu vy3si nez potieba NADPH+H", mohou byt glyceraldehyd-3-fosfat a
fruktosa-6-fosfat  z glykolyzy  vyuzity ksyntéze ribulosa-5-fosfatu  zvratem
transaldolasové a transketolasové reakce.

Celkovou bilanci pentosového cyklu lze vyjadrit tak, Ze jedna molekula glukosa-6-
fosgatu mize byt pfevedena Sesti pentosovymi cykly na Sest molekul CO,, pficemz

vznika 12 molekul NADPH+H".

Glukosa-6-P + 12 NADP" + 6 H,0 — 12 (NADPH+H") + 6 CO,
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CH;—OH

CH;O—P

fruktosa-6-fosfat

(@)

CH;O—P

glukosa-6-fosfat

CH;O—P

fruktosa-6-fosfat

12.
H\c”o CHOn
- -~ =0 CH;O-P

CHyO-P ' CHyO—P =0

glyceraldehyd-3-fosfat dihydroxyacetonfosfat B
11. —
"N CH;O—P
fruktosa-1,6-bisfosfat
CHyO-P
glyceraldehyd-3-fosfat
Obr. 20 Schema pentosového cyklu (pokracovani)
Reakce Enzym Poznamka
1. glukosa-6-fosfatdehydrogenasa vznik prvni molekuly NADPH+H"
2. 6-fosfoglukonolaktonasa
3. fosfoglukonatdehydrogenasa vznik druhé molekuly NADPH+H a
uvolnéni CO,

4, ribulosa-5-fosfatisomerasa
5. ribulosa-5-fosfatepimerasa
6. transketolasa
7. transaldolasa
8. transketolasa stejny enzym jako u reakce 6.
9. fosfoglukoizomerasa enzym glykolytické drahy
10. triosafosfatisomerasa enzym glykolytické drahy
11. aldolasa A enzym glykolytické drahy
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5.5.2. Regulace pentosového cyklu

Pentosovy cyklus , a tedy i rychlost produkce NADPH+H", jsou fizeny rychlosti reakce
katalysované glukosa-6-fosfatdehydrogenasou. Aktivita tohoto enzymu je regulovana
koncentraci NADP" (dostupnost substratu). Pokud buiika spotfebovava NADPH+H",
koncentrace NADP™ roste. Tim se zvySuje rychlost katalyzované reakce a i rychlost celé

dréhy.

5.6. Fotosyntéza

Fotosyntéza je vSeobecné povazovédna za nejvyznamnéjsi biochemicky proces na Zemi.
Zejména zelené rostliny pfi ném poutaji svételnou energii Slunce a méni ji na energii
chemickou. K tomuto zavéru dosel jiz némecky fyziolog Robert Mayer v roce 1842.

Celkov¢ lze fotosyntézu popsat rovnici

n CO; + 2n HA + svétlo - (CH;0), +2n A + n H,0

Prvek A (pro tzv. oxygenovou fotosyntezu kyslik, ale n€které mikroorganismy mohou
vyuzivat napf. i siru) je donorem elektroni, které slouzi k redukci CO; na sacharidy.
Kyslik, ktery se pii oxygenové fotosyntéze uvoliiuje, ma tedy pivod v H;O (tuto
skuteCnost prokézali Samuel Ruben a Martin Kamen v roce 1941). ProtoZe svételna
kvanta nemohou pfimo ptevadét elektrony na CO,, musi se celd fotosyntéza skladat ze
dvou procest. V prvni fazi, kterd je bezprostfedné vézana na svétlo (svételna faze),
vznikaji primémi zdroje chemické energie (ATP a NADPH+H"). Teprve ve druhé fazi,
ktera jiz neni na svétle zavisla (temnostni faze), jsou primarné vzniklé makroergické
latky vyuzZity pro vlastni syntézu sacharidd. U eukaryot (tj. u fas a vyssich rostlin)
probiha fotosyntéza v chloroplastu. To je buné¢né organela velmi bohatd na membrany.
Vnitini membréna chloroplastu tvofi mnohonasobné posklddany systém, ¢imz je
vytvofena soustava plochych véackt (tzv. thylakoidf). V fezu chloroplastu jsou tyto
vacky poskladany na sebe a vytvati sloupce zvané grana.

V membranach tylakoidd (zejména v oblasti gran) jsou lokalizovany enzymy svételné
faze fotosyntézy. Vnitini prostor tylakoidu (tzv. stroma) obsahuje rozpustné enzymy

temnostni faze fotosyntézy.
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5.6.1. Svételna faze fotosyntézy
Enzymovy systém svételné faze fotosyntézy v membrdné tylakoiddt je schematicky

znazornén na obrazku 21.

HL’O ! 202' 2H —t— 3H"'

ADP § ATP
3H*

Obr. 21 Schema svételné faze fotosyntézy

Membréna obsahuje komplexy dvou fotosystém@ PS I a II s reakénimi centry P 700 a
P 680. Kazdy fotosystém je opatien ,,anténou ( LHC ), ktera zachycuje energii fotont a
prevadi ji na pfisluSny fotosystém. Hlavni slou€eninou , kterd zachycuje energii fotont,

je chlorofyl (Obr. 22).

R H,C=CH R

chlorofy! a —CH, CH;—CH

0]

chlorofyl b —_u_~ H

I

O
O
T

w

Obr. 22 Chlorofyl
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Chlorofyl je pfitomen v reakénich centrech obou fotosystému, ale vétSina molekul je
soustfedéna v systémech LHC. Kromé chlorofylu jsou v systémech LHC pfitomny jesté
dalsi svétlosbérné latky. Tato barviva pohlcuji svétlo v téch oblastech spektra, kde
chlorofyly pohlcuji slab&. Nejznamé;jsi jsou karotenoidy, xanthofyly a dalsi.

Kromé jiz zmifiovanych fotosystéma s pfisluSnymi anténami jsou v membrané
tylakoidl pfitomny dalsi enzymové komplexy, které se tcastni pfenosu elektronti. Je to
zejména komplex cytochroml (napf.cssy), plastochinonu (PQ) a plastocyaninu (Pk),
dale komplex ferredoxinu (Fd) a ferredoxin-NADP-reduktasy (FR) a kone¢né ,kyslik
vyvijejici komplex™ (OEC), ktery uskutecriuje tzv. fotolyzu vody (Hillova reakce).
Pribéh svételné faze oxygenové fotosyntézy je nasledujici :

Foton, ktery dopadé na PS I, vybudi elektron reakéniho centra na vysokou energetickou
hladinu. Elektron je pak pfevadén pfes komplex cytochromu a plastochinon zpét na PS 1
(cyklickd dréha). Pfitom odevzddvé energii, kterd je vyuZita na transport H™ iontl
membranou. Tim se na membrané vytvaii elektrochemicky potencial H™ iontil.
Vybuzeny elektron PS I mtZe byt také pfevadén pies komplex ferredoxinu a ferredoxin-
NADP-reduktasy na NADP" a vytvaii se tak NADPH+H". Chybgjici elektron na PS I je
doplnén z PS II. Piitom je opét vybuzeny elektron, tentokrat z PS II, pfevadén pres
komplex cytoéhromﬁ a plastochinon na PS I. Energie je opét vyuZita k transportu iontt
H'. Chybgjici elektron na PS II je doplnén z vody plsobenim komplexu OEC. Komplex
obsahuje jako esencidlni prvek mangan. Pfi fotolyze vody ptechazi Mn pfes fadu
oxidac¢nich stavii, ve kterych na sebe vaZe riizny pocet atomu kysliku, ktery se nakonec

uvolni jako O,. Sumérné lze cely d&j zapsat rovnici
2H,0 - 4H +0,

V popsaném prib&éhu je energie fotond (svétla) pfevedena na chemickou energii
NADPH+H" a elektrochemickou energii gradientu H" iontli na membrang. Piitom se
uvolni O, ktery vlastné pfedstavuje ,,odpadni produkt.

Poslednim déjem svételné faze fotosyntézy je tvorba ATP. Tu uskuteiiuje komplex
ATP-synthasy (jednotky CF, a CF;), ktery je rovn€Z vdzan v membrane tylakoidu.
Tento komplex vyuziva koncentraéni gradient H' iontl, které pfes n&j prechazi, a

uvolnéna energie je vyuzita pro syntézu ATP
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Koneénym vysledkem svételné faze fotosyntézy je chemicka energie (obsaZzend

v NADPH+H" a ATP), ktera je nasledn& vyuzivana pro redukci COs.

5.6.2. Temnostni faze fotosyntézy (mechanismus C3)

Metabolickou dréhu, kterou prevadi rostliny CO; na sacharidy, objasnili v létech 1946-
1953 Melvin Calvin, James Bassham a Andrew Benson. Tato drdha je znama jako
Calviniv cyklus. Rostliny, které fixuji CO, pouze Calvinovym cyklem se, podle
prvniho produktu (kyseliny 3-fosfoglycerové), oznacuji jako rostliny C3.
Cely cyklus mtzeme rozdélit do dvou ¢asti:

e Cast karboxylacni a redukéni (reakce 1 az 4)

e Castregeneralni (reakce 5 az 11)

V produkéni fazi (Obr. 23) dochazi ke vzniku sacharida (trios).

CO,
CH7OH  ,1p  app CH;-O-P
— > CH—OH
1. 2. t
— — CH;~0O-P
CH;O~P CH;O-P
ribulosa-5-fosfat ribulosa-1,5-bisfosfat 3-fosfoglycerat
ATP
3.
ADP

NADP'  NADPH + H

H\ //O O\\ /O*-P
i i

4 CH—OH
CH;-O—P CH;—O-P
glyceraidehyd-3-fosfat 1,3-bisfosfoglycerat

Obr. 23 Karboxyla¢ni a redukéni faze Calvinova cyklu
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CHyO—P 9. CH-O-P CH;—0~P CH;-O—P
dihydroxyaceto-1-fosfat erythrosa-4-fosfat xylulosa-5-fosfat ribulosa-5-fosfat
CH-O—P CH;—OH
==0 HZO P =0
- 10. T H
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CHyO-P CH;O-P CH;O—P
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Obr. 24 Regeneraéni faze Calvinova cyklu
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Reakce Enzym Poznamka

1. fosforibulokinasa aktivace Rbu-5P — na Rbu-1,5 bisP

2. ribulosobisfosfatkarboxylasa karboxylace za soucasného rozkladu
na 2 molekuly kyseliny 3-P glycerove

fosfoglyceratkinasa

glyceraldedydfosfatdehydrogenasa prvni vznikly sacharid (triosa).

triosafosfatisomerasa

aldolasa

fruktosabisfosfatfosfatasa

transketolasa

I R -

aldolasa stejny enzym jako v reakci 6.
10. sedoheptulosobisfosfatfosfatasa

11. transketolasa stejny enzym jako v reakci 8.

V regeneralni fazi (Obr. 24) je pak ze vzniklych trios syntetizovdna opét vstupni
pentosa. Celkové si mzZeme predstavit, Ze do reakce vstupuje 6 molekul pentosy a 6
CO,. V prvni fazi se vytvori 12 trios (C;). Na obnovu 6 molekul pentos je tfeba 10
molekul trios a 2 zbylé molekuly poskytnou 1 molekulu hexosy (fruktosa—6 fosfat).
Priméarné vznikly glyceraldehyd-3-fosfat je transportovan ven z chloroplastli a vyuZivan
v ostatnich biochemickych drahdch. Zejména slouzi k syntéze sacharosy, transportnihio
sacharidu rostlin, a nasledné stavebnich a zasobnich polysacharidt.

Klicovym enzymem celého déje je ribulosabisfosfatkarboxylasa. Jednd se zfejmé o
nejvyznamngj§i enzym na Zemi a je patrné nejrozSifenéj§i enzymovou bilkovinou

v biosfére.

Regulace Calvinova cyklu

Ve dne kryji rostliny svou potiebu energie fotosyntézou. V noci v8ak musi potfebnou
energii ziskavat katabolickymi procesy (napi. glykolyza a pentosovy cyklus). Musi
proto existovat mechanismus, ktery zabrani spotfebé& katabolicky vytvofenych ATP a
NADPH+H" k fixaci CO,, kterd by neméla smysl. Tento mechanismus je primamné
fizen svétlem a ovliviiuje aktivitu ribulosabisfosfatkarboxylasy a dvou vyznamnych

enzym{ regeneraéni &asti, fruktosabisfosfatasy a sedoheptulosabisfosfatasy. Aktivita
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ribulosabisfosfatkarboxylasy je ovliviiovana zménou pH na svétle, allostericky
NADPH+H" a nékterymi dal$§imi mechanismy. Tyto vlivy vedou k poklesu aktivity
enzymu ve tme.

Nejvyznamnéj$im regulacnim mechanismem Calvinova cyklu je patrné zména aktivity
fruktosabisfosfatasy a sedoheptulosabisfosfatasy. Tyto enzymy obsahuji ve své
molekule —SH skupiny, které mohou piechdzet na oxidované —S—S—seskupeni. Za
svétla existuje v chloroplastu vysoky redox potenciél, dany pfitomnosti redukovaného
ferredoxinu (viz svételnd faze fotosyntézy). Tento ferredoxin prostiednictvim enzymu
ferredoxin-thioredoxin-oxidoreduktasy méni redox stav bilkoviny thioredoxinu.
Redukovany thioredoxin pak za svétla redukuje —S-S- skupiny fruktosabisfosfatasy a
sedoheptulosabisfosfatasy a tim je aktivuje. Soucasné ale redukuje i obdobné skupiny
fosfofruktokinasy (enzym glykolyzy) a inaktivuje tak glykolyzu v chloroplastu. Tak
svétlo aktivuje Calvintv cyklus a inaktivuje glykolyzu zatimco tma mé opaény ucinek.
Fotorespirace

V Sedesatych letech minulého stoleti bylo zji§téno, Ze za svétla produkuji rostliny CO,
jesté jinou cestou nez reakcemi spojenymi s citratovym cyklem. Tento pochod byl
nazvan fotorespirace a pfi nizké koncentraci CO, a naopak vysoké koncentraci O, miiZe
pfevladnout nad fotosyntézou. Fotorespirace je vyvolana druhou (oxygenizovou)
aktivitou klicového enzymu fotosyntézy - ribulosabisfosfatkarboxylasy (ndzev tohoto
enzymu byl proto zménén na ribulosabisfosfatkarboxylasa-oxygenasa, ve zkratce
Rubisco). Cely proces je zna¢né€ sloZity a probihd v n€kolika bunéénych organeléch.
Biochemické schema je uvedeno na obrazku 25.

Fotorespirace sice snizuje vytéZzek fotosyntézy, ale zdd se, Ze predstavuje uréitou
ochranu systému fotosyntézy. Pfi nedostatku CO, mize totiz dojit k jeho poskozeni

vlivem velmi agresivniho O,, vznikajiciho ve svételné fazi fotosyntézy.
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Obr. 25 Schema fotorespirace

5.6.3. Temnostni faze fotosyntézy (mechanismus C4)

Neékteré rostliny, jako cukrova titina, kukufice a dal$i, maji metabolicky cyklus fixace
CO; odlisny od rostlin C3. Tato odliSnost jim umoziuje takika uplné potlacit
fotorespiraci (vysokou koncentraci CO; v bunikdch) a maji proto mnohem vy38i G¢innost
produkce sacharidl. Tato vysoké uCinnost je zplsobena i mnohem veétsi aktivitou
fosfoenolpyruvatkarboxylasy ve srovnani s ribulosabisfosfatkarboxylasou. Fotosyntéza
u rostlin C4 je rozdélena do dvou druhtt bunék. V jejich listech jsou cévni svazky
obaleny vrstvou bunék, které tvo¥{ tzv. pochvu cévniho svazku. Tato pochva je pak
obalena vrstvou mezofylovych bunék. V mezofylovych buiikédch probihd svételna faze
fotosyntézy a primérni fixace oxidu uhli¢itého. Tato primarni fixace je odlisna od
mechanismu rostlin C3. C4-cyklus objasnili v Sedesatych letech minulého stoleti
Marshall Hatch a Robert Slack. Schema Hatch-Slackova cyklu je uvedeno na obrazku
26.
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Obr. 26 Schema Hatch-Slackova cyklu

Reakce Enzym Poznamka

1. pyruvatdikinasa aktivace vstupniho substratu
2 fosfoenolpyruvatkarboxylasa  hlavni enzym fixace CO,

3. malatdehydrogenasa

4 jable¢ny enzym

Jako primérni akceptor CO, zde vystupuje fosfoenolpyruvat a produktem je oxalacetat
(proto C4). Oxalacetat je redukovan na malat, ktery pfechazi do bunék cévni pochvy.
V chloroplastech téchto bun€k je malat opét oxidovan a souéasné dekarboxylovéin na

pyruvat a CO,, ktery vstupuje do Calvinova cyklu. Pyruvat se vraci do mezofylnich

bunék, kde je fosforylovéan na fosfoenolpyruvat enzymem pyruvatdikinasa.

Vzhledem k tomu, ze pfi fosforylaci pyruvatu vznikéd az AMP je energeticka spotieba
C4-rostlin vetsi nez rostlin C3. Proto se C4—rostliny vyskytuji pfevazné v tropickém

pasmu. V chladnéj$im podnebi, kde se vliv fotorespirace tolik neuplatiiuje, jsou ve

vyhodé rostliny C3, které spotfebuji méné energie.
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5.7. Metabolismus oligo a polysacharidi

Glukosa, hlavni zdroj energie pro metabolismus, nemtze byt v buitkach pfitomna ve
vysokych koncentracich a to zejména z diavodu vysoké osmotické aktivity. VyS§si
organismy se chrani pfed moznym nedostatkem tohoto energetického zdroje tim, Ze
nadbytek glukosy pfeméni na zasobni vysokomolekuldmi glukany (glukosové
polysacharidy). Z nich se mZe vdobé metabolické potfeby glukosa opét snadno
uvolnit. U rostlin je timto zdsobnim polysacharidem S$krob (smés amylosy a
amylopektinu) a u zivolichli glykogen, ktery se 1i$i od amylopektinu pouze vétsim
vétvenim molekuly. Mimo tyto zasobni polysacharidy jsou zejména v rostlinach
ptfitomny i stavebni polysacharidy. Z nich nejdiilezité€jsi je celulosa.

K vyznamnym oligosacharidim patfi zejména disacharidy, napf. sacharosa nebo

laktosa.

5.7.1. Katabolismus oligo a polysacharidi
Aby mohly byt zasobni polysacharidy vyuZity jako zdroj energie pro buriku, musi byt
nejprve rozstépeny na monosacharidové jednotky (zejména glukosu). Zékladni reakci je
tedy hydrolyza glykosidovych vazeb.Vzhledem k sloZitosti molekul polysacharidi sz
rozkladnych procesi UuCastni fada enzyml a mechanismus se u jednotlivych

polysacharidd ¢aste¢neé lisi.

Katabolismus §krobu

Odbourédvani skrobu v rostlinach se Gc€astni fada enzymi. a-amylasa hydrolyzuje 1,4-a-
D-glykosidové vazby na rGznych mistech molekuly Skrobu. Vznikaji tak tzv.
maltodextriny srlznou délkou fetézce. PB-Amylasa hydrolyzuje postupné od
neredukujictho konce molekuly kazdou druhou 1,4-a-D-glukosidickou vazbu za vzniku
maltosy. R-enzym $té€pi 1,6 rozvétveni amylopektinu 1 zbytkovych dextrint, které
vznikly plsobenim «-amylasy na amylopektin. Glukanotransferasa (D-enzym)
katalysuje pienos glykosylového zbytku na jinou molekulu maltodextrinu. Pribézné tal:
regeneruje substraty vhodné pro reakci s enzymy, které nemohou §tépit pfili§ kratké
fetézce.

Jinym mechanismem Stépeni Skrobu je plsobeni fosforylasy, kterd ptends$i postupné
z neredukujiciho konce molekuly Skrobu glykosylové zbytky na anorganicky fosfat.
Vznika tak glukosa-1-fosfat.
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Koordinovanym sledem uvedenych reakci se tedy muze dplné odbourdvat §krob na

latky, které se pak zapojuji do glykolyzy.

Katabolismus glykogenu

Glykogen je u zivo¢ichl obsaZen zejména ve svalovych a jaternich butikédch. Ve svalu
je glykogen pfemeénovan na glukosa-6-fosfat, aby mohl vstoupit do glykolytické drahy.
V jatrech spousti nizka koncentrace glukosy v krvi §tépeni glykogenu na glukosa-1-
fosfat, ktery je poté hydrolyzovén na glukosu, kterd vstupuje do krevniho obéhu.
Podobné jako u skrobu je i $tépeni glykogenu katalyzovéano nékolika enzymy:
Glykogenfosforylasa katalyzuje fosforolyzu (S$t€peni vazby zavedenim fosfatové
skupiny) glykogenu za vzniku glukosa-1-fosfatu. Tento enzym mize odStépovat
glukosu pouze tehdy, je-li vdzdna ve vzdalenosti pét nebo vice glukosovych jednotek od
mista vétveni.

Amylo-1,6-glukosidasa §tépi a-(1—>6) glykosidové vazby v mistech vétveni a tim
umoznuje dalsi plisobeni glykogenfosforylasy.

Linearizaéni enzym, ktery plsobi jako a-(1-—4) glykosyltransferasa, ptenasi «-D-
(1—4) — vazané trisacharidové jednotky z kratkych vétvi glykogenu na neredukujici
konec jiné vétve, kde se tyto jednotky vazi vazbou a-(1—4). Takto prodlouzeny fetézec
muaze byt poté St€pen glykogenfosforylasou. Enzym rovnéz hydrolyzuje (nikoliv
fosforolyzuje) vazby a-D-(1—6), které spojuji zbyvajici glukosové jednotky, za vzniku
glukosy a nevétveného glykogenu. Enzym tedy ma jednak transferasovou aktivitu,
jednak o-(1—6)-glukosidasovou aktivitu.

Fosfoglukomutasa pfeménuje glukosa-1-fosfat na glukosa-6-fosfat, ktery poté vstupuje
do glykolytické drahy (ve svalu) nebo je hydrolyzovéan na glukosu (v jatrech).

Obecné schema §tépeni polysacharidt je uvedeno na obrazku 27.
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- 1,6 - hydrolasa

1,4 - hydrolyza

Obr. 27 Obecné schema $tépeni polysacharidd

Katabolismus oligosacharidi
Disacharidy, sacharosa 1 laktosa, jsou S$tépeny hydrolytickymi enzymy na
monosacharidy. U sacharosy je to tzv. sacharasa (také invertasa), u laktosy laktasa.

V zniklé monosacharidy pak vstupuji do metabolismu monosacharidti.
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5.7.2. Syntéza oligo a polysacharidii
Vznik oligo a polysacharididi je, obecné vzato, transferasovd reakce, tj. pfenos
monosacharidovych (ale ptipadné i oligosacharidovych) jednotek na rostouci molekulu
polysacharidu. Monosacharidové jednotky musi byt pfed pfenosem aktivovény a to
nejéastéji vazbou na nukletidy. Nejvyznamnéj$im nukleotidem je zde UTP. Pfi vzniku

glukant je glukosa aktivovéna na UDP-glukosu. Reakci katalyzuji enzymy tfidy ligas.

uridyldifosfoglukosa

Syntéza Skrobu

Pi1 syntéze skrobu spolupracyi tii enzymy. ADP-glukosasynthetasa katalyzuje vznik
ADP-glukosy. (Pfi synteze Skrobu v rostlinéch se, na rozdil od jinych polysacharidi,
uplatiiuje  ADP-glukosa). Glykosyltransferasa (tzv. synthetasa Srobu) prendsi
glukosylové jednotky na rostouci fetézec Skrobu za vzniku a-D-(1-—>4)- glykosidové
vazby. ,Vétvici® enzym (tzv. Q-enzym) odStépuje oligosacharidové jednotky
z rostouctho fetézce skrobu a vaze je a-D-(1—6) glykosidovou vazbou dovnitt fetézce.

Tak je vytvéfeno rozveétveni Skrobovych molekul.
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Syntéza glykogenu

Syntéza glykogenu se v principu sklada ze stejnych reakei jako syntéza Skrobu. UDP-
glukosasynthetasa katalyzuje reakci vzniku UDP-glukosy. V dal§im kroku syntézy je
pfenasena glykosylova jednotka z UDP-glukosy na neredukujici konec molekuly
glykogenu, kde se vdze a-D-(1—4) glykosidovou vazbou Tato reakce je katalyzovana
tzv. glykogensynthasou, ve skuteCnosti se ovSem jednd o transferasu. Vétveni
glykogenu se uskutecriuje pasobenim vétvictho enzymu (amylo-(1,4—1,6)-
transglykosylasa). Pfi vétveni glykogenu dochdzi ke §té€peni o-D-(1—4)-glykosidovych

vazeb a k tvorb& novych vazeb a-D-(1—6).

Obecné schema syntézy polysacharidd je uvedeno na obrazku 28.

O“UDP ubpP
—

Obr. 28 Obecné schema syntézy polysacharida

Syntéza oligosacharidi
Podobné jako u polysacharidd, musi i pfi syntéze oligosacharidi dojit nejprve k aktivaci
monosacharidovych jednotek reakci s UTP. Napf. syntéza laktosy probihd podle

schematu
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5.7.3. Regulace metabolismu glykogenu

Stepeni a syntéza glykogenu katalyzované glykogenfosforylasou a glykogensynthasou
musi byt pod pfisnou kontrolou, aby byl glykogen podle okamzité potieby buriky bud’
syntetizovan nebo naopak Sté€pen. Cely proces je fizen zejména kovalentni modulaci
glykogensynthasy i1 glykogenfosforylasy. Vlastni reakce kovalentnich modulaci jsou
primarné pod hormonalni kontrolou.

Glykogenfosforylasa je aktivni ve fosforylované formé& (glykogenfosforylasa a).
Neaktivni glykogenfosforylasa b naopak fosforylovana neni. Pfemény téchto dvou
forem jsou uskute¢iiovany trojici enzymi:

1. Fosforylasakinasa, ktera specificky fosforyluje glykogenfosforylasu 5.

2. cAMP-dependentni proteinkinasa, ktera fosforylaci aktivuje fosforylasakinasu.

3. Fosfoproteinfosfatasa, kterda defosforylaci inaktivuje glykogenfosforylasu a 1

fosforylasakinasu.
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Schema regulace je nasledujici:

ATP / cAMP

- - proteinkinasa

ATP ATP
- fosforylasakinasa -------- >
[N
glykogenfosforylasa P \ glykogensynthasa

it fosfoproteinfosfatasa - ---- >

J P

inhibitor A
ATP C—) fosfoproteinfosfatasy b p

A
)
'
i

proteinkinasa {——3 CcAMP

- — [
katalyza aktivace inhibice
reakce

Fosforylasakinasa vyZaduje pro svou aktivaci, kromé& fosforylace, i pfitomnost iontd
Ca”", pro aktivitu cAMP-dependentni proteinkinasy je nutnd piitomnost cAMP.
Koncentrace obou téchto allosterickych efektor(i je fizena hormondlné, ve svalech je
hladina Ca®* fzena i nervovymi signaly. Fosfoproteinfosfatasa je inhibovana
proteinovym inhibitorem fosfoproteinfosfatasy. Ten je aktivni ve své fosforylované
formé, kterd vznikd plsobenim cAMP-dependentni proteinkinasy. Nefosforylovana
forma inhibitoru vznikd plsobenim fosfoproteinfosfatasy. To znamena, Ze cAMP
reguluje cely proces sniZzenim rychlosti defosforylace.

Podobné jako glykogenfosforylasa, existuje i glykogensynthasa ve fosforylované a
defosforylované formé. Aktivni je zde ovSem forma defosforylovand. Proces
fosforylace a defosforylace je 1 zde fizen souhrou fosforylasakinasy a
fosfoproteinfosfatasy. Kromé toho je ale zndma jeste tada dalSich proteinkinas, které se

na celém procesu podili.
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6. METABOLISMUS LIPIDU

Lipidy tvoifi pestrou skupinu latek s velmi Sirokou a nezastupitelnou ulohou ve
struktufe a metabolismu bun¢k. Napfiklad triacylglyceroly jsou vyznamnou zasobarnou
metabolické energie u Zivodichd, cholesterol je Zivotné didlezitou slozkou bunécnych
membran, prekursorem steroidnich hormond a zZlucovych kyselin, arachidonat je
nenasycend mastna kyselina, kterd slouzi ptredevsim jako prekursor prostaglandint.

Glykolipidy a fosfolipidy jsou hlavnimi sloZzkami biomembran.

6.1. Katabolismus lipidia

Pro vyuziti lipidd v metabolismu je nutny jejich pocate¢ni rozklad na jednotlivé slozky
(vy$si mastné kyseliny, glycerol apod). Tyto procesy katalyzuji enzymy tfidy hydrolas,
obecné oznacované jako lipasy.

Triacylglycerolové slozky transportnich lipoproteind jsou hydrolyzovany na volné
mastné kyseliny a glycerol lipoproteinlipasou. Stépeni triacylglycerold uloZenych
v tukové tkani vyzaduje jejich hydrolyzu na glycerol a volné mastné kyseliny
triacylgly cerollipasou. Fosfolipidy jsou analogicky $tépeny fosfolipasami (Obr. 29).
Vzniklé produkty jsou nasledné metabolisovany specifickymi procesy. Glycerol je
prevadén na glykolyticky meziprodukt dihydroxyacetonfosfat néaslednymi reakcemi

glycerolkinasy a glycerolfosfatdehydrogenasy.

+ +
ATP ADP NAD  NADH +H
Ct:Hz-—OH \ f CIZH;OH K (!JHZ—OH
CH—OH CH—OH —>  C=0
| glycerolkinasa | glycerolfosfat- |
CH;-OH CH;-O-P dehydroganasa CH-O-P
glycerol glycerol-1-fosfat dihydroxyacetonfosfat

Volné mastné kyseliny mohou podléhat nékolika typlim oxidaénich procest.
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CHz—O—g——R ] CH;O——g——R ]
ﬁ fosfolipasa D ﬁ
CH-0—C—R, ——> CH—0—C—R, + HO—X
e} 0]
CH;O——-}!——O—X CH;O——[[:IL-_O“
i- I
fosfolipid diacylglycerolfosfat
O
fosfolipasa C CH*O—g—-R
2 1
O
CH——O—g—-R 5 + X—FP

CH;-OH

diacylglycerol

Obr. 29 Hydrolyza triacylglycerolt

6.1.1. Oxidace mastnych kyselin

Mastné kyseliny vstupuji do metabolickych procest v aktivované formé. Tou je
prislusny acyl-CoA. Tato aktivace je katalyzovana fadou acyl-CoA-synthetas (také

nazyvanych thiokinasy). Tyto enzymy katalyzuji reakci.

mastna kyselina + CoA + ATP — acyl-CoA + AMP + P-P
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Je znamo nékolik mechanismt oxidace mastnych kyselin. Podle uhliku, na kterém
k oxidaci dochéazi, jsou oznatovany jako a-, - a ®- oxidace. Pfi ® - oxidaci vznikaji

o,0-dikarboxylové kyseliny. Vyznam tohoto procesu vSak neni zcela objasnén.

S e NG NP NG N -
e TNTN"co0 ooc coo

vy88i mastna kyselina vys§i dikarboxylova kyselina

V rostlinach byl objeven mechanismus a-oxidace, pii kterém dochazi k dekarboxylaci a
nasledné oxidaci o-uhliku na aldehydickou skupinu. Reakei katalyzuji tzv. peroxidasy
mastnych kyselin. Reakce se ucastni H,0,, ktery je produkovén za ucasti kofaktoru
FAD. Vznikly aldehyd miize byt ddle oxidovén na kyselinu nebo redukovan na alkohol.
Soudi se, Ze funkce a-oxidace vede k tvorbé alkohold s dlouhym alifatickym fetézcem

pro syntézu rostlinnych vosk.

/\/\/\/\/CHZ\ -
(efe]0)]

vy$§&i mastna kyselina (n C)

H,0,
Co, H,0
O
(l:|
PV N N ~H

aldehyd vy$si mastné kyseliny (n-1 C)

redukce oxidace
/\/\/\/\/CHE—OH /\/\/\\/\/COO
vy8§i alkohol vy$§{ mastna kyselina (n-1 C)
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6.1.2. [-oxidace mastnych kyselin

Nejvyznamngj§i metabolickou drahou katabolismu mastnych kyselin je P-oxidace.
Enzymy této drahy jsou lokalizovany v mitochondriich. Vzhledem k tomu, ze
vystupnim produktem je acetyl-CoA, je tak umoznéna t€sné vazba na citratovy cyklus.

Prvni hypotézu o pribéhu [-oxidace formuloval Franz Knoop vroce 1904. Plné
objasnit mechanismus [-oxidace se podarilo v padesatych letech po objevu koenzymu A.
Na této prdaci se podilela fFada pracovniku (Lynen, Gveen, Ochoa a dalsi). Cely
metabolicky proces [-oxidace mastnych kyselin je také, podle jednoho z objevitelu,
nazyvan Lynenova spirdla. Vroce 1950 Eugene Kennedy a Albert Lehninger zjistili, Ze
ackoli jsou mastné kyseliny pro oxidaci aktivovdny v cytosolu, oxidovdny jsou

v mitochondriich.

Transport acetyl-CoA mitochondridlni membranou
Acyl-CoA sdlouhym fet€ézcem nem0Ze projit vnitini mitochondridlni membranou
piimo. K pfenosu je vyuZivan karnitin a je uskute¢iiovéan karnitinpalmitoyltransferasou I

a Il a specifickym pfenasecem.

9
|
R—C——S—CoA Y ?H B | CoA—SH
acy!l-CoA - (CH;);N—CH;—CH—CH;—CO0
karnitin
karnitin-acyl transferasa |I. karnitin-acyl transferasa |l
o]
Il
0—C—R
+ _ |
CoA—SH —> (CH,);N—CHz;—CH—CH;—C00 -] 0
I
acylkarnitin R—C—8-—CoA
VNITRNi MEMBRANA MITCCHONDRIE

Samo pfemisténi je zprostfedkovidno specifickym pfenaSeCovym proteinem, ktery
dopravuje acylkarnitin do mitochondrie a soucasné pfenasi volny karnitin v opaéném

sméru. Transport acyl-CoA tedy probiha ve &tyfech reakcich:
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Acylovéa skupina cytosolového acyl-CoA je pfenesena na karnitin za sou¢asného

uvolnéni CoA do jeho cytosolové rezervy.

Vysledny acylkarnitin je pfenesen transportnim systémem do mitochondriélni
matrix.

Acylova skupina je pfenesena na molekulu CoA z mitochondriélni rezervy.

Uvolnény karnitin je opét vracen do cytosolu.

f-oxidace nasycenych mastnych kyselin

Mastné kyseliny jsou v pritbéhu oxidace rozstépeny az na acetyl-CoA. Biochemické

schema je nasledujici:

i \ /
R—CH;—CH;—C—S—CoA

FADH,

I
R—CH=CH—C—S—CoA

Y

acyl-CoA enoyl-CoA
i s
R—C—S—CoA

acyl-CoA (n-2 C)

6] H,O
I 2. 2
CH;—C—S8—CoA
acetyl-CoA 4.
+ +
CoA—SH NADH + H AD

o 9 ‘\/ 0
RCCHCSCOA ”

RCHCHCSCOA

3-oxoacyl-CoA 3-hydroxyacyl-CoA
Reakce  Enzym Poznadmka
1. acyl-CoA-dehydrogenasa dehydrogenace za Gcasti FAD
2. enoyl-CoA-hydratasa
3. hydroxyacyl-CoA-dehydrogenasa dehydrogenace za ucasti NAD"
4. oxoacyl-CoA-thiolasa Stépeni za ucasti CoA, vznikd acetyl-

CoA a zbyly acyl-CoA, ktery je 0 2 C

krat$i, zvovu vstupuje do reakce 1.

82



- oxidace nenasycenych a rozvétvenych mastnych kyselin

Zakladni schéma P oxidace plati pouze pro nasycené nerozvétvené kyseliny (ptfipadné
casti takovych fetézcl). Nenasycené nebo rozvétvené mastné kyseliny, piipadné
kyseliny slichym poctem uhlika v fetézci, poskytuji meziprodukty, které nejsou
substraty pro zakladni enzymy B-oxidace. V burikach jsou pfitomny daldi enzymy, které
katalyzuji pfeménu téchto meziprodukti na meziprodukty B-oxidace. Dilezity
meziprodukt vznika pfi B-oxidaci o-rozvétvenych mastnych kyselin nebo kyselin
s lichym poc¢tem uhlikii. Je to propionyl-CoA. Produkce této latky pii B-oxidaci neni
vyznamna, ale jeji vyznam znaéné roste v metabolismu pfezvykavcl. Zde vznika tzv.
propionovym kvasSenim sacharidlt v bachoru. Prezvykavci tak, na rozdil od ostatnich
zivocichi, neabsorbuji z traviciho traktu sacharidy, ale pravé kyselinu propionovou.
Jejich bunky ov3em sacharidy potfebuji, a proto je pro ne¢ metabolismus kyseliny
propionové zivotné dulezity.

Metabolické schema pfemény propionyl-CoA je nasledujici:

I
CH;—CH;—C—S—CoA
propionyl-CoA

biotin—CQO
propionyl-CoA-karboxylysa
biotin
O
CH;—CH—C—S—CoA

CcCoo
methylmalonyl-CoA

methylmalonyl-CoA-mutasa

I
CH;—~CH;—C—S—CoA

olelel

sukcinyl-CoA
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Koneény produkt této pfemény (sukcinyl-CoA) mize vstupovat do glukoneogeneze.
Energetika (-oxidace.

Uelem oxidace mastnych kyselin je tvorba metabolické energie. Kazd4 obritka B-
oxidace vytvoii jeden NADH+H", jeden FADH, a jeden acetyl-CoA. Oxidace acetyl-

CoA v citratovém cyklu vede k 12 ATP. Vytézek oxidace jedné molekuly palmitatu je
pak 129 molekul ATP.

6.2.Syntéza lipidi

Lipidy jsou syntetizovany ze svych prekursord, mastnych kyselin a alkohold.
Vyznamny alkohol pro syntézu lipidd, glycerol, mize byt ziskdvdn ze sacharidd,
odbo¢kou z glykolytické drahy.

+ +
NADH + H NAD

CHz=Or k / GHz-OH GHEOH
?:O - ?H_OH —— e - ?H.«OH
CH;—P | CH;P \ CH;OH

2
P

Syntéza vyssich mastnych kyselin probihé vlastni metabolickou drahou.

6.2.1. Biosyntéza mastnych kyselin

Biosyntéza mastnych kyselin probiha jako kondenzace jednotek C,, tedy, formaing, jako
obracend -oxidace.

Vroce 1945 dokdzali David Rittenberg a Konrad Bloch, Ze prekurzorem pro syntézu
mastnych kyselin je aktivovand kyselina octovd. Brzy bylo zjisténo, Ze aktivovanou
kyselinou je acetyl-CoA, ale az koncem 50.let objevil Salih Wakil, Ze meziproduktem
syntezy je malonyl-CoA.

Biosyntéza mastnych kyselin probiha pfevazné v cytosolu. Katalyzuje ji multienzymovy
komplex (u bakterii a v rostlinach jsou tyto reakce katalyzovany nezavislymi enzymy),
jehoz souéasti je protein piindsejici acylové skupiny (ACP = acyl carrier protein). Ten
obsahuje, podobné jako CoA, fosfopantetheinovou skupinu, kterd tvofi thioestery

s acylovymi skupinami.
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CH, OH

3

ACP——Ser——CHz———O—"CHZ———C*?_—CH-—~C-—~NH——CH;CH;——%‘*NH—-—CHZ———CH;—SH
CH, o) 0

Cely komplex se nazyva synthasa mastnych kyselin.

malonyltransacylasa

acyliransacylasa

R . oxoacylsynthasa

\/

enoylreduktasa ——

~

hydroxyacyldehydratasa oxoacylreduktasa

Transport acetyl-CoA

Acetyl-CoA, nutny pro biosyntézu mastnych kyselin, vznikd v mitochondriich, ale
biosyntéza mastnych kyselin probihd v cytosolu. Mitochondridlni membréna je pro
acetyl-CoA v podstaté nepropustnd. Acetyl-CoA proto vstupuje do cytosolu ve formé
citratu pomoci specifického transportniho systému (Obr. 30).

Prvnim krokem biosyntézy mastnych kyselin je tvorba malonyl-CoA. Tento déj
zahrnuje dva kroky. Nejprve je aktivovan CO; vazbou na biotin ze spotifeby ATP a
nasledné dojde ke karboxylaci acetyl-CoA za vzniku malonyl-CoA. Cely dé&j katalyzuje
acetyl-CoA-karboxylasa, kterd mé biotin jako prostetickou skupinu. Zmeénou aktivity
acetyl-CoA-karboxylasy je také fizena rychlost celé biosyntézy mastnych kyselin
(Obr.31).
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MITOCHONDRIE CYTOSOL

C,IOO CllOO‘
i i
HO—-(I3——-COO" - HO“({J*COO_
(t3H2 ?Hz
Coo~ COo™
citrat
CoA—SH CoA—SH
1 Il
CH;—C—S—CoA CHy=C—S—CoA
C[)OO (el0]0)]
7= =
%Hz "
COO Ccoo™
oxalacetat
+
N NADH + H
+
NAD
(‘ZOO
biotin H?_OH
‘\ ?Hz
ololol
_ / malat
bictin—COO .
NADP
.
NADPH + H + CO,
(I:oo— cl:oo
i "
CH, CH
pyruvat

Obr. 30 Transport acetyl-CoA mitochondridlni membranou
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Obr. 31 Vznik malonyl-CoA

Vlastni syntéza mastnych kyselin, hlavné kyseliny palmitové, z acetyl-CoA a malonyl-
CoA zahmuje sedm enzymovych reakci, které probihaji cyklicky. Metabolické schema

syntézy je uvedeno na obrazku 32. Jednotlivé enzymy jsou v nasledujici tabulce:

Reakce Enzym Poznamka

1. acetyltransferasa

2. malonyltransferasa

3. acyl-malonyl-ACP kondenza¢ni probihé za soucasné dekarboxylace
enzym

4, 3-oxoacyl-ACP-reduktasa spotfeba prvniho NADPH + H”

5. 3-hydroxyacyl-ACP dehydratasa

6. 2-enoyl-ACP reduktasa spotfeba druhého NADPH + H"

7. acyltransferasa opakovani prvni reakce

Po skonceni prvniho cyklu je na ACP znovu navézana malonylova skupina a nasleduje
dalsi cyklus, ve kterém je rostouci mastna kyselina opét prodlouzena o jednotku C,.
Tento déj prob&hne pii tvorbé palmityl-ACP celkem sedmkrat. Thioesterova vazba je
potom hydrolyzovana palmitylthioesterasou za vzniku palmitatu.

Jednotlivych redukénich reakci se ucastni kofaktor NADPH+H'. Tato redukovana
forma kofaktoru se tvofi v pentosovém cyklu. Proto je syntéza mastnych kyselin

podminéna i intenzivnim pribéhem tohoto metabolického dé&je.
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I
H,C—C—S—CoA

acetyl-CoA

HS—ACP

-HS—Protein
CoA—SH

i
H,C—C—8—ACP
acetyl-ACP

I I
H,C—C~—~CH;—~C~—S—ACP
acetoacetyl-ACP

+

NADPH +H
4.
+
NADP
OH o)

I I
H,C—CH—CH;—C—S—ACP
3-hydroxybutyryl-ACP

5. H,0
I
H,C—CH=CH—C—S—ACP

2-butenoyl-ACP

<+
NADPH + H

+
NADP

H,C—CH;—CH;—C—8—ACP
butyryl-ACP

Obr. 32 Syntéza mastnych kyselin
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Elongace a desaturace

Palmitat, ktery obvykle vznikéd jako prvni produkt syntézy mastnych kyselin, je také
prekurzorem dalSich nasycenych i nenasycenych mastnych kyselin. Tyto kyseliny
vznikaji plisobenim enzym? elongas a desaturas. Elongace v endoplasmatickém retikulu
probihd mechanismem postupné kondenzace malonyl-CoA s acyl-CoA podobné jako
pii syntéze mastnych kyselin. Jediny rozdil je vtom, Ze mastnd kyselina je
prodluzovéna ve formé& acyl-CoA, nikoli vazana na ACP.

Nenasycené mastné kyseliny jsou produkovany termindlnimi desaturasami. Tyto

enzymy, obsahujici Zelezo, katalyzuji obecnou reakei :

oxidace ﬁ

I
R—CH;=CH;—(CH,)—C—S—CoA » R—CH=CH—(CH,)—C—S—CoA
n n

Raznymi kombinacemi prodluZovani fetézce a vytvafeni dvojnych vazeb miize byt
syntetizovana celd fada nenasycenych mastnych kyselin. Protoze ale savéi organismy
nemaji vSechny potifebné typy desaturas, nemohou syntetizovat vSechny nenasycené

kyseliny. N&které jsou proto pro né esencidlni (napft. linolova nebo linolenova kyselina).

6.2.2. Syntéza triacylglyceroli a glycerolfosfatidi
Triacylglyceroly jsou syntetizovany z acyl-CoA a z glycerol-1-fosfatu (Obr. 33).
Jeden z meziproduktl tohoto déje (fosfatidova kyselina) mlze slouzit pro syntézu
glycerolfosfatidi.
Souédsti molekuly glycerolfosfatidd jsou i rizné dusikaté slouceniny, zejména
aminoalkoholy. Aminoalkohol (napf. cholin u lecithin(l) je pfed vlasnim pfenosem na
fosfatidovou kyselinu aktivovan vazbou na CTP za vzniku CDP-cholinu. Metabolické

schema syntézy lecithint je uvedeno na obrazku 34.
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CH;-OH

CH;-OH
CH—-OH (‘::o
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I
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0
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Obr. 33 Syntéza triacylglycerolt
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+
(CH,),;N—CHs—CH;— OH
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ATP

ADP CTP P—P
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(CH4),N—CH;—CH;—O0—P

i
CH;~0—C—R,
i
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CH;-O-P
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(fosfatidové kyselina) p
\J
i
CH—~0—C—R,
i
CH-0—C—R,
| N
CHzO-P-CH;CH;—N(CH,),

lecitin

Obr. 34 Syntéza lecithind

Regulace metabolismu lipida

Na obrazku 35 je uvedeno celkové schema metabolismu lipidd. Jednotlivé metabolické
drahy probihaji v riznych burikdch nebo organelach bunék a jsou tedy ovliviiovany také
transportnimi procesy. Hlavnimi regulaénimi mechanismy jsou allostericka regulace a
kovalentni modulace (fosforylace) enzymi. Metabolismus lipidd je u Zivoéicht
primarné fizen hormonalné a jejich prostfednictvim té€sné spjat s metabolismem jinych
latek, zejména sacharidi. Hlavnimi hormony, které se zde uplatiiuji, jsou glukagon nebo
adrenalin, které ovliviiyjici zejména koncentraci cAMP. Ten plsobi jako allostericky
aktivator cAMP-dependentnich proteinkinas (na cAMP zavislych). Jinym vyznamnym
hormonem je inzulin, ktery ovliviiyje aktivitu AMP-independentnich proteinkinas (na
cAMP nezavislych). Proteinasy pak aktivuji nebo deaktivyji kliCové enzymy.
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metabolitd reakce

Obr. 35 Schema regulace metabolismu lipid

Oxidace mastnych kyselin je z velké ¢asti regulovéna koncentraci mastnych kyselin

v krvi. Ta je dana rychlosti hydrolyzy triacylglycerolu v tukové tkéni. Reakci katalyzuje

triacylglycerollipasa. Enzym je aktivovén fosforylaci,

kterou katalyzuje cAMP-

dependentni proteinkinasa. ZvySeni koncentrace cAMP plisobi adrenalin, noradrenalin a

glukagon. Insulin zde pdsobi sniZzenim koncentrace cAMP. To vede k defosforylaci a

tedy inaktivaci triacylglycerollipasy.
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Rychlost syntézy mastnych kyselin urCuje zejména acetyl-CoA-karboxylasa (vytvafi
malonyl-CoA). Tento enzym je inhibovan fosforylaci cAMP-dependentni
proteinkinasou, takze fosforylace zavisla na cAMP zaroven stimuluje oxidaci mastnych
kyselin a inhibuje jejich syntézu. Insulin pisobi opacné€. Stimuluje aktivitu cAMP-
independentni proteinkinasy, kterd fosforyluje proteiny na jinych mistech nez cAMP-
dependentni proteinkinasa. Acetyl-CoA-karboxylasa je touto cAMP-independentni
(insulin dependentni) fosforylaci aktivovana. Tento enzym je kromé toho allostericky
regulovan citratem a palmityl-CoA. Citrat acetyl-CoA-karboxylazu aktivuje, zatimco
palmityl-CoA inhibuje.

Dal8im kontrolnim bodem, ktery inhibuje oxidaci mastnych kyselin (je-li stimulovana
jejich syntéza), je inhibice karnitin-acyltransferasy plisobenim malonyl-CoA. Diky této
inhibici zGstdvaji nov€ syntetizované mastné kyseliny vn€ mitochondrie a tedy mimo
dosah systému PB-oxidace.

Popsany mechanismus funguje u Zivo¢iSnych organismut. U prokaryot je acetyl-CoA-
karboxylasa regulovana prostfednictvim guaninovych nukleotidi, protoZze mastné
kyseliny jsou zde syntetizovany v souvislosti s bunéénym rlistem. Je tomu tak proto, zZe
v téchto organismech mastné kyseliny nejsou ukladany jako tuky, ale funguji pfevazné

jako prekursory fosfolipidd.

6.3. Glyoxylatova draha

Rostliny maji, na rozdil od Zivolichli, enzymy, které pfevadéji acetyl-CoA na oxalacetat
a tak umoznuji vyuziti mastnych kyselin pro syntézu sacharid. Tento proces se nazyva
glyoxylatova draha.(Obr.36). Cely d&€j probihd CéasteCné v mitochondriich a zejména

v glyoxysomech. Enzymy jsou uvedeny v tabulce:

Reakce Enzym Poznamka

1. citratsynthasa obdoba reakce citratového cyklu

2. akonitasa obdoba reakce citratového cyklu

3. 1socitratlyasa prvni klicovy enzym glyoxylatového cyklu
4.a7. malatsynthasa druhy kli¢ovy enzym glyoxylatového cyklu
S.ab. malatdehydrogenasa v cytosolu

8. sukcinatdehydrogenasa
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Obr. 36 Schema glyoxylatové dréhy
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V glyoxylatové dréze tedy vznikd ze dvou molekul acetyl-CoA oxalacetat, ktery je
vyuzivan v glukoneogenezi pro syntezu glukosy. Isocitratlyasa a malatsynthasa, jediné
enzymy glyoxylatové drahy obsazené pouze v rostlinach, umoziuji kli¢icim sementm
rostlin pfevadét jejich zdsobni triacylglyceroly pfes acetyl-CoA na glukosu a jiné

metabolity.

6.4. Metabolismus lipoidnich latek

Acetyl-CoA je vyznamnou vstupni latkou pro syntézu fady tzv. lipoidnich, ale i mnoha
jinych, biochemicky velmi vyznamnych, latek. Za mnohé lze uvést syntézu
1soprenoidnich latek (terpeny, steroidy).

V biosyntéze izoprenoidi vystupuje jako vyznamny meziprodukt geranyldifosfat
(prekurzor monoterpent). Jeho néslednymi pfeménami vznika napf. skvalen (prekurzor

sterold) nebo fytoen (prekurzor karotenoidi).
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7. METABOLISMUS SLOUCENIN DUSIKU

Uloha o-aminokyselin nespodiva pouze v jejich ulasti na stavbé proteint. Jsou i
vyznamnymi metabolity vyuZitelnymi v energetice bufiky a také prekursory mnoha
dalsich dulezitych dusikatych sloucenin (hem, fyziologicky aktivni aminy a peptidy,
nukleotidy a nukleotidové koenzymy).

Metabolické pfemény jednotlivych aminokyselin jsou velmi rozmanité. V dal$im textu

jsou proto uvedeny jen obecnéjsi principy téchto procest.

7.1. Katabolismus aminokyselin

Katabolismus aminokyselin Ize v principu rozdélit na dva kroky. Prvnim je téméf vzdy
odstépeni «-aminoskupiny. Tim je umoznéno odstranéni nadbytecného dusiku
z organismu. Ve druhém kroku je déle Stépena zbyvajici uhlikova kostra.

K odstranéni o-aminoskupiny u vétSiny aminokyselin dochdzi pti deaminacni reakei
zvané transaminace. Pfi ni se aminoskupina prendsi z aminokyseliny na 2-oxokyselinu.
Vznikéa tak 2-oxokyselina z plivodni aminokyseliny a novéa aminokyselina z ptvodni
oxokyseliny. Transaminace je nejvyznamnéjs$i reakci aminokyselin. Reakce jsou
katalyzovény aminotransferasami (transaminasami). Ty vyuZivaji specificky kofaktor,

ktery se vyskytuje ve dvou forméch — pyridoxalfosfat a pyridoxaminfosfat.

R 7——CH-—COO0 ™ R 1—?H—-COO— —Cc—Co0~ R —C—C00™
[
NHZ —_— N . N g
[
CH,
P\ /CHZ = P\ /CHz
S E
H. .0 Hy
(;/ CH2
|
F‘\O/CH2 Pz OH ‘ ‘ P\O/CHz P CH
z i pyridoxalfostat pyridoxaminfosfat
AN S
NT CH, N7 cH,
R ;mcl:Hmcoo_ R 2——<I:H—coo” R; ﬁ —Ccoo™ R Z_ﬁ_coo"
NH N
’ i -~ |
H CH,
P _-CH, Z ‘ OH P\O CH, = OH
XN X
N7 CH, N7 CH,



Pfevazujicim akceptorem aminoskupiny je 2-oxoglutarat, ktery se méni na glutamat. Pii
transaminaci tak nedochézi ke kvantitativni deaminaci, jde pouze o pfenos
aminoskupin.

K deaminaci dochézi pievdazné béhem oxidace (oxidaéni deaminace) glutamatu
glutamatdehydrogenasou, pfi niZ se uvoliiuje amoniak. Tato reakce , kdy se vznikajici
2-oxoglutarat vyuziva zejména pro daldi transaminace, vyZaduje jako oxidacni ¢inidlo

NAD" nebo NADP™:

glutamat + NAD(P)" + H,0 — 2-oxoglutarat + NH; + NAD(P)H + H"

Meéné vyznamna oxidacni deaminace probihé za Gcasti FAD pii oxidaci raznych L- 1 D-
aminokyselin. Vysledny FADH, je znovu oxidovan kyslikem a vznikajici H;O, je

rozkladan katalasou.

aminokyselina + FAD + H,0 — 2-oxokyselina + NH; + FADH,;
FADH, + O, - FAD + H,0,
2 H202 - 2 Hzo + Oz

Tteti deaminaéni reakci je tzv. lyasovd deaminace. Reakce je charakteristicka zejména
pro kyselinu asparagovou, ale podléhaji ji i jiné aminokyseliny, zejména aromatické.
Z fenylalaninu tak vznikd kyselina skoficové. Tato kyselina (a jeji derivéty) slouzi

v rostlindch pro syntézu ligninu a flavonoida.

0 o)
g Il
~OH ~-“on
'{JHZ @/\/
fenylalanin NH, kyselina skoficova

NH,

HOOC —CH;—CH—COOH -J———» HOOC—CHZ=CH—COOH
NH, i

kyselina asparagova NH

3 kyselina fumarova



Deaminaci se aminokyseliny pfeménuji na meziprodukty citratového cyklu nebo jejich
prekursory a mohou tak byt metabolisovany az na CO; a H,O nebo vyuzity
v glukoneogenezi. VSechny zakladni aminokyseliny jsou degradovany na jeden
z nasledujicich sedmi metabolitl : pyruvat, 2-oxoglutarat, sukcinyl-CoA, fumarat,
oxalacetat, acetyl-CoA a acetoacetat. Podle toho mohou byt rozdéleny (u Zivoc¢ichi) do

dvou skupin.

e Glukogenni aminokyseliny, jejichz uhlikaté kostry jsou degradovany na
prekursory glukosy: pyruvat, 2-oxoglutarat, sukcinyl-CoA, fumarat nebo
oxalacetat.

e Ketogenni aminokyseliny, jejichz uhlikaté kostry jsou rozloZeny na acetyl-CoA

a acetoacetat, které se posléze pfemériuji na mastné kyseliny a ketolatky.

alanin
threonin

% serin
CO, pyruvat cystein
: Acetyl-CoA
% tryptofan
fenylalanin isoleucin

tyrosin leucin
leucin % lysin
aspartat oxalacetat
citrat
malat histidin
2-oxoglutarat {———1 arginin
prolin
glutamat

aspartat . sukcinyl-CoA
fenylalanin ) fumarat Y % isoleucin

tyrosin methionin
\ valin
sukcinat

Jak je vidét, mohou mnohé aminokyseliny vystupovat v obou skupinach. Jedinou ¢isté

ketogenni aminokyselinou je leucin.
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7.1.1. Ornithinovy cyklus

Amoniak je pro buiky toxicky. Mnoho vodnich Zivoéichli je schopno amoniak
jednodu$e pfimo vyluCovat. Tam, kde neni vody dostatek, bylo nutno b&hem evoluce
vytvoFit systém preméiujici amoniak na méné toxické odpadni produkty, jejichz
vylu¢ovani nevyZaduje velké mnozZstvi vody. Jednou ztéchto odpadnich latek je
mocovina, kterou vyluCuje vétSina suchozemskych obratloved. Dalsi je mocova
kyselina, kterou vylucuji ptaci a suchozemsti plazi. Podle zplsobu vyluCovéni
nadbytedného dusiku se zivodichové déli na amonotelni (vylucujici amoniak), ureotelni
(vyluéujici mocovinu) a urikotelni (vylucujici kyselinu mocovou). Nékteré organismy
mohou svij vyluCovaci mechanismus pfi nedostatku vody pfepnout z amonotelniho na
ureotelni nebo urikotelni.

Modovina se syntetizuje v jatrech za pomoci enzymi ornithinového (mocovinového,
malého Krebsova) cyklu, poté se krevnim ob&hem dostava do ledvin a nakonec se
vyluCuje zorganismu moc¢i. Vyznam ornithinové cyklu spocivéd, vedle detoxikace
amoniaku, 1 v biosyntéze argininu.

Ornithinovy cyklus byl zhruba objasnén Hansem Krebsem a Kurtem Henseleitem
v roce 1932 jako prvni ze v§ech metabolickych cykln (cyklus kyseliny citronové Krebs
popsal az vroce 1937). Jednotlivé reakce cyklu byly pozdéji podrobné popsdny Sarah
Ratnerovou a Philipem Cohenem.

Metabolicka dréha mocovinového cyklu je uvedena na obrazku 37 a jednotlivé enzymy

v nasledujici tabulce.

Reakce  Enzym Poznamka

1. karbamoylfosfatsynthetasa mitochondrie
2. omithin-karbamoyltransferasa  mitochondrie
3. argininsukcinatsynthasa cytosol

4. argininsukcinatlyasa cytosol

5. arginasa cytosol
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Obr. 37 Schema ornithinového cyklu

Dva atomy dusiku v moéoviné pochdzeji z amoniaku a aspartatu, zatimco uhlik je
poskytovan hydrogenkarbonatem. Omithin a citrulin jsou mitochondridlni membranou
pienaSeny specifickymi transportnimi mechanismy.
Karbamoylfosfatsynthetasa (CPS) neni ucastnikem ornithinového cyklu. Katalyzuje
kondenzaci a aktivaci NH;" a HCO;. Pfi tom za spotieby dvou ATP vznikd
karbamoylfosfat, ktery je substratem cyklu. U eukaryot se vyskytuji dva typy CPS:

e Mitochondridlni CPS I, kterd vyuzivéa jako donor dusiku amoniak a ucastni se

biosyntézy mocoviny.
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e Cytosolova CPS II pouziva jako donor dusiku glutamin a podili se na biosyntéze

pyrimidind

Regulace ornithinového cyklu

Cyklus je u Zivoc€ichtl regulovan zejména enzymem karbamoylfosfatsynthetasa I. Ten je
allostericky aktivovan N-acetylglutamatem. Tento metabolit je syntetizovan N-
acetylglutamatsynthasou z glutamatu a acetyl-CoA a hydrolyzovén je specifickou

hydrolasou.

o)

I
H,C—C—SCoA  CoA—SH

+

\_ /
_QOC——CHz_CHz—?H“COO_ — / \ =  00C—CHy~CH;~CH—COO0

NH, f%lH
glutamat CH,CO0 H,0 (ISZO
CH,

N-acetylglutamat

Vzestup degradace aminokyselin vede ke zvySeni koncentrace glutamatu vznikajiciho
v transaminasovych reakcich. Soucasné se tvoii nadbytek amoniaku, ktery musi byt
odstranén zrychlenim tvorby mocoviny. Pfi zvySené koncentraci glutamatu dochazi
k vys8i syntéze N-acetylglutamatu, ten stimuluje karbamoylfosfatsynthetasu I a tim cely
mocovinovy cyklus. Aktivita ostatnich enzym v cyklu je regulovéna koncentraci jejich

substrati.

7.2. Biosyntéza aminokyselin

Syntéza nékterych aminokyselin probihd pouze v rostlinach a mikroorganismech. Tyto
aminokyseliny se nazyvaji esencialni (nezbytné), protoze je zivo€ichové mohou ziskat
pouze potravou. Ostatni aminokyseliny, které mohou zivoCichové syntetizovat
z béZznych metabolith, se nazyvaji neesencidlni. Biosyntéza vSech neesencidlnich
aminokyselin (s vyjimkou tyrosinu) probihd pomérn¢ jednoduse a vychazi ze Ctyft
béznych metabolickych intermediatli: pyruvéatu, oxalacetatu, 2-oxoglutaratu a 3-

fosfoglycerdtu. VSechny tyto intermediaty jsou (nebo mohou tvofit) oxokyseliny a jejich
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pfeména na aminokyseliny probihd mechanismem transaminace. Jako primérni zdroj
aminodusiku zde slouzi zejména glutamét nebo glutamin.
Ustiednim bodem regulace metabolismu dusiku u Zivoc€ichi je prave syntéza glutaminu,

katalyzovana glutaminsynthetasou . Tento enzym je u savcd aktivovan 2-oxoglutaratem.

aminokyselina oxokyselina
~00C—CH;=CHz-(——C00 \ j “00C—CH;—CH;CH—C00
s} transaminace IEJH +

3

2-oxoglutarat 4+ Glutamét

NH

4
\ ATP

glutaminsynthetasa

~ADP +P

| -
H2N~C—CH2—CH2——cl:H—~coo
o+

NH,

glutamin

Protoze ZivoCi$né organismy vyuzivaji jako priméarni zdroj aminodusiku organické
dusikaté latky (glutamat, glutamin), musi tyto organické latky vznikat primérné
v autotrofnich organismech (rostlinach, né€kterych bakteriich) z anorganickych forem
dusiku, coz je zejména N, NO; a NH,". Pro syntézu glutamatu a glutaminu je
bezprostiedné vyuzivan NH,", ktery je rostlinou pfijiman pfimo nebo syntetizovan z N,

a NOjs'. Glutamat a glutamin jsou syntetizovany dvéma alternativnimi reakcemi.

+ +
NADPH + H NADP
~00C—CH;—CHyC——CO0 | K / _OOC—-—CHZ—CHZ—C!)H——COO_
-+
g / NH,
-+
2-oxoglutarat NH, glutamat

glutaméatdehydrogenasa
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ADP + P

O
\K j I -
00C— CH;~CH;— (IDH Ccoo & HN—C—CH;CH;—CH—COO
+
NH
NH3 glutaminsynthetasa 8
glutamat glutamin
A
—OOC—-—CHE—CHé—ﬁ——COO
2-oxoglutarat transaminace
Y
“ooo—CHZ——CH;cl;H—Coo“
+
NH,
glutamat

7.2.1. Fixace anorganickych forem dusiku

Dusik a nitraty jsou redukovany na NH," biochemickymi procesy, které se mohou lisit
podle druhu organismu, ktery je uskuteciiuje. Obecny mechanismus téchto déju je
nasledujici:

Nitrat se na NH;" redukuje ve dvou stupnich. Prvnim stupném je redukce NO3™ na NO5 ',
kterou katalyzuje nitratreduktasa. Druhy stupenl uskuteriuje tzv. nitritreduktasa.

Zdrojem elektrond pro tyto enzymy jsou rzné redukované kofaktory (NADPH-+H",

ferredoxin).
ferredoxin ferredoxin
) ! _ ' .
NO;, — = NoO, =~ NH,
nitratreduktasa nitritreduktasa

Fixace molekulirniho dusiku
Redukce molekulami formy dusiku (N) na NHy' je energeticky velmi naro¢ny pochod,
ktery uskute¢iiuje pouze né€kolik druht bakterii. Nejvyznamné;j$i z nich jsou bakterie

v,

rodu Rhizobium, Zijici v symbidze s kofinky nékterych rostlin (napf. fazole, jetel,
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vojtéska), které preméiuji dusik na NH4" pfes fadu meziprodukti. Elektrony pro tento
redukéni proces jsou, podle druhu organismu, dodavany bud’ oxida¢nimi procesy nebo
z fotosyntézy. Vlastni redukci N, katalyzuje enzym nitrogenasa, kterd se sklada

z n€kolika proteind, obsahujicich ionty Fe a Mo.

PRODUKT Y
FOTOSYNTESY

g
W“,ﬂ _;:‘-.‘; §. ‘«..‘,i“; R -.-"-».., -
: ‘ ORGAN AN Q)

KYSELINY R T

= e e AR
$ KREBSLV 'i;-, ™| EGHEMOGLOBIN |0,
- CYKLUS s BN 7

e Q" ' %
\ ATP H*

KYSELINY

-~ N=N~ \

Vznikajici amoniak muze byt zabudovan bud’ do glutamatu (glutaméatdehydrogenasa)
nebo do glutaminu (glutaminsythetasa). Pfi tomto typu fixace se tvofi mnohem vice
metabolicky vyuzitelné formy dusiku neZ potfebuji rostliny. Nadbytedny NH; je
uvoliiovén do pldy.

Nitrogenasa je rychle inaktivovéana kyslikem. Proto je v kofenovych hlizkdch ochrana
pfed kyslikem zajisténa leghemoglobinem, coZz je protein funkéné podobny

hemoglobinu.
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7.2.2. Metabolisnus sirnych aminokyseliny
Vyznamnym biogennim prvkem je sira. Tento prvek se vyskytuje v fadé vyznamnych
bioorganickych latek. (cystein, methionin, CoA apod.) Prvnimi organickymi
slou¢eninami siry, které vznikaji v autotrofnich organismech, jsou simé aminokyseliny.
Ostatni organismy musi siru ziskavat pravé v podobé¢ téchto aminokyselin. Jako zdroj
siry je autotrofnimi organismy vyuZzivan zejména sulfat (SO4™).

Biochemické schema pfemény sulfatu na sirné aminokyseliny je nésledujici:

PO — ATP ADP — P—O—
SO;7—P—0—CH, adenin SO —P—0—CH, adenin
2 O \ / 0]
so, + ATP — -
O
adenylfosfosulfat r_l,

fosfoadenyifosfosulfat (PAPS)

PAP

s, 4 \ / .
/

HS

oo enzym m
Y Yy enzy

HS

NADP "
ferredoxin  «———m-

NADPH + H

HS—S

S
N AN
enzym » I _enzym
HS / \ $
ﬁ H,C—COO

H,C—C o—CHz—c‘:H—coo‘
+
NH, HS—CH;—CH—COO
. I+
O-acetylserin NH,
cystein
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CH;~SH HO——({:H2 CHZ———S-—(l:H2
+ +
CH—NH, + ?Hz — CH-NH, Cg;H2
+ _ +
COO“_ CH‘NHE COO lCH"‘NH3
Co0 ololol
cystein homoserin cystathionin
H,O
CH;-OH
+
CH—NH,
| Y
Co0O
HS—CH,
serin f
CH,
| +
cle—NH3
Coo

homocystein

H,C—THF
H,C—S—CH,
CH,
+
CH=NH,
ololol
methionin

Zivocichové nedovedou syntetizovat cystein nebo homocystein ze sulfatu, ale tvofi
cystein z methioninu pfes homocystein (v podstaté¢ ,,obracenim® nékterych reakci
ve schematu).

Cystein, jako primarni sirnd organicka latka, se ucastni celé tady biochemickych
procesti. Z meziproduktl je vyznamnd Kkyselina cysteova, kterd slouzi k syntéze
sulfolipidd nebo taurin, ktery se u ZivociSnych organismi ucastni syntézy zlucovych
kyselin.

Pii vyluCovani siry z zivocisnych organismi je patrné nejvyznamnéjsi pfeména kyseliny
cysteinsulfinové az na sirany. Ty jsou pak obvykle vyluCovany ve formé esterl

s oligosacharidy nebo fenolickymi latkami.
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HS—CH;?H-——COOH

NH,

cystein

|
l

HSOZ——CHZ—(!?H——COOH
NH,
kyselina cysteinsulfinova

HSO;—CHG—COOH
1

—_—

kyselina sulfinylpyrohroznova

2-
SO o
HS0;—CH;-CH—COOH : CHs-G—COOH
f / o)
NH . .
. 2 . kyselina pyrohroznova
kyselina cysteova 2-
. 80,
|
l
'
HSO;—CH;-CH;—NH,
taurin

|
4

Zlucoveé kyseliny

7.2.3. Metabolismus aromatickych kyselin

Anabolismus aromati

Biosyntéza sloucenin s aromatickym jadrem v molekule je charakteristickd zejména pro
autotrofni organismy. Jednou z metabolickych drah pro syntézu téchto latek je tzv.
polyketidova (acetat-malonatova, acetogeninova) drdha. Postupnou kondenzaci

nékolika molekul acetyl-CoA vznikd PB-polyketid, ktery nasledné cyklizuje za vzniku

aromatickych jader.
Q o o o o
[C[: MM
HSC/ "5—CoA H,C S—CoA
acetyl-CoA /H
CH
’ (l? CH, (l)l
eron o0 C—S—CoA
H OH
O o o
aromaticka kyseilina )
(orselova) polyketid
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Timto mechanismem probihd biosyntéza nékterych antibiotik (tetracyklin) a dalSich

latek, napf. flavonoida (z aktivované kyseliny skoficové a acetyl CoA).

O
I
/C\
H,C S—CoA CoA
o) [
% CoA @] /S
- o
©N\ > |
cinnamoyl-CoA 0] 0}

\
)

OH O

flavon

VétSina autotrofnich organismi ale syntetizuje aromaty v tzv. Sikimatové draze,

nazvané podle vyznamného meziproduktu - kyseliny Sikimové (Sikimatu).

OH
CH=0 CH,
F‘ + g—O—F‘ — > Ccoo ™
r__ éOO* HO
CHzO-P OH
erythrosa-4-fosfat fosfoenolpyruvat Sikimat

COoO

—/ \
- X

@—»CHZ—?H—COO' HO‘QCOO
+

NH, NH,

fenylalanin p-hydroxybenzoét anthranitat

- X CH;CH—COO
HO CHz——?H~coo o o [ J f "
N
NH, Z SN :

tyrosin chinon tryptofan
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Vychozimi latkami pro tuto dréhu jsou erythrosa-4-fosfat a fosfoenolpyruvat. Syntéza
vede k tvorbé aromatickych aminokyselin (Phe, Tyr, Trp) a nékterych dalsich latek.

Katabolismus aromati
Biochemické pfemény aromatickych aminokyselin vedou k fadé vyznamnych latek. Za
mnohé Ize uvést hormony adrenalin nebo thyroxin, které vznikaji pfeménou tyrosinu.

Z biodegradadnich drah aromatickych latek u Zivolichl je vyznamnéd nésledujici

pieména.
CH;~CH—COO  —— HO CH;—CH—COO
|+ |+
NH, NH,
Phe Tyr
OH
CH;-COO
- Ho—4<::>}—CH;ﬁ——Coo—
O
OH
homogentisat p-hydroxyfenylpyruvat

"OOQ\ ?Hs
CH Cc=0
I + |
% i
Ccoo olelell
fumarat acetoacetat

Produkty této pfemény pak mohou vstupovat do jinych metabolickych procesii, napt.

citratového cyklu.
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7.3. Metabolismus nukleotidu

Nukleotidy maji v Zivych organismech fadu funkci. Jsou stavebnimi prvky nukleovych

kyselin a u€astni se také fady enzymovych reakci jako kofaktory.

7.3.1. Katabolismus nukleotidit

Z nukleovych kyselin se nukleotidy uvolfiuji plsobenim hydrolytickych enzymid -

nukleas. Ty §tépi fosfodiesterové vazby polynukleotidu.

—P—-0—H,C 5
Y o Baze

i
O
H,0 |
) - . —P-0-HC o Baze H,C o Baze
| +
7
H,C o Baze
polynukleotid (n-1) nukleotidmonofosfat

polynukleotid (n)

Uvolnéné nukleotidy se déle katabolyzuji samostanymi metabolickymi drahami podle

jejich typu.

Katabolismus purinovych nukleotidii.

Zjednodusené schema katabolismu purinovych nukleotidd je uvedeno na obrazku 38.
Koneény produkt rozkladu purinovych nukleotid se u jednotlivych druhd organismi
1181, Urikotelni organismy (plazi, ptaci) vylucuji kyselinu mocdovou vsSeobecné jako
hlavni formu vyluCovaného dusiku a nevyuzivaji k tomuto ucelu ornithinovy cyklus.
Primati vylucyi kyselinu mocovou jako produkt rozkladu purinovych nukleotidd,
hlavni formou vylucovaného dusiku je vSak u nich mocovina. Savci (kromé primatd)

rozkladaji kyselinu mo€ovou az na alantoin
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NH, H o l l | |
H H H H
mocovina glyoxylat alantoin

kyselina mofova

Obr. 38 Schema katabolismu purinovych nukleotida

Katabolismus pyrimidinovych nukleotidi

Katabolismus  pyrimidinovych  nukleotidd  vychdzi  z nukleosidmonofosfata.

Zjednodusené schema je uvedeno na obrazku 39.
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Q Cr

uracyl

NADPH + H*
NADP+

NH,

H,N—CH;—CH;- COO M
B-alanin

Co, d!hydronuracy!

H.C
NADPH + H*  NADP*

0
P—O—H,C N~ 0O 0
0 H,C NH H,C
LA L

dihydrothymin

dTMP thymin

o
H,N—CH;—CH—COO co, NH,

3-amino -isobutyrat
Obr. 39 Schema katabolismu pyrimidinovych nukleotidli
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Koncovymi produkty jsou vétSinou [-alanin a 3-aminoisobutyrat, které se vylucuji
moéi. Mulze dojit az krozdtépeni na CO, a NHj3 (drahou pies malonyl- nebo

methylmalonyl-CoA).

7.3.2. Anabolismus nukleotida

Nukleotidy vstupuji do metabolickych drah ve formé nukleosidtrifosfati. Velka ¢ast se
tvoti z nukleosidmonofosfath (vznikajicich zejména St€penim nukleovych kyselin) tzv.

zachrannymi reakcemi:

P—-O—HZCE: o Baze P—P—0—HC o Baze P—P—P—0O—H,C o Baze
ATP ADP ATP ADP

Vyjimkou je vznik ATP, ktery probiha zvla$tnimi procesy (fosforylace na substratové
urovni, aerobni fosforylace).

Metabolicky ubytek nukleotidd je pfevazné pouze doplilovan specifickymi
metabolickymi drahami. Vyjimkou jsou tzv. urikotelni organismy (plazi, ptaci), kde je

syntéza purinovych nukleotidd hlavni cestou vylu€ovéni pfebyte¢ného dusiku.

Anabolismus purinovych nukleotida
Puriny jsou syntetizovany pfimo ve formé& nukleotidli. Syntéza vychézi z 5-fosforibosyl-
1-difosfatu, na kterém je postupné budovéano purinové jadro. Pavod jednotlivych &asti
jadra je nasledujici:
glycin
N

N
N‘ i N I aspartat
formigt — kN/\\N/)\

\ * formiat

glutamin

P—O—H,C
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Jako prvni nukleotid se vytvofi inosinmonofosfat (IMP) a zné&j dale vznika AMP a
GMP.

Anabolismus pyrimidinovych nukleotidia

Pfi syntéze pyrimidinovych nukleotidli se nejprve vytvati pyrimidinové jadro.
Metabolicka draha vychézi z karbamoylfosfatu a aspartatu (karbamoylfosfatsynthetasa
je v tomto ptipade odli$na od podobného enzymu u ornithinového cyklu - vyuziva jako
zdroj dusiku glutamin a je odlisn€ regulovéana). Syntetizované heterocyklické jadro
(orotat) pak reaguje s S-fosforibosyl-1-difosfatem za vzniku prvniho nukleotidu -
orotidinmonofosfatu. Celkové schema je na obrazku 40.

Deoxynukleotidy, potfebné pro syntézu DNA, jsou tvofeny z ribonukleotidi piisobenim

enzymi ribonukleotidreduktas podle schematu:

P—P—P—-0O—H,C Baze P—P—P—-0O—H,C Baze

O
redukce g j

Thymidinovy nukleotid (dTMP) se tvofi az methylaci dUMP

O
i NH
o
P—O—Hz(IE o methylentetrahydrofolat P~O—HC '
dUMP dihydrofolat dTMP
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orotat
o 0
t NH ] NH
felele N/l% 0 N/J§ 0
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Obr. 40 Schema anabolismu pyrimidinovych nukleotid
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8. METABOLISMUS NUKLEOVYCH KYSELIN A SYNTEZA
BILKOVIN

Jednou ze zdkladnich vlastnosti Zivych organismt je schopnost uchovavat soubor
dédi¢nych informaci a pfeddvat je svym potomkim.

Objasriovani biochemické podstaty dédicnosti prochdzi dlouhym vyvojem od objevu
genetické aktivity DNA Oswaldem Averym a spolupracovniky v roce 1944, pres zpiisob
kodovdni syntézy proteinii objasnény po roce 1960 mj. v pracich Severo Ochoy.
Zakladni principy regulace genové aktivity byly popsdany vroce 1961 Francoisem
Jacobem a Jacquesem Monodem.

Tok informace v burice vyjadfuje tzv. Gstfedni genetické dogma, které formuloval v

roce 1958 Francis Crick.

replikace
DNA -_ DNA

tr;envsekrég (': e transkripce
RNA
translace
proteiny

Ze schematu vyplyva, Ze vSechny dé€je v organismu jsou dany pfitomnosti specifickych
proteintl a struktura téchto proteinil je primarné zapsana ve struktuie DNA.

Pfenos genetické informace na potomky vyzaduje vytvoiit pro kazdou z dvojice
vznikajicich bunék celou sumu genetické informace. To se dé&je zdvojenim molekuly
DNA procesem zvanym replikace.

Syntéza proteind vyzaduje pfitomnost molekul RNA. Proces tvorby RNA, tedy pfepis
¢asti struktury DNA do RNA, se nazyva transkripce. Je znama 1 obracena (revezni)
transkripce, charakteristickd pro tzv RNA-viry (tento proces v puvodnim Crickove
schematu neni).

Translace je vlastni proces syntézy proteint podle matrice mRNA.
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8.1. Struktura a funkce nukleovych kyselin

Nukleove kyseliny izoloval poprvé Friedrich Miescher vroce 1869 ve formé
nukleoproteinii. Nebilkovinnou sloZku oznacil roku 1889 Sid Altman jako nukleovou
kyselinu (NA).

Studium struktury NA postupovalo pomérné pomalu. Objasnéni struktury DNA se
v podstaté podarilo aZ v roce 1953, kdy James Watson a Francis Crick publikovali sviy
prosluly model, za ktery obdrZeli Nobelovu cenu.

Zdkladem pro objasnéni struktury DNA byla Chargaffova pravidla, kterda Erwin
Chargaff publikoval v roce 1947, a dadle rentgenové krystalografické studie provedené
Rosalind Franklinovou v letech 1950-1952.

Zakladni strukturu NA tvofi polynukleotidové fetézce. Podle sacharidové slozky
nukleotid® se NA rozdéluji na ribonukleové kyseliny (RNA) obsahujici ribosu a
deoxyribonukleové kyseliny (DNA) obsahujici deoxyribosu. V NA se vyskytuje pét
druhtt nukleotidl s tzv. majoritnimi bazemi adeninem (A), guaninem (G), cytosinem
(C), uracilem (U) a thyminem (T). V DNA se vyskytuje A, G,CaT,vRNA A, G, Ca
U. Kromé téchto majoritnich bézi lze, zejména v nékterych druzich RNA, nalézt i tzv.
minoritni baze (methyluracil, hypoxanthin apod.).

Jednotlivé nukleotidy jsou spojeny fosfodiesterovymi vazbami mezi 3 a 5° uhlikovymi

atomy sacharida.

5'-konec
}
0=p-—0—CH,
5
0 A
0
]
O0=p—
I
0
? H
0=pP—0—CH,
| 0
0
o
0=§’—0-—CH2
0
OH H
3-konec
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Poradi nukleotidd v fetézci tvofi primérni strukturu NA. VySsi typy struktur se jiz u
DNA a RNA vyrazné lisi.

8.1.1. Struktura a funkce DNA

Molekula DNA je tvofena dvéma antiparalelné orientovanymi polynukleotidovymi
fetézci. Obé vldkna jsou spojena vodikovymi miistky mezi bézemi jednotlivych
nukleotidd. Baze jsou sparovany na principu komplementarity, tj. vzdy se spojuje
adenin (A) s thyminem (T) a cytosin (C) s guaninem (G). Tuto skutecnost potvrzuji
Chargaffova pravidla, tj. molarni pomér A/T = C/G = 1.

nukleotid

5
@

vadikova

— “ N H
N S
(—C ’
7Ny .
............ H—N\ /C-" guanin
/C=N
~H—N
\
H

Dvojice vlaken je stofena do dvousroubovice (dvojity helix). Rozezndvame tfi typy
dvousdroubovic — pravoto¢ivé A a B a levoto¢ivou Z. Zakladni je zfejmé typ B, ktery je
ve vodném prostredi nejstabilnéjsi (Obr. 41).

Nékteré druhy DNA maji polynukleotidové fetézce spojené do kruhu a tvofi tzv.
cirkulami DNA. U nékterych fagl byla zaznamenana i jednovlaknova DNA.

Dvojity helix DNA vytvaii i1 dal$i vySS§i struktury. Zvlasté u cirkuldarni DNA se

vyskytuje tzv. superhelix, kdy je dvousroubovice jesté jednou sto€ena do spiraly.
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DNA se vbuikach nevyskytuje volnd, ale tvofi komplex sriznymi proteiny -
chromatin. Hlavnim typem bilkovin jsou bazické histony, ale je zde i fada dal3ich,

nehistonovych proteint.

Obr. 41 Dvousroubovice DNA typu B

Struktura bilkovin je v molekule DNA zapséna v tsecich fetézce nazyvanych strukturni
geny. V kazdém takovém genu je zapsana struktura jednoho polypeptidového fetézce.
Jednotlivé aminokyseliny polypeptidu jsou zde zapsany pomoci trojic nukleotidd —
triplet. Kromé& strukturnich genl obsahuje fetézec DNA regulac¢ni geny. Ty nekdduji

polypeptidové fetézce, ale podili se na regulaci transkripce.

8.1.2. Struktura RNA

U RNA rozeznavame nékolik typt s rozdilnou strukturou i funkci. Primarni struktura je
tvofena fetézcem ribonukleotidé s majoritnimi badzemi A, G, C, U. VyS§3i struktury se jiz

vyrazné 181 podle typu RNA.
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Hlavni druhy RNA jsou:

e medidtorova - mRNA

e ribosomélni — rRNA

e transferovd —tRNA
Mimoto existuji jesté dal$i druhy, napt. mald jadernd RNA (snRNA) nebo virova RNA
(VRNA).

mRNA je tvofena jednim polynukleotidovym vldknem a zfejmé& nemd pevné vySsi
formy struktury. Slouzi jako vlastni matrice pro syntézu proteinll. Tripletim bazi
(kodonim) jsou pfifazeny jednotlivé aminokyseliny podle genetického kodu. Ctyii baze
mohou byt v tripletech uspotadany 64 zpusoby. Protoze koduji pouze 20 aminokyselin,
mohou mit jednotlivé aminokyseliny (mimo Met a Trp) az ¢&tyfi kodony (kod je
degenerovany). Nékteré kodony nemaji pfifazenu zZaddnou aminokyselinu. Oznacuji se
,stop kodony®, dfive také ,nonsens (nesmyslné) kodony“. Oznacuji konec

polypeptidového fetézce.

Prvni baze od Druha baze Tieti baze
5’ konce U C A G
Phe Ser Tyr Cys U
U Phe Ser Tyr Cys C
Leu Ser STOP STOP A
Leu Ser STOP Trp G
Leu Pro His Arg U
Leu Pro His Arg C
¢ Leu Pro Gln Arg A
Leu Pro Gln Arg G
Ile Thr Asn Ser U
Ile Thr Asn Ser C
A Ile Thr Lys Arg A
Met Thr Lys Arg G
Val Ala Asp Gly U
G Val Ala Asp Gly C
Val Ala Glu Gly A
Val Ala Glu Gly G
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rRINA je stavebni slozkou ribosomi. Je zndma fada typt, které se 1isi délkou fetézce.

Vyssi typy struktury souvisi se strukturou celého ribosomu.

tRNA je ze vSech typl nejmensi. Retézec obsahuje jen asi 80 nukleotidf. Jeji struktura

rozvinuta do roviny je znama pod nézvem jetelovy list.

3'-konec
A-OH
I
E aminoacylové
5'-konec E rameno
,\ {
1

0 G C 1
/ \.C..' G~ ComiG-m'G=U~ " “U=Gmey=C= .C./A m A\
G : P onoad
\

G

antikodonové !
rameno U i téa

antikodon

Na tRNA se pfed vlastni translaci vaze pfisluSna aminokyselina a to na 3’ konec fetézce
v tzv. aminoacylovém ramenu. Hlavni vyznam tRNA je vtom, Ze diky svému
antikodonu (komplementarni triplet ke kodonu) umozni spravné zatfazeni aminokyseliny

do polypeptidového fetézce. Antikodon se nachazi na tzv. antikodonovém ramenu.

8.2. Replikace

K syntéze biopolymeru DNA jsou potfebné zdkladni jednotky (monomery), tj. Ctyfi

deoxynukleotidy ve formé nukleosidtrifosfatt (dATP, dGTP, dCTP, dTTP). Déle je
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potiebnd predloha (matrice, templat), tj. pivodni vldkno DNA, podle které je nové
vlakno syntetizovano. Cely proces je katalyzovan fadou enzymi.

Vlastni proces replikace probihd tzv. semikonzervativnim mechanismem, tj. ke
kazdému vlaknu pivodni DNA vzniké doplitkové vidkno. Nové molekuly DNA se tedy

skladaji z ptivodniho a nového vldkna.

plivodni

3 G —

" nové

.........

aaaaaa
------

-----
.....

plivednf nove nové plvodni
Semikonzervativni pribéh replikace prokédzali vroce 1958 Matthew Meselson a
Franklin Stahl.
Mechanismus replikace je velmi slozity a dosud ne zcela prozkoumany. V detailech

existuji rozdily mezi prokaryoty a eukaryoty, ale zakladni principy jsou stejné.
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Replikace vldkna DNA zacind v tzv replikaénim ,,0¢ku® (,,bubling). To se vytvari
rozpletenim dvouvlakna DNA, které je katalyzovano celou fadou enzyml zvanych
obecné topoisomerasy. Tyto enzymy pferuSuji jedno nebo obé vldkna DNA a opét je
spojuji. Do dvouSroubovice jsou tak zavadény negativni zavity, které umozniuji jeji
rozplétani. Bod rozplétani v replikacnim ocku se nazyva replikacni vidlice. Kazdé ocko
ma tedy dvé& replika¢ni vidlice.

Syntézu nového fetézce katalyzuji DNA-polymerasy (u prokaryot jsou oznacovany I, II,
III a u eukaryot o, P, v, 8). DNA-polymerasa postupné navazuje na rostouci nové
vldkno DNA jednotlivé nukleotidy podle matrice plivodniho vlédkna a to na princip:
komplementarity.

Viechny znamé DNA-polymerasy prodluzuji vldkno DNA vzdy ve sméru 5— 3, 4.
novy nukleotid se vaZe vzdy na 3 -konec polynukleotidového fetézce.

ProtoZe jsou ob¢ vlakna DNA ve dvousSroubovici orientovana protismérné, je ve sméru
postupujici replikaéni vidlice jedno vldkno syntetizovano kontinudln€ (vedouci vldkno)
a druhé po postupnych usecich (opozd'ujici se vlédkno). Tyto tUseky se oznaluji
Okazakiho fragmenty (podle Reiji Okazakiho, ktery tento mechanismus v roce 1968
objasnil). ‘

DNA-polymerasy vyzaduji pro navézani nového nukleotidu vzdy pfitomnost volného
3 -konce. Nejsou proto schopny syntézu fetézce zah4jit. Syntézu zahajuji enzymy RNA-
polymerasa a primasa, které syntetizuji na vlakné DNA kratké useky RNA (tzv.
primerové fetézce) o délce az ne€kolika desitek nukleotidl. Ty pak poskytnou potiebné
3 -konce pro DNA-polymerasu. Hotové vldkno DNA vsak 2zadné useky RNA
neobsahuje. Jsou totiz v pribéhu replikace postupné odSt€povény postupujici DNA-
polymerasou. Vznikaji tak tseky vlidkna DNA, které na sebe t€sné navazuji, ale nejsou
kovalentn& spojeny. P¥i odstépeni RNA tiseku neni na 5 -konci fetézce DNA pfitomna
trifosfatova skupina a DNA-polymerasa nemlzZe oba konce zenergetickych divodi
spojit. Spojeni obou konct zajistuje enzym DNA-ligasa za spotieby ATP (u prokaryot
NAD").

Schematické zndzorméni procesu je uvedeno na obrazku 42.
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Obr. 42 Pribéh replikace

8.3. Transkripce

Transkripci katalyzuji enzymy zvané RNA-polymerasy. U prokaryotnich organismi je
to jeden enzym odpovédny za syntézu vSech typt RNA, u eukaryot ¢tyti az pét enzymdi,
které syntetizuji jednotlivé druhy RNA.

Syntéza vldkna RNA je zahajovana na specifickém misté vldkna DNA zvaného

promotor. Na tento usek se vaZze RNA-polymerasa, kterd postupuje po vldkné DNA a
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postupné navazuje nové nukleotidy (na principu komplementarity) na 3 -konec
rostouctho polynukleotidu. Transkripce je ukoncena na termina¢nim useku, coZ je opét

specifické sekvence nukleotidd vldkna DNA.

5 konet\\ DNA matrice

RNA —a_ﬁ‘..‘}‘ RNA polymerasa

3 konec 5" konec

8.3.1. Posttranskripéni aprava

Bezprostfedni produkty transkripce &asto nejsou funkénimi jednotkami. K ziskani
biologické aktivity jsou nutné specifické upravy. Ty se 1isi podle typu RNA a jsou
odli$né pro prokaryotni a eukaryotni orgaﬁismy. Primérn{ transkripty jsou $té€peny endo
a exonukleasami (napf. u rRNA), dochazi i k modifikaci (napf. methylaci) nékterych
bazi (zvlasté u tRNA).
Transkript mRNA u prokaryot je obvykle zcela funkéni mRNA. K zahajeni translace
zde dochézi jest¢ pfed dokondenim transkripce. Eukaryotni mRNA prochéazi naproti
tomu fadou modifikaci. Jsou to:

e Syntéza ,Cepicky”

e Syntéza poly(A)-konce

e Sestfih
Synteza &epitky je proces, pfi kterém se na S-konec fetézce mRNA vaZe, &asto
methylovany, guaninovy nukleotid.
Pfi syntéze poly(A) konce se na 3"-konec fetézce mRNA navazuje sekvence az nékolika
set adeninovych nukleotidi. Tato sekvence mé ziejmé ochranou funkei.
Vyraznou vlastnosti eukaryotnich genl je pfitomnost nekodujicich useku (intront).
Tyto useky jsou v pribehu sestiihu (splicing) vys$tépeny a kodujici useky (exony) jsou

spojeny do souvislého fetézce mRNA
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8.3.2. Regulace transkripce

V molekule DNA je zakodovéno mnoZstvi proteind s velmi rozmanitou funkci. Nékteré
z nich jsou nutné pro zékladni funkce buriky a jsou proto syntetizovany viceméné stalou
rychlosti. Jejich struktura je zapsana v tzv. konstitutivnich genech. Potfeba jinych
proteinl se méni podle okamzitych podminek buriky. Jejich struktura je zapséna v tzv.
adaptivnich (induktivnich) genech. Pfepis téchto genti podléha proto regulaci na trovni
transkripce.

Je znama fada mechanismt regulace transkripce. Pro obecné objasnéni Ize pouZit tzv.
operonovy model, ktery formulovali v rocel961 Jacob a Monod pro enzymy, které
katalyzuji pocatek metabolismu laktosy (tzv. lac-operon). Pozdé&ji byla popséana
struktura i dal§ich operonti.

Operon je usek na DNA, ktery se sklada z oblasti strukturnich a z oblasti regulaénich
genti. Oblast regulaénich gentt se do RNA nepfepisuje. Strukturni geny operonu koduji
enzymy, které se zpravidla vyskytuji vjedné metabolické dréze. Je tak zajiSténo, Ze
syntéza klicovych enzymd, potfebnych pro pfemény jednoho substréatu, je regulovana
souasné jedinym zdsahem.

) operdtor strukturni geny -
gen regulator promotor A
W

ra
PO S S ER0ECNEANEEY -

e A LI XTI R R T YT Y XY

Produktem genu i (nemusi byt sou¢ésti operonu) je regulaéni protein. Tento protein se
muze vazat na Usek promotoru nebo operdtoru. Vazba vyvola zménu konformace
fetézce DNA a to umozZni navdzani RNA-polymerasy (v pfipad€¢ vazby na promotor)
nebo toto navazani znemozni (v pfipad¢ vazby na operator). Vlastni vazba regulaé¢niho
proteinu je ovliviiovéna nizkomolekuldarnim efektorem, to znamena, Ze jeho vazba na
regulacni geny (promotor a operator) je navazanim efektoru umoznéna nebo naopak
znemoznéna (pozitivni a negativni regulace).

U tzv. lac-operonu se produkt genu i (tzv. represor) véZe na operator a tim
znemozni transkripci. Je-li v prostfedi pfitomna laktosa, véZe se tento sacharid
(induktor) na represor. Tim je vazba represoru na operdtor znemoznéna a transkripce

muze probihat.
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Aby k transkripci doslo je nutnd aktivace promotoru. Tu vyvolé dalsi regulaéni protein,
tzv. CAP (katabolitovy aktivacni protein). Tento protein se vaZe na promotor a tim
umozni vazbu RNA-polymerasy a zahajeni transkripce. Samotny CAP se vSak na
promotor nevaze. VyzZaduje k tomu pfitomnost cAMP. Pii zvySené koncentraci glukosy
(jeji snadna dostupnost) je koncentrace cAMP v burice sniZzena, CAP neni aktivovéan,
nemuze se vazat na promotor lac-operonu a transkripce nemiZze byt zahdjena ani
v pritomnosti vysoké koncentrace laktosy. (Uvedeny ptiklad je pouze ilustrativni. Pfi

popisu riiznych mechanismt regulace se v literatufe objevuji odlisné terminy, napf.
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laktosa potlacuje represi a oznacuje se pak jako derepresor, cCAMP umoziiuje zahdjeni

transkripce a oznacuje se jako induktor.)

8.4. Translace

Pri translaci se podle matrice mRNA syntetizuji zjednotlivych aminokyselin
polypeptidové fetézce. Cely proces probihd na ribosomech. Syntéza proteinti probiha
v nékolika stupnich.
1. aktivace aminokyselin
2. 1niciace
3. elongace
4. terminace

1. aktivace aminokyselin
Aktivace aminokyselin probiha v cytosolu. Je pfi ni nutna piftomnost aminoacyl-
tRNA-synthetas, které katalyzuji reakci na obrazku 43. Aminokyselina je vazana na -
OH skupinu na 3 -konci tRNA.

2. iniciace
K iniciaci je nutnd pfitomnost mRNA, aktivované aminokyseliny methionyl-tRNA
(u prokaryot formylmethionyl-tRNA), disociovanych ribosomii a specializovanych
ribozomu a v A—misté je dalsi, zatim volny, kodon mRNA

3. elongace
Elongaci se rozumi postupné prodluzovani peptidového fetézce vzdy o jednu
aminokyselinu, ktera odpovida pfislusnému kodonu na tetézci mRNA. Podobné jako
u iniciace jsou i zde potfebné specializované proteiny — elongaéni faktory (EF).
Nejprve se za spotfeby GTP navéze novy aminoacyl-tRNA (AA—tRNA) na odpovidajici
kodon v A-misté, ktery sousedi sjizZ obsazenym kodonem v P-misté ribosomu.
Aminokyselina (v dalsich fazich peptidovy fetézec) se pfenese na novou aminokyselinu.

Proces katalyzuje peptidyltransferasa, ktera je soucasti ribosomu.
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Obr. 43 Aktivace aminokyselin

Dalsim krokem je posun ribosomu po vldkné mRNA o jeden kodon. Tim dojde
k pfesunu peptidu z A-mista do P-mista, deacylovan4 tRNA se uvolni a do A-mista se
dostané dalsi kodon. Posun vyZaduje GTP a je katalyzovén translokasou, coz je jeden

z EF. Cely proces se cyklicky opakuje a peptidovy fetézec se postupné prodluzuje.

Prodluzovani peptidového fetézce pokracuje tak dlouho, aZ se do A mista dostane jeden
(UAA, UAG, UGA). Tuto situaci rozpoznaji specializované
proteiny — uvolnovaci faktory (RF). Pfitom dojde k uvolnéné peptidového fetézce z t—
RNA a k rozpadu celého komplexu.

Celkové schema translace je zndzornéno na nasledujicim obrazku 44.
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8.4.1. Posttranslaéni dprava bilkovin

Polypeptidové fetézce, které vznikaji v procesu translace, obvykle nejsou v biologicky
aktivni formé. K tomu je potfebny dal§i proces oznalovany jako posttranslacni
modifikace.
V zésadé& existuji tfi procesy posttranslaéni modifikace

¢ kovalentni modifikace zdkladniho fetézce

e kovalentni modifikace postranich fetézcti aminokyselin

¢ nekovalentni interakce
P#i kovalentni modifikaci zakladniho fetézce dochazi ke §tépeni piesné definovanych
peptidovych vazeb. Tento proces se také oznaCuje jako limitovand proteolyza.
Odstépeni casti fetézce umozni zbytku molekuly zaujmout potfebnou prostorovou
konformaci.
P#i kovalentni modifikaci postranich fetézci aminokyselin dochazi k tvorbé novych
funkénich skupin a tim je opét umoznéno, aby bilkovinny fetézec zaujal potfebné
prostorové uspofddani. K nejvyznamnéj$im zméndm tohoto typu patii hydroxylace
(vznik hydroxyprolinu), vznik disulfidickych mustkii nebo glykosylace, tj. tvorba
bocnich oligosacharidovych fetézcti.
Prostorové uspoifadani proteinového fetézce je primarné dano sekvenci aminokyselin
(primami  struktura). To je déno snahou molekul zaujmout v daném prostiedi
termodynamicky nejvyhodn&j$i uspofadani. Rada proteint viak vyZzaduje k tomuto
,.svinuti* ptitomnost dalsich specializovanych proteint. Teprve jejich pisobeni umozni

vznik biologicky aktivnich struktur.
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9. BIOCHEMICKA REGULACE ORGANISMU
V kazdém zivém organismu musi byt zajiStovana koordinace dil¢ich biochemickych
déjt v case a prostoru. Tato regulace zajiStuje jednak udrZeni vnitfniho prostredi
(homeostazu), jednak potiebné reakce na zmény okoli.
Kazdy regulaéni proces je zaloZen na zjisténi odchylky od okamzitého stavu a
nasledném spusténi procesu, ktery tuto odchylku kompenzuje. V zivych organismech
jsou takové mechanismy zaji§t'ovany zménou vlastnosti biochemicky aktivnich proteinl
a to vlivem signaélu, ktery mize mit povahu chemickou, mechanickou nebo svételnou.
Regulace zivych organismt probiha ve dvou stupnich organizace:

e u vSech organismu na urovni buriky

e uvicebunécnych organismi navic na trovni celého organismu
Molekularni mechanismy obou stupritt jsou obdobné. Na bunééné trovni dochazi
k metabolickym zménam v reakci na zmény v bezprostfednim okoli buriky. Reakei na
tuto zménu (signal) je zména rychlosti (pfipadné spusténi) metabolickych procest.
Ktomu dojde zménou aktivity enzymd, pfipadné jejich novou syntézou. Hlavnimi
procesy jsou tu allosterickd a kovalentni modulace enzymové aktivity a regulace
proteosyntézy na urovni transkripce. Tyto regulatni mechanismy byly probrany
v ptislusnych kapitoldch. U vicebunéénych organisml existuje vzdjemna komunikace
mezi burikami jednotlivych tkani. Podle charakteru komunikacnich signalt lze regulaci

rozdélit na :

Regulaéni proces Zékladni princip regulace
humoralni chemicky

nervovy elektrochemicky
imunochemicky bunéény

9.1. Humoralni regulace

Humoralni (také hormonalni) regulace je v principu zaloZena na produkci chemickych
latek — hormont, které zprostiedkuji komunikaci mezi bunkami vramci jednoho
organismu. Hormony lze rozdglit z nékolika hledisek:
A) podle chemické povahy

1. steroidni hormony (napf. kortikoidy)

2. peptidové a proteinovéhormony (napf. insulin, hormony hypofyzy)
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3. fenolické hormony (napf. adrenalin, thyroxin)
4. jiné (napf.prostaglandiny)

B) podle vzdalenosti, na kterou ptsobi

1. autokrinni hormony - plsobi na stejné buiiky, které je produkuji (napf.

interleukin-2 stimulujici mnoZeni T-lymfocyth)

2. parakrinni hormony - pisobi na buriky v bezprostfedni blizkosti produkujicich

bunék (napf. prostaglandiny, hormony traviciho traktu)

3. endokrinni hormony - plsobi na vzdalené buriky (insulin, adrenalin). Jsou

produkovény specializovanymi organy (Zlazami s vnitfni sekreci).

9.1.1. Mechanismus pisobeni hormoniu

Na dany hormon reaguji pouze ty bunky, které pro n€j maji specificky receptor.

Hormonalni signély jsou tedy velmi pfesné adresovany. Zakladni mechanismy funkce

hormont 1ze rozdélit do tii typd podle povahy receptort.

Prvnim typem jsou receptory, které se nachdzeji uvnitf buriky. Jsou to cytoplasmatické a

jaderné bilkoviny, které po navazani odpovidajictho hormonu reguluji syntézu urcité

bilkoviny (enzymu) na trovni transkripce. Tak péisobi napf. steroidni hormony.

polymerasa Xpre‘sor

&

represor
CL)

rece/ptor synthesa bilkoviny

Druhym typem jsou receptory, umisténé v buné¢né membrané. Jsou to proteiny, které

po navazani hormonu na vnéjsi strané membrany podnécuji na vnitini strané syntézu

specifickych latek, tzv. druhych posld. Tyto latky pak ovliviiuji metabolické déje

v butice, obvykle jako allosterické efektory enzymi. Jako druzi poslové vystupuji

v butikach zejména cAMP, Ca®”, inositoltrifosfat a diacylglycerol.
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Vétsina adrenoreceptori a receptorti polypeptidovych hormont zprostfedkuje tvorbu
cAMP jako druhého posla uvnitf buriky. Receptor, na néjZ se navazal hormon, aktivuje
v membrané zakotvené G-proteiny s navazanym GDP. Pti aktivaci se GDP v komplexu
vyméni za GTP a takto pozménény komplex ma schopnost aktivovat enzym
adenylatcyklasu (AC) na vnitini strané membrany. G-protein se sam inaktivuje
hydrolyzou vézaného GTP opét na GDP, takze doba aktivace komplexu je kratka.
Piesto dojde k vyznamnému zesileni hormondlniho signdlu, protoze kazdy komplex
receptoru s hormonem za dobu své existence aktivuje mnoho G-proteind a kazdy
komplex G-proteinu s GTP a s adenylatcyklasou nasyntetizuje mnoho molekul cAMP.
Receptory né&kterych hormonti adenylédtcyklasu nestimuluji, ale inhibuji. Patfi k nim
napf. a,- adrenoreceptor a né€které dalsi.

Syntetizovany cAMP ptisobi v burikach jako allostericky efektor riznych proteinkinas,

které fosforylaci méni aktivitu riznych enzymi.

inhibidni vnéj3t signal

stimulaéni vaaisi signal l

)

N

GDP + P

neaktivm)
< AMP protein- fosfopratain-
kinasa fosfatasa
protein

(al kbvm)

bundZna odpovéd
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Inositoltrifosfat, diacylglycerol a Ca®" vznikaji vtzv. fosfoinositidové kaskads.
Navazanim hormonu na receptor dojde k aktivaci membranové fosfolipasy C
prostfednictvim G-proteinu. Fosfolipasa C hydrolyzuje fosfatidylinositoldifosfat (PIP;)
na inositol-1,4,5-trifosfat (IP;) a diacylglycerol (DAG).

Uvolnény IP;, difunduje k endoplazmatickému retikulu, z n€hoZ uvolni do cytoplasmy
Ca’" a to, patmé, ptisobenim na prenade Ca** vazany v membrané endoplazmatického
retikula. Ca®* stimuluje fadu bun&nych pochodi ve spojeni s proteinem kalmodulinem.
Nepolarni DAG zlstava v plasmatické membrané a zde aktivuje proteinkinasu C. Tento
enzym vazany na membranu (ve skutecnosti jde o celou skupinu enzymi) méni

fosforylaci aktivitu riznych enzymd. Patfi mezi n€ napt. glykogensynthasa.

i vnejsi

signal

plasmaticka membrana

protein
{neaktivni)
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Tretim typem receptort je insulinovy receptor. Tento receptor je glykoprotein, ktery
prostupuje membranou. Po navazéni inzulinu dojde k aktivaci subjednotek receptoru na
vnitfnim povrchu membrany. To vede k autofosforylaci tyrosinovych zbytkl téchto
podjednotek. Dal3i ¢lanky fetézce insulinové signalni drdhy jsou nejasné. Zda se, Ze
fosforylace tyrosinu aktivuje rizné fosfatasy a tim se defosforyluje celd fada bunéénych
enzymi (glykogenfosforylasa, pyruvatdehydrogenasa, triacylglycerollipasa). Insulin
v8ak soucasné vyvoldvé i fosforylaci mnoha jinych bunéénych bilkovin a to, patrné,

aktivaci proteinkinasy C z fosfoinositidové drahy .
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9.2. Nervova regulace

9.2.1. Drazdivost bunék

Membrana bunék je, jak uz bylo feceno dfive, v podstaté nepropustné pro vétsinu latek.
K transportu téchto latek membranou slouZzi fada specifickych fizenych procesti. Diky
témto procesim se na membrané vytvari nerovnovaha iontl, kterd zplsobuje vznik
elektrochemického potencialu. Hlavni podil na vzniku tohoto potencialu maji ionty K,
Na“, ClI' a rizné organické anionty. Koncentrace téchto iontd u savéich bunék

v klidovém stavu jsou uvedeny v tabulce.

fon Koncentrace (mmol/l)
uvnitf buriky vné buriky
K 139 4
Na" 12 145
Cr 4 116
Organické anionty 138 9

Samovolny pohyb téchto iontdi membrénou je velmi maly, ale u malych iontd neni
nulovy. Postupné by proto doslo k vyrovnani potencialu na obou strandch membrény.
O zachovani nerovnovahy se stara tzv. Na', K* - ATPasa (sodno-draselna pumpa). To
je v membrané vazany enzym, ktery za spotieby ATP neustale ¢erpd Na® ionty z buiiky
ven a soucasné K ionty do butiky. V klidovém stavu je na vnitini strané membrany
pievaha zipornych iontd. Vyrovnat tento rozdil by mohly CI” nebo K' ionty. Ty by
vSak musely proudit proti svému koncentraénimu spadu a jejich pohyb je tak omezen.
Naproti tomu Na™ ionty by proudily ve sméru koncentra¢éniho spadu. Jinak fedeno
vektor chemického a elektrického potencidlu je u Na* iontu shodny. Proto maji Na”
ionty rozhodujici podil na zménéch potencidlu na membrané. Vzruch, ktery zaptsobi na
butiku vyvold kratkodobé otevieni kanalkii pro Na® ionty. Ty vlivem vysokého
elektrochemického potencidlu vniknou rychle do buky a wvyvolaji kratkodobou

depolarizaci membrany. Zp&tné od&erpani Na' iontu pak rychle obnovi klidovy stav.
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Zmény potencidlu na membrané vyvoldvaji zejména konformacéni zmény rtznych
protein. Tim dochdzi ke zménéam aktivit enzyma a k pfislusné odezvé bunky na signal

(podrazdéni).

9.2.2. Nervova regulace

U vyssich Zivolichll je nejrychlej§i a nejsloZit€jsi komunikace mezi burikami
zprostredkovéna nervovymi impulsy. Neurony (nervové buiiky) prendseji tyto signaly
po celé své délce (u vétsich Zivolichl je to i pres 1 m) jako Sifici se viny iontovych
proudi. Mezi jednotlivymi neurony a mezi neurony a jinymi butitkami zprostfedkuji
pfenos signdlu chemické pfenaSece — nervové mediatory — neurotransmitery.

Podobné jako jiné buiky vytvéfejl i neurony rozdily v koncentracich ionti na obou
stranach bunééné membrany. Nervovy impuls tvoil vlna pfechodné depolarizace
membrany nazyvanéd akéni potencidl, kterd postupuje podél nervové bunky. Po této
depolarizaci probehne pfiblizné stejn€ rychld repolarizace, kterd piekmitne az do
hyperpolarizace, tj. do kladnych hodnot membranového potencialu, a pak se pomaleji
vraci ke klidovému potencidlu. Akéni potencidl se §ifi axonem (dlouhym vybéZkem
neuronu) tak, Ze vzrist potencidlu v jednom okrsku membrany axonu spusti akéni

potencial v sousednim okrsku membrany a ten zase v dalSim atd.

138



U vétsich obratloved maji axony neurontt pochvu z myelinu, ktery je obtoden kolem
axonu a tak jej elektricky izoluje od vné&jsiho prostfedi. Myelinové pochvy na axonu
jsou preruSovany zhruba v milimetrovych odstupech Uizkymi $§térbinami, zndmymi jako
Ranvierovy zafezy, v nichZ se axon stykd s vnéj$im prostfedim. U myelinizovanych
axontl jsou kandly pro Na’ soustfedény pouze v Ranvierovych zafezech. Akéni
potencidl myelinizovaného axonu pak pfeskakuje mezi uzly a je mnohem rychlejsi,
nezli je $ifeni akéniho potencidlu depolarizaci membrany.

Spojovaci body, v nichZ neuron pfenasi signal na jiny neuron nebo jinou buriku, se
nazyvaji synapse. Jsou to membrény dvou pfilehlych bun€k oddélené synaptickou
stérbinou. Sitka synaptické $térbiny jiZ nedovoluje pimé elektrické spraZeni.
Prichézejici akeni potencial zplisobi, Ze se z presynaptického neuronu uvolni specificka
latka (nervovy mediator, neurotransmiter), ktery difunduje $té€rbinou a navéze se na
odpovidajici receptory v postsynaptické membranég. Podle Gi¢inku mediétoru rozlisujeme
dva typy synapsi. V excitacnich synapsich navdzani medidtoru v postsynaptické
membrané vyvola jeji depolarizaci a tak vyvola akéni potencial. Naopak v inhibi¢nich
synapsich pozméni medidtor permeabilitu postsynaptické membrany tak, Ze zamezi
vzniku akéniho potencidlu a tim oslabi pfipadné dalsi excitacni signaly.

V savei nervové soustavé plisobi jako nervové mediatory vice nez 30 latek. Nékteré
z téchto latek jsou aminokyseliny (napf. glycin a glutamat), jiné jsou dekarboxylaéni
produkty aminokyselin nebo jejich derivaty, znamé jako biogenni aminy
(katecholaminy - dopamin, noradrenalin, adrenalin, serotonin). Mnohé neurotransmitery
maji charakter peptidd (neuropeptidy). K nejzndméj$im neurotransmiterGm patii patrné
acetylcholin.

Pfenos vzruchu neurotransmiterem lze dobfe ukazat na funkci acetylcholinu (ACh).
ACh se syntetizuje pobliZ presynaptického konce neuronu pfenesenim acetylu-CoA na

cholin, reakci katalyzovanou cholinacetyltransferasou.

H.C—C CoA—SH
S-CoA

VAN

. °
HO—CH;—CH-—N(CH HC—C{ *
2 7 N(CH,) O—CH;—CH;—N(CH,)
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Veétdina ACh se ukladd do tzv. synaptickych vackl. Piichod akéniho potencidlu na
presynaptickou membranu zplsobi otevieni kanalli v membrané endoplazmatického
retikula pro ionty Ca®*. Uvolnéné ionty Ca®* podniti exocytozu synaptickych vacki,
¢imz se ACh dostane do synaptické Sté€rbiny. Uvolnény ACh se difuzi $ifi synaptickou
Stérbinou k néaslednému neuronu a zde se vaZe na acetylcholinovy receptor. Tim dojde
k otevieni kanalkf pro Na" ionty a vzruch se pak $ifi naslednym neuronem. ACh se po
1 aZ 2 ms zreceptoru uvolni a kandlek se uzavie. Molekula ACh , kterd se UCastnila
prenosu daného nervového impulzu, se musi rozloZit béhem nékolika milisekund, nezli

piijde dal$i nervovy impuls. Tuto ddleZitou ulohu plni velmi rychle pracujici enzym

acetylcholinesterasa.
//O
HSC_ C\ + +
O—CH;—CH;—N(CH,) 7-? HO—CH;—CH;—N(CH,)
O
7
H,0 HSC——C<
OH

Produkty $t€peni acetat a cholin se vrati do presynaptického zakonceni, kde se znich
opét syntetizuje ACh.

Rychly rozklad je nezbytny pro viechny neurotransmitery. Zajistuji ho riizné enzymy.
Znamym piikladem takového rychlého enzymu, ktery rozkladda aminové

neurotransmitery, je monoaminoxidasa (MAO).

9.3. Imunochemicka regulace

Pojem imunochemie zavedl $védsky chemik Svante A. Arrhenius, ktery ho pouzil
v roce 1907. Charakterizoval imunochemii jako nauku ,,0 chemickych reakcich latek,
které vznikaji po infekei cizich latek do krve zvifat, ¢ili po jejich imunizaci. Produkty
imunizace reaguji s témito cizimi latkami podobné jako proteiny nebo enzymy, tj. podle
svych chemickych vlastnosti®. Tato definice v podstaté vystihuje i1 soucasné pojeti
imunochemie.

Imunitni systém je specidlni ,difuzni* orgédn, ktery pozorujeme plné€ rozvinuty az u
obratlovcu. Sklada se ze souboru specializovanych bunék, které zajist'uji obranu

organismu zejména pfed napadenim bakteriemi, parazity nebo viry.
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Imunochemické obranna reakce se v podstaté skladd ze dvou krokd. Prvnim je
rozpoznéni cizi buriky nebo latky a druhym spusténi souboru reakei, pfi nichz dojde
k likvidaci rozpoznaného agens. Jako cizi rozpoznava imunitni systém takové buriky,
které maji na svém povrchu urcité prostorové usporédani latek, oznacované antigen. Je
to vlastn€ chemickd slou€enina (protein, polysacharid, glykoprotein, glykolipid), ktery
neni pro uritého jedince vlastni. Mize se tedy jednat i o pozménéné vlastni bunky.
Antigen maze byt rozpoznan i volny, tedy nevdzany na buiiku. K rozpoznani dojde
vazbou specifickych receptort, které se vyskytuji na jednotlivych slozkach imunitniho
systému. Receptory se vaZi spfesné danym mistem molekuly antigenu, tzv.
determinantem.

Po rozpoznani nasleduje tzv. imunitni odpovéd’. Jejim vysledkem je likvidace ciziho
objektu bud’to porusenim membréany cizi buriky a tim vyvolanym rozpadem nebo jeho
pohlcenim (fagocytozou) a naslednym rozloZenim uvnitt specializované burky.
Nespecificka imunita

Nespecifickd (také pfirozend) imunita, je proces, ktery zajistuje odolnost proti
infekénim zdrodktm (viry, bakterie, plisn€ apod.) nebo jinym cizim burikdm. Tento typ
imunity nevyzaduje pfedchozi setkdni organismu s antigenem. Hlavni slozky systému
nespecifické imunity je glykoproteinovy komplex, tzv. komplement a druh bilych
krvinek, tzv. fagocyty. Cinnost komplementu miZe byt aktivovana pfimo antigeny, coz
mohou byt rlizné toxiny nebo povrchové struktury bakteridlnich bunék (alternativni
cesta) nebo dojde k aktivaci ve spolupraci se systémem specifické imunity, tj. po
oznaceni cizich buné€k specifickymi proteiny - imunoglobuliny (klasicka cesta).
Aktivovany komplement se vaZe na determinanty cilové buriky a postupnym sledem
reakci ,,propichne” jeji membranu a tak ji zniéi.

Fagocyty obvykle rozeznaji cizi buiikku podle nepfitomnosti znakh, které jsou
charakteristické pro vlastni buriky organismu (tzv. histokompatibilitni komplex).
Takové buriky jsou pak fagocyty pohlceny a znieny.

Specificka imunita

Specifickd imunita je vyvojové mladsi. Jeji slozky nachazime az u vyvojové vyssich
organismu, v rozvinuté podob€ az u vys$Sich obratlovcl. Slozkami systému specifické
imunity jsou jednak tzv. protilatky (imunoglobuliny) a déle specializované lymfatické

buniky (lymfocyty).
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Imunoglobuliny jsou velmi specializované glykoproteiny, které jsou schopny se vazat
vzdy na jeden ulity antigen. Tim vlastné dojde k oznaceni castice, kterd antigen
obsahuje. Imunoglobuliny produkuji B-lymfocyty. Tyto buriky maji na svém povrchu
receptory, coZ jsou vlastné molekuly imunoglobulinti. Jednotlivé B-lymfocyty obsahuji
receptory vzdy pro jeden antigen. Po navazani antigenu na B-lymfocyt dojde
k rozmnozovani tohoto druhu (klonu) buné€k a ty pak produkuji pro né charakteristickou
protilatku. Tim se zna¢n€ zvysi koncentrace protilatky, charakteristické pro urcity
antigen.

Dalsi slozkou systému specifické imunity jsou T-lymfocyty. I tyto buitky maji obdobné
antigenové receptory jako B-lymfocyty, ale kromé nich jesté zvlastni receptory pro
vlastni znaky (tzv. hitokompatibilitni komplex) bun€k organismu. To jim umoziuje
poznat vlastni buniky, které pak nejsou napadany. Vazba antigenu na T-lymfocyt vede,
podobné jako u B-lymfocytl, k rozmnozeni uréité fady té€chto bunek. Nékteré z nich
(tzv. zabijacké buiky) se vazi s pfislu$nou cizi burtikou a vylouéi do ni exocytosou
hydrolytické enzymy. Ty rozloZi vnitini obsah cizi buriky a tak ji znici.

Fagocytoza

Fagocytoza je vSeobecny biologicky jev. Prakticky vsSechny eukaryotni butiky jsou
schopny pohlcovat cizi buriky, na kterych nerozeznaji vlastni znaky. Specializované
bunky obratlovelt maji kromé& tohoto negativniho systemu je$t€ pozivni systém
rozpoznavani cizich znakl (antigend), jak jiZ bylo uvedeno.

Fagocytosa je velmi slozity proces, ktery se sklada zcelé fady naslednych stupiit.
Zjednodusene ji lze popsat nésledujicim mechanismem.

Cizi bunika je oznaCena navdzénim protilatek (opsonizace). Takto oznaCena burika se
vaze na fagocyt a tim dojde k prudké aktivaci celého souboru metabolickych dé&ji ve
fagocytu. V prvni fazi se méni tvar membrany fagocytu, dojde k pohlceni cizi buriky a
jejimu uzavieni do tzv. fagosomu. Fagosomy se spojuji slysosomy za vzniku
fagolysosomu. V metabolismu fagocytu se aktivuji zejména drahy oxidace glukosy
(hlavné pentosovy cyklus) a vznikajici redukované kofaktory NADPH+H" a NADH+H"
jsou oxidovany ze spotieby kysliku (respira¢ni vzplanuti). Pfi tomto procesu se tvoti
fada velmi agresivnich latek jako peroxidy, hydroxidové a superoxidové radikaly apod.
Ty napadaji struktury pohlcené buitky a ve spolupraci shydrolytickymi enzymy

lysosomu ji usmrti a rozloZi.
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Cely systém imunitni odpovédi je velmi slozity a vyZaduje tésnou spolupraci mnoha

riznych bun€k. Ty mezi sebou komunikuji pomoci chemickych signélu, tzv
imunohormont (interleukiny, interferon a dalsi).
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10. BIOCHEMICKA PODSTATA FYZIOLOGICKYCH FUNKCI

Kazd4 funkce organismu mé svou biochemickou (molekularni) podstatu. Znamena to,
ze kazdy takovy proces (pohyb, zrakové vjemy, traveni, vyluCovani atd.) lze na
molekularni trovni popsat jako pfesné sladény soubor chemickych reakci. Touto
biochemickou podstatou fyziologickych funkci se zabyva tzv. funkéni biochemie nebo
také molekularni fyziologie. V dal§im budou uvedeny dva pfiklady fyziologickych
funkci, které jsou spojeny s pfeménou forem energie. Je to biochemie svalové tkané,
coz je vlastné pfemena energie chemické na mechanickou, a biochemie vidéni, kterd je

pfeménou energie elektromagnetického zéfeni (svétla) na energii elektrochemickou.

10.1. Biochemie svalové kontrakce

Schopnost vykonavat spofddané pohyby je jednou z velmi pozoruhodnych vlastnosti
Zivych organismi. Setkdvdme se sni na vSech strukturnich urovnich, at’ jiz jde o
aktivni transport membranami, posouvani DNA-polymerasy po vldknu DNA, pohyb
bunéénych kompartmentti, pohyb bi¢ikd a fasinek nebo kone¢né stah svalu. Je znama
fada molekularnich mechanisma pohybu. Déle bude uveden molekularni mechanismus

stahu u pfi¢né pruhovanych svald.

10.1.1. Mechanismus svalového stahu

Pi{¢né pruhované svaly sestdvaji z dlouhych snopeckd svalovych vldken. Svalova
vldkna jsou sloZena ze svazkd myofibril, které mohou mit délku svalového vlakna.
Jednotka, kterd se v myofibrile pravidelné opakuje, se nazyva sarkomera. Pfi svalovém

stahu se sarkomera zkracuje.

Jednotlivé svalové vidkno
{burika)
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Hlavni sou¢asti myofibril jsou kontraktilni proteiny, které zajist'uji vlastni pohyb, dale
regulaéni proteiny, které se podili na koordinaci svalového stahu, a dal§i pomocné
proteiny. Hlavni kontraktivni proteiny jsou myosin, aktin a tropomyosin.

Myosin se sklada ze dvou vlédken, zakonéenych na jednom konci ,hlavickou®. Svazky
téchto dvouvldken jsou spojeny do myosinovych filament. Jsou protismérné

orientovany, takze ,,hlavi¢ky* se vyskytuji vZdy na koncich filamentu.

Myosinové hlavy”

Druhou hlavni ¢ast svalového vldkna tvofi komplex aktinu a tropomyosinu. V tomto
komplexu jsou globularni jednotky aktinu obtoceny kolem linearnich fetézci
tropomyosinu. V komplexu jsou dale zapojeny jednotky troponinu, coz je regulacni

protein.

Tropomyosin

Troponin

Myosin tvofi tlusté filamenta, komplex aktinu a tropomyosinu tenka. Zkraceni svalu pfi
pohybu je disledkem zkraceni sarkomer. Tlusta i tenkd filamenta vSak zlstavaji stale
stejné dlouhd. V roce 1954 vysvétlili tato pozorovéani nezavisle na sobé Hugh Huxley a
Jean Hanson, Andrew Huxley a R. Niedergerke. Navrhli tzv. model klouzajicich
filament :

Sila, ktera stahuje sval, vzniké tim, Ze po sobé klouZou sady prstovité se prostupujicich
tlustych a tenkych filament. Vlastni mechanismus svalového stavu je zalozZen na tvorbé
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a zéniku aktomyosinového komplexu, pfi kterém dochazi ke spojeni a rozpojeni
tenkych a silnych filament, a dale na konformacénich zménach myosinu, které jsou
spojeny se ,,sklapénin® a opétnym ,,narovnanim® hlavicek. Hnaci silou téchto zmén je
hydrolyza ATP. Tu vyvolavajf hlavicky myosinu, které maji ATP-asovou ktivitu. Pohyb

svalu vysvétluje tzv.“veslicovy* model stahu:

Tenké viakno (aktinové)

Silné viakno
(myosinové) ADP-Pi-Myosin
A
Siangl (™ Prichyceni
‘gnal (Ca™) i Uvolnéni Pi

|
}
1 Aktin
‘ ~ Myosin
| ADP ~ Y
!
|
t
: Silovy stah
o |
<«
Aktin-Myosin
c
Vazba ATP
Uvolnéni S
ATP-Myosin

KRR -
L% ye e

_ ADP-Pi-Myosin
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1. Vazba ATP na hlavicku tlustého filamenta zpisobi, Ze se hlavicka oddéli od
aktinového monomeru na sousednim tenkém filamentu (D). Hydrolyzou ATP se
myosin dostane do konformaéniho stavu, vnémz je delSi osa hlavicky pfiblizné
kolma k tlustému filamentu (E, A)

2. Kdyz sval dostane podnét ke stahu (viz dale), zachyti se komplex myosinova
hlavi¢ka—ADP-fosfat, na sousedni aktinové jednotce (B)

3. Spojeni aktinu s myosinem spusti pochody, kterymi se postupné uvolni fosfat a
ADP z hlavicky myosinu, kterd pfitom pifejde do konformace, v niZ je sklonéna
nazad k tlustému filamentu (C). Tato konformacni zména je vlastnim silovym
momentem svalového stahu. Pfi ném se popotéhne tenké filamentum vzhledem
k tlustému filamentu. Hlavicka se tim vrati do svého plvodniho stavu a je
pfipravena na dalsi stahovy cyklus.

Na kazdém tlustém filamentu je pfibliZzn€ 500 hlavicek a ty prochézeji, béhem silného

svalového stahu, popsanym cyklem reakci nesynchronné, kazda asi pétkrat za vtefinu.

Hlavicky pfitom ,,vesluji* a tak ,kraceji* po sousednich tenkych filamentech, ¢imz se

sval stahuje.

10.1.2. Rizeni svalové kontrakce

Tvorba aktomyosinového komplexu je v klidové stavu blokovana troponinem. To
zpusobuje, Ze 1 pii dostatku ATP nedojde ke vzniku tohoto komplexu a sval je
uvolnény. Signal pro svalovy stah pfichdzi nervovymi vldkny. Ve svalovych burikach
tim dojde kuvolnéni Ca®* iontu ze sarkoplazmatického retikula, které obaluje
myofibrily. Uvolnény Ca®" se vaZe allostericky na troponin a tim je teprve umoZnéna
tvorba aktomyosinového komplexu a dojde ke svalovému stahu. Pro uvolnéni svalu je
nutné snizit koncentraci Ca*" ionti. To zajistuje Ca’*-pumpa, ktera neustale odSerpava

Ca®" zpét do sarkoplasmatického retikula za spotieby ATP.

10.1.3. Energetika svalové kontrakce
Priméarnim zdrojem energie pro svalovy stah je ATP. Ten je spotfebovavan jednak pfi
vlastnim stahu a dale je potiebny k ,,pohonu‘ Ca®" -pumpy. Spotieba ATP pii praci
svalll je vysoka. NemUze byt kryta pouze ze zdsob ATP, ale je nutné jeho neustalé
dopliiovani. Hlavni zdroj pro syntézu ATP je glukosa, uvolnénd bud'to ze svalového
glykogenu nebo pfivedend krvi. ATP je syntetizovan v fetézci glykolyza — citratovy
cyklus — aerobni fosforylace. Tento fet€zec vyZaduje k uplnému prib&hu dostatek
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kysliku. Pohotovostni zdsoba kysliku je ve svalu vézana na myoglobin. Po vycerpani
zasob kysliku sice pokracuje glykolyza (koncentrace ATP je stale nizkd), ale z
pyruvatu se tvoii laktat. Pfi tomto anaerobnim procesu je tvorba ATP nedostateéna a
jeho koncentrace ve svalu nizkd. Zda se, Ze nizka koncentrace ATP ve svalech
zpusobuje zeslabeni pfenosu nervovych signald do svalu a tim dochazi k tzv. svalové
unavé. Tvorba ATP v fetézci glykolyza — cytratovy cyklus — aerobni fosforylace je
ptili§ pomald a nestacila by kryt okamzitou vysokou spotfebu svalu. Ve svalovych
burikdach proto existuji dal$i pomocné mechanismy, které umoziiuji rychlé dopliiovani
ATP. Prvnim je tvorba a zpétné $t€peni kreatinfosfatu.
ATP ADP
AT O A B oS
H,N—C—N-—CHs~COO0 = - Hf?— —N—CH;-COO
P

kreatin kreatinfosfat

V klidu je za spotfeby ATP syntetizovan kreatinfosfat, zatimco pti zvySené spotiebé
ATP probihé reakce v opaéném sméru.
Druhym mechanismem je pfiméd tvorba ATP z ADP. Reakci katalyzuje enzym

myokinasa.
ADP + ADP — ATP + AMP

10.2. Biochemie vidéni

Biochemicky zaklad fyziologickych mechanismi vidéni spociva pfedevsim v existenci
na svétlo extrémné citlivych receptort v sitnici oka a v chemickych procesech, které
vedou k rozkladu a opétné syntéze pigmentu sitnice - rhodopsinu. Sitnice lidského oka
obsahuje receptorové buriky dvou zékladnich typl: tyéinky a &ipky. Receptorova &ést
ty¢inek obsahuje okolo 500 diskd, obalenych dvojitou membranou.

vnej§i &dst mitochondrie télo bufiky axon

|
|
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Zakladni slozkou téchto membrdn jsou lipoproteiny. Pfitom 80% bilkovin
v membranéch diskd je tvofeno rhodopsinem, sloZenou bilkovinou, jejiz nebilkovinna
Cast absorbuje svétlo. Vlastnim chromoforem je v rhodopsinu 11-cis-retinal, ktery se
véZe na bilkovinnou &ast (opsin). Uinkem svétla se 11-cis-retinal méni pfes fadu
meziprodukt (lumirhodopsin, metarhodopsiny) na all-trans-retinal.

CH, CH,

N e N > CHZ=O

H,C_  CH,

CH,

all-trans-retinal

11-cis-retinal

Zména konfigurace retinalu zptisobi otevieni kanalku pro Ca®* jonty v membrané diski.
Ca”™" ionty, kterych je uvnitf disk@ vysoka koncentrace, tak proudi aZ k membréné
ty&inky. Zde patrné blokuji kandlky pro Na' ionty a tim zpdsobi hyperpolarizaci
membrany. Takto vznikly signal je pfendSen do nervovych bunék.

Svételny vjem ovSem musi byt spojen s rychlou obnovou ptivodniho stavu. Rovnovéhu
Na“ a Ca’" iontu obnovuji ptisluiné membranové ,pumpy“. Zpétna pfeména izomerQ

retinalu se uskute¢iiuje v tzv. Waldové cyklu

rhodopsin
(cis- retma% -opsin) \
/Q all-trans-retinal-opsin
opsin

11-cis-retinal all-trans-retinal
A

/’—“”““’NADH+H TN
NAD ‘—‘"‘_‘“‘—“/}

Y
11-cis-retinol all-trans-retinol

A

|

{
i

transport krvi
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All-trans-retinal, vznikly pro dopadu svételného kvanta, se odstépi od bilkovinné ¢asti
rhodopsinu a dehydrogenasa s NADH+H" ho redukuje na all-trans-retinol (vitamin A).
All-trans-retinol se dehydrogenasou oxiduje na all-trans-retinal, ktery se izomerasou
méni zpét na 1l-cis-retinal. Pak dojde k resyntéze rhodopsinu. Pfipadny ubytek all-
trans-retinolu je dopliiovan z pohyblivé zasoby vitaminu A v jatrech.

Cipky se podobaji ty&inkdm. Rozdil spo¢iva zejména ve sloZeni fotoreceptortl. Ty vzdy
obsahuji retinal, ale li8{ se pfitomnym proteinem. To zpusobuje odlisnou citlivost
jednotlivych ¢ipkl k riznym barvam spektra. Primati maji patrné tfi druhy Cipkd, ptéci
az pét. Kombinace fotoreceptorii citlivych k riznym barvam svétla umoziiuje barevny

vjem.
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