Steroidy



Steroidy

Organické molekuly zahrnujici nejen cholesterol, ale také steroidni hormony
(estradiol, testosteron, kortikosteroidy).
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Steroidy jsou latky odvozené od molekuly steranu (cyklopentano-

perhydrofenantrenu). Jeji molekula je slozena ze 3 cyklohexana (kruhy A, B, C) a
jednoho cyklopentanu (kruh D).

Steroidy se mezi sebou lisi rozdilnymi funkénimi skupinami, které se na

molekulou vazou. Také se mohou lisit oxida¢nim stavem uvniti cykli (dvojné vazby
mezi uhliky).



Hlavnim predstavitelem steroidu je cholesterol.

Molekula cholesterolu je siln¢ nepolarni, s
vyjimkou hydroxylové skupiny, ktera
pfinasi CasteCnou polaritu na molekulu.
Podobn¢ jako fosfolipidy je cholesterol
amfipaticka molekula.

V organismu se ale vyskytuje také ve
form¢ esteru s mastnou kyselinou. Reakci

katalyzuje enzym Acyl-CoA cholesterol //',r*\,._\
acyltransferaza, ktera prenasi zbytek MK 0T ) o
na hydroxylovou skupinu. Estery tak e
ztraceji amfipaticky charakter. 0 x
0]
Estery cholesterolu jsou fL

transportni ~ formou  cholesterolu -
neobsahuji hydrofilni ¢ast a dokazi se
ucin¢ji poskladat do lipoproteini, které
cholesterol transportuji v Krvi.



Cholesterol je klicova soucast
bunéénych membran. Na 2 molekuly
fosfolipidii ptipada 1 molekula cholesterolu.
Do membrany se zanoii svoji nepoldrni
(hydrofobni casti) a ven kouka hydroxylova
skupina (podobn¢ jako fosfaty fosfolipida).

Cholesterol stabilizuje membranu.
Hydrofobni ¢ast molekuly odd¢€luje od sebe
zbytky MK z fosfolipidi a brani jejich
vzajemné interakci. Ty se nemohou k sobé
efektivné nasklddat a znemoziiuje Jim
vytvaret Krystalickou (tuhou) fazi.

Cholesterol tak zajistuje, ze se
membrana chova jako tekuty krystal. Navic
zvysuje | vétsi permeabilitu membran.




Cholesterol je primarné ziskavan syntézou. Piesto prumérny cloveék dokaze
denné nasyntetizovat 1g cholesterolu, z potravy pfijima v praméru okolo 0,3g. Pokud ale
télo ma dostateCny nebo vysoky piijem cholesterolu potravou, syntéza molekuly v bunce
je zablokovana.

Velka cast cholesterolu piijimana potravou je ve formé esteru a je Spatné
absorbovana epitelu traviciho traktu. Proto je ester Stépen pankreatickym enzymem —
Cholesterol esterazou na cholestorol a MK.
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Cholesterol esteraza potfebuje pro svoji aktivitu Zlu¢ové kyseliny. Zlutové
Kyseliny stabilizuji polymerni a aktivni formu enzymu a brani jeho degradaci
proteazami. Enzym neni specificky a stépi 1 triacylglyceroly (TAG) a fosfolipidy. Volny
cholesterol pak je snadno vychytavan enterocyty tenkého streva.



Lipidy nejsou transportovany voln¢ krvi — protoze nejsou rozpustné ve vodném

prostfedi. Vyjimkou jsou MK s men$im uhlikatym fetézcem nez 14C — vstupuji rovnou do
Krve a jsou vychytavany jatry.

MK s delsim fetézcem jsou znovu esterifikovany do TAG a fosfolipidi a vytvari
lipoproteiny chilomikrony, které jsou transportovany miznimi cévami do krevniho reciste.
Lipoproteiny jsou proteiny zajist'ujici transport lipidu v Krvi.
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Chilomikron je castice obsahujici okolo 89% TAG, 8% fosfolipidt, 2% cholesterol
esteru a 1% specialnich proteinti uréenych pro transport lipidi — apolipoproteiny.

Chilomikron je jednim typem lipoproteinu. Transportuje lipidy — primarn¢ TAG z
enterocytii do tukovych, srde¢nich a svalovych bun¢k. Ty produkuji lipazy a odstépuji
jednotlivé komponenty z chilomikronti a vstiebavaji je pro svoji potrebu.

Chilomikron v krvi vymeénuje
lipidicky ndklad s dalSim  typem

lipoproteinu — HDL (high density
lipoprotein). Na oplatku dostava dalsi
apolipoproteiny — které slouzi jako

kofaktory lipoproteinovych lipaz (LPL).

Vyc¢erpany chilomikron s nizkou
hladinou TAG predava apolipoproteiny zpét
HDL a nasledné je z krve vychytavan jatry.

