16. Metabolismus proteinti a am

Proteiny jsou hlavnimi slozkami vSech organismd. Proto je metabolismus proteint a jejich zakladnich
jednotek aminokyselin fazen ke klicovym biochemickym dé&jam. Proteiny se v organismech neskladuji jako
napt. sacharidy nebo tuky, ale neustale se degraduji a syntetizuji. Organismus si udrzuje jen jistou hotovost
(tzv. pool) aminokyselin.

Anabolismus proteinti

Podrobné se touto problematikou budeme zabyvat v kapitole Nukleové kyseliny, a to proto, Ze tvorba pro-
teinQ (proteosyntéza) je vyjadienim (expresi) genetické informace ulozené v DNA. Protoze navod pro tvorbu
proteinu je nejdrive z prislusného genu v DNA pirepsdn do mRNA (¢ranskripce), ktera prejde do cytosolu, je
mistem proteosyntézy u eukaryot prave cytosol. Proteosyntézy se ti¢astni i dal$i typy RNA a cely komplexni
proces je oznacovan jako translace.

Katabolismus proteinti

Organismus si musi poradit s nepotifebnymi proteiny, které prestaly plnit svou funkci, s proteiny, které
se dostaly v podobé¢ ,,vetielcli® (viry, bakterie) do t€la, a samoziejme i s proteiny, které jsou béZnou soucasti
potravy.

Podstatou degradace je hydrolyza. Hydrolyza proteint je proteolyza a proteolytické enzymy se mohou
nazyvat proteasy. Synonymni pojmenovani pro enzymy hydrolyzujici peptidové vazby je peptidasy. Proteasy
z pohledu $tépeni vazby patii mezi C—N hydrolasy.

Podle mista, na kterém v polypeptidovém fetézci hydrolyticky plisobi, se proteasy se d¢li na exopeptidasy
a endopeptidasy.

Exopeptidasy odstépuji z peptidi koncové aminokyseliny. RozliSujeme:

 aminopeptidasy — odstépovani probiha z N-konce (ve stfevni sliznici),
e karboxypeptidasy — odstépovani probiha z C-konce (v tenkém stievu).

Endopeptidasy (proteinasy) $tépi proteiny uprostred retézce.

Dalsi déleni proteas se provadi podle funkéni skupiny tc¢inné v aktivnim misté enzymu. Oznacuji se zpra-
vidla podle aminokyseliny, ktera je nositelem této skupiny (napf. serinové, threoninové nebo cysteinové pro-
teasy — viz také kapitola Enzymy).

Treti zplisob rozdéleni proteas je podle kyselosti prostredi, které je optimalni pro jejich aktivitu (kyselé,
neutralni a alkalické proteasy).

Pro tyto enzymy je charakteristické, zZe se tvoti v neaktivnich formdch (tzv. zymogenech), aby nezpisobo-
valy proteolyzu v misté svého vzniku. Aktivuji se az na misté urceni.

Degradace proteinti z potravy

V travicim traktu se peptidové vazby postupné hydrolyzuji. Hydrolyzu proteinti usnadiiuje jejich dena-
turace tepelnou Upravou potravy a silné kyselym prostiedim Zaludku. Uvedme si z celé fady tyto priklady
enzymu:

 Pepsin je kysela endopeptidasa tvorend bunikami zaludku a je hlavni soucésti zalude¢ni Stavy.
 Trypsin, chymotrypsin a elastasa jsou mirn¢ alkalické endopeptidasy. Tvori se v pankreatu (slinivce bris-
ni) a aktivuji ve dvanactniku.

Travici proteasy ziskavaji u¢innost az pti vylouc¢eni do traviciho traktu. Tvoii se jako neucinné zymoge-
ny, které se az na misté poteby modifikuji do G¢inné podoby. Tim je zabranéno pred¢asné degradaci jich
samych a jinych proteint na nespravném mist¢. Jako priklad si uvedme pepsinogen, ktery je vylu¢ovan do
zalude¢niho obsahu. Plisobenim zalude¢ni HCI se z néj odstépuje pét peptidt a vznika pepsin-inhibitorovy
komplex. Z néj se pak uvolnuje inhibitorovy peptid a teprve nyni vznika G¢inna proteasa — pepsin.

Aminokyseliny se vstiebavaji a rozvadi krvi. Zna¢nou ¢ast aminokyselin zachyti a zpracuji jatra.
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Degradace tkanovych proteint

Uvnitf bunék je nutno udrzovat poradek. Jakmile prestane né&jaky protein plnit svou funkei, jeho osud je
zpecetén. Ve spolupraci s enzymy je k nému pripojen maly globuldrni protein ubikvitin o 76 aminokyselino-
vych zbytcich (jeden i nékolik — mohou byt i zetézeny). Proces se jmenuje ubikvitinace. To je jednoznaéné
oznaceni pro nasmérovani do proteazomu, slozitého enzymového komplexu, pripominajici valec. Ubikviti-
novany protein je vtazen dovnitf valce a zde je hydrolyzovan. Zbytkové oligopeptidy hydrolyzuji cytosolové
exopeptidasy. Proteazomy jsou pritomny v cytosolu eukaryotnich a cytoplazmé prokaryotnich bunék.

V lyzozomech jsou hydrolyzovany hlavné mimobunécéné (extracelularni) proteiny a receptory. Lyzozomy
obsahuji asi 50 rdznych hydrolytickych enzymf. Nejvice je zde proteas zvanych katepsiny. Aktivitu enzymu
podmiriuje kyselé prostredi lyzozomu. K lyzozomu jsou proteiny dopravovany uvniti vakuol, které vznikaji
obalenim proteinu vychlipenim plazmatické membrany burky. Takto byvaji likvidovany i bakterie ¢i viry.

Na zaveér je tieba zminit se i o dalSich proteolytickych enzymech — cysteinovych proteasach kaspasdch,
které hraji zdsadni roli pfi apoptdze — programové bunééné smrti, pfi niz je fizené likvidovana nepotrebna
nebo nefunkéni burika zplisobem, ktery chrani jeji okoli. Je tfeba odliSit apoptdzu od nekrdzy zplisobené po-
ranénim bunky, jejiz uvolnéna cytoplazma pusobi na své okoli a vyvolava zanétlivou reakci. Obdrzi-li burika
signal (vnéjsi, ale i vnitini) ke své programové smrti, nastava retézec déji, kterych se ucastni kaspasy. Ho-
vofime o kaspasové kaskddé, v niZ jedny kaspasy iniciuji jiné a rozbih4 se nevratny retézec déji. Behem apo-
ptozy je narusen cytoskelet buriky, rozpousti se jeji organely. Zvlastni roli ma naruseni funkei mitochondrii
zvySenim propustnosti jeji vnitini membrany, kdy uvolnéné latky jsou také aktivatory kaspas. Napf. uvolné-
ny cytochrom ¢ s nimi vytvaii proteinovy komplex apoptozom, aktivujici dalsi kaspasy. Zavérem se burika
rozpada na biomembranou obalena apoptoticka téliska, se signalnimi molekulami na svém povrchu, které
nabizi téliska jinym bunkam k pohlceni fagocytdzou.

Odedavna se v mlékarenském primyslu vyuziva chymosinového syridla ziskavaného ze sliznice telecich Zzaludku.
Chymosin ucinkuje v pritomnosti vapenatych iontt. Tato endopeptidasa vykonava funkci zalude¢ni proteinasy u mladat
krmenych matei'skym mlékem, kdy u nich jesté nenivyvinuta funkce pepsinu. Chymosin §tépi prednostné vazbu Phe—Met
v mlééném proteinu x-kaseinu za vzniku nerozpustného para-x-kaseinu a C-koncového glykopeptidu. Tim je narusena
stabilita kaseinovych micel, a ty se G¢inkem Ca?** srazeji. Dnes se ve velkovyrobé vyuziva syridel ziskanych z geneticky
upravenych plisni Aspergillus niger, kvasinek Kluyveromyces lactis a riznych druhi bakterii.

Degradace aminokyselin

a-Aminokyseliny nejsou jen stavebnimi kameny proteint. Jsou i dilezitymi metabolity pro energetiku
buriky a prekurzory jinych dusikatych sloucenin (hem, aminy, glutathion, nukleotidy, nukleotidové koen-
zymy). Aminokyseliny se déli na esencialni a neesencialni. Neesencialni aminokyseliny umi syntetizovat
organismus, esencialni se mu musi dodavat v potravé. Nadbyte¢né aminokyseliny se degraduji na bézné
metabolické produkty — pyruvat, oxalacetat a 2-oxoglutarat, a tim se zapojuji do metabolického procesu také
jako palivo. Pri dostatku zdroji slouZi k vystavbé glukosy, mastnych kyselin a ketolatek.

Tabulka 14 Esencialni a neesencialni aminokyseliny pro lidsky organismus

Esencialni aminokyseliny Neesencialni aminokyseliny
arginin lysin alanin glutamova kyselina
fenylalanin methionin asparagin glycin
histidin threonin asparagova kyselina prolin
isoleucin tryptofan cystein serin
leucin valin glutamin tyrosin

Katabolismus proteinogennich aminokyselin nemtize probihat podle jednotného schématu, nebot jed-
notlivé aminokyseliny se zna¢né 1i§i svou uhlikovou kostrou a ptipadné dal$imi funkénimi skupinami.

V degradacni draze aminokyselin je obvyklym prvnim krokem odstranéni a-aminoskupiny transami-
nacni reakci (podrobngji u popisu degradace jednotlivych aminokyselin). Déje se tak pisobenim enzymui
aminotransferas (dfive zvanych transaminasy). Tyto enzymy obsahuji jako koenzym pyridoxalfosfat (PLP).
Je derivatem vitaminu B, (pyridoxinu) a v enzymu je vazan jako pyridoxamin-5-fosfat na lysin enzymu.
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V naSem téle hraji hlavni roli alaninaminotransferasa a aspartataminotransferasa (zkratkami ALT
a AST), které vyménuji aminoskupiny alaninu a aspartatu s oxoskupinou 2-oxoglutaratu. Tyto reakce mo-
hou probihat stejn¢ snadno v obou smerech, proto maji vyznam v degradaci i biosyntéze aminokyselin.
V prvnim piipadé tak probihd vymeéna skupin mezi dvojicemi alanin — pyruvat a 2-oxoglutarat — glutamat,
ve druhém mezi dvojicemi aspartat — oxalacetat a 2-oxoglutarat — glutamat.

CH3;—CH—COO + O 0C-CH,-CH,-C-COO0 <=——* C(CH;-C-COO + O OC-CH,—CH,—~CH—COO
|y Il alaninamino- [l |4
NH3 o transferasa o NH;
alanin 2-oxoglutarat pyruvat glutamat

0'0C-CH,-CH—COO  + 2-oxoglutarst ==————= O OC-CH,~C-COO + glutamat
+ aspartatamino- g
aspartat NH; transferasa oxalacetat

Vyznam téchto premén tkvi v tom, Ze pyruvat je dileZitym meziproduktem v metabolismu sacharidt
a hojny alanin je vyuZivan k prenosu nadbyte¢ného dusiku krvi z tkani do jater, 2-oxoglutarat je také hojnym
meziproduktem metabolismu sacharidli a glutamat je nejvhodnéjsi aminokyselinou pro vstup do déle uve-
dené oxida¢ni deaminace.

Enzymy ALT i AST se nachézeji v rGiznych tk&nich, ale nejvice jich je v jatrech. ALT plisobi pouze v cyto-
solu, AST v cytosolu i mitochondriich bunék. Tyto enzymy se ve zvySené mite uvolnuji do krve pfi jaternich
problémech (napt. hepatitid¢). Jejich stanoveni v krvi je v klinické biochemii soucasti tzv. jaternich testi.

Rovnéz rozvétvené aminokyseliny valin, leucin a isoleucin podléhaji transaminaci s 2-oxoglutaratem
(enzymem je aminotranferasa rozvétvenych aminokyselin).

Glutamat se oxida¢ni deaminaci glutamatdehydrogenasou méni na 2-oxoglutarat a amoniak. U savcll
podléha této reakci dostatecnou rychlosti jediné glutamat.

; . H,0+NAD(P)" NAD(P)H + H"
o oc—CHz—on—cle—ooo

o'oc—CHz-CHz—ﬁ—coo' + NHy
NH3

glutamat glutamatdehydrogenasa 2-oxoglutarat

Amoniak se odstranuje z organismu savcd v ureosyntetickém (mocovinovém) cyklu.

Ureosynteticky cyklus

Nadbyte¢ny dusik vyluéuji savci v podo- o]
bé mocoviny, ptaci a plazi v podobé mocové H,N—C—NH, H
kyseliny. Ryby a mnoho nizsich vodnich zi- NH; g HN | > o
vocichd vylucuje pfimo amoniak. )\ N

Mocovina se z uvolnéného amoniaku  @moniak mocovina o NH H
tvori v ureosyntetickém cyklu podle thrnné mo&ova kyselina
rovnice:

3ATP 2ADP +2P +AMP + PP,
NHy + HCO, + O OC—CH,—CH-CO0 N A HoN=C—NH; + 0'0C—CH=CH~-COO’
+
aspartat NH; O mocovina fumarat

Prevedeni dusiku do pomérné netoxické a rozpustné mocoviny stoji hodné energie. Energetické naklady
na cyklus spocivaji ve spotiebé 4 makroergnich vazeb z hydrolyzy 3 ATP. Organismy, které mohou vyloucit
jinak velmi toxicky amoniak pres kiizi pfimo do vody, tuto energii uSetfi. Syntéza mocoviny nastava v jdt-
rech, krevnim ob&hem se prevadi do ledvin a odtud se vylu¢uje moci.
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Obrazek 93: Ureosynteticky cyklus

Na reakcich ureosyntetického cyklu se podili 5 enzymti — dva mitochondrialni a tfi cytosolové:

e Karbamoylfosfatsynthetasa (CPS; 1) v mitochondriich aktivuje amoniak a hydrogenuhlic¢itan za vzniku
karbamoylfosfatu, ktery mtiZe vstoupit do ureosyntetického cyklu. Znéme i cytosolovou CPS, ktera pou-
ziva jako donor dusiku glutamin a podili se na biosyntéze pyrimidint.

¢ Ornithinkarbamoyltransferasa (2) ptenasi karbamoylovou skupinu na ornithin a vznika citrullin.

* Argininsukcinatsynthetasa (3) spojuje citrullin s aspartatem za vzniku argininsukcinatu za spolutcasti
ATP.

— + +

’—‘ CNHz AV e
+ 0=C AMP—0—C % H,N—CH-CH,-COO C—NH—CH—CH,—CO00’
0 | ﬁ’ | N 2 T’ : : _CHZ Cco0

AMP ATP '}lH PP ’?“" CoO AMP 'IIH COo0
(CH,)3 . (CHy)5 . aspartat (CHy)s
H?—NH:; HC—NH; HC—NH;
(elelo} CoO’ coo”
citrullin citrullyl-AMP argininsukcinat

 Argininsukcinatlyasa (4) odstépi z argininsukcinatu fumarat. Fumaratem je ureosynteticky cyklus spo-
jen s citratovym cyklem. Z meziproduktt citratového cyklu je vyuzivan i oxalacetat, na néjz je transami-
nasou prenasena aminoskupina z glutamatu za vzniku aspartatu a obnovy 2-oxoglutaratu.

* Arginasa (5) odstépuje mocovinu a obnovuje ornithin, ktery vstupuje do mitochondrii.
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