Apolipoproteins
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Cholesterol Phospholipids

Triacylglycerols and
cholesteryl esters



HDL je nejmensi z lipoproteini S nejvyssSim pomérem apolipoproteinti vici
lipidam. Apoliproteiny jsou syntetizovany V jatrech a spolecné s fosfolipidy vytvari
nascentni HDL. Ten v membran¢ obsahuje minimalni mnozstvi cholesterolu a diky tomu

ma plochy tvar.

Lipoproteiny transportuji lipidy do bunék, HDL naopak lipidy z bunék do jater
nebo do bunék metabolizujici hormonalni steroidy (vaje¢niky, varlata, nadledvinky).

Unesterified
cholesterol

Phospholipid

Apoprotein B-100

Cholesteryl
ester

HDL je zachycen bunécnymi
receptory a sbira z bunck TAG,
fosfolipidy a cholesterol. HDL obsahuje
enzym Lecitin-cholesterol acytransferazu
a konvertuje jej na estery cholesterolu.
Ty se nasledné ukladaji uvnitt HDL.

Zbyly cholesterol se uklada do
fosfolipidické membrany, dochazi K
zvétSeni  jejiho povrchu a ziskava
kulovity tvar.



VLDL (very low density lipoprotein). VLDL je pravym opakem HDL a jak
jeho nazev napovida obsahuje vysoké procento nizkohustotnich lipidi. Je produkovan v
jatrech z TAG, cholesterolu, fosfolipidt a apolipoproteinii (nékteré z nich jako Apo C-lI
nebo ApoB ziskava az v krvi z HDL).

Oproti chilomikronim netransportuje lipidy z enterocytt, ale z jater. VLDL je
zachycen receptory buné¢k adipociti nebo kosterni a srdecni svaloviny. Lipoproteinové
lipazy pak z nich rozkladaji TAG na MAG a volné MK.

remnant
particle

LDL particles



Po ¢aste¢ném vycerpani TAG zasob se v Krvi
setkava znovu s HDL a predava mu Apo C-II. HDL
naopak predava VLDL estery cholesterolu vyménou
za fosfolipidy a zbylé TAG.

Vznika nova lipoproteinova castice — IDL ApoprotenBo_ DL
(intermediate density lipoprotein). Cholostoryl

ester T
/)

Pokud je v lipoproteinu zasoba cholesterolu
vyssi nez TAG vznika LDL (low density lipoprotein).

IDL a LDL je zpétn¢ vstiebavan jatry. LDL
navic transportuje cholesterol k bunkam, kde slouzi
pro syntézu bunéénych membran. Pokud je ale hladina
cholesterolu v krvi vysoka, dochazi k blokaci tvorby
receptort, kterymi jatra LDL vychytavaji.



Dietary fat, cholesterol

Liver

Bile salts, cholesterol

ABCGS
ABCGS8
NPC1L1

Intestine

Phospholipid Protein Cholesteryl

A 1V g Neseent fLcAT  HDL CETP
Chylomicron PLTP A
I
Fatty Cholesterol, Fatty
et acids PL Lipolysis acids
YA I,\ LPLYy
¥ U u U
LPL CD36 ABCA1 LIPG CD36 LDLR
A PCSK9
Tlnhibition Ttra?ngggtzrs Glycosylation
ANGPTL3 GALNT2 CELSR2-PCRC1-SORT1 Degradation
TRIB1

Peripheral tissues NCAN-CLIP2-PBX4



Pokud je v krvi vysoka hladina cholesterolu, blokuje produkci receptoru pro LDL.
Ten se nezachyti na bunku a nedokaze transportovat cholesterol z bun¢k a LDL se hromadi
Vv krvi.

LDL maji jednu velmi negativni vlastnost. Jsou natolik mal¢, ze dokazi prochazet
vrstvou endotelialnich bunék (bunék tvorici vnitini vrstvu cév). Pod endotelialnimi
bunkami se akumuluji.

The Structure of an Artery Wall
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Steroly jsou molekuly nachylné k oxidaci, procesu béhem kterého mohou byt do
okoli LDL vypoustény volné radikaly. Steroly oxiduji I v bunécnych membranach, ale v

w7/

LDL jsou pro jejich oxidaci piiznivéjsi podminky.

Kyslikové radikaly
aktivuji endotelialni bunky, které
prilakaji do mista akumulace
monocyty.

Monocyty pronikaji K
LDL a transformuji sSe na
specializovany makrofag, ktery
zactne LDL pozirat.

Zacinaji se plnit lipidy a
vznikaji tzv. Pénové bunky. Ty
se snazi spolecn¢ s HDL
cholesterol dostat zpét do ob¢hu.
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Presto pokud je mnozstvi LDL pfili§ vysoké,
pénova bunka se stava soucasti plaku. Absorbuji dalsi
LDL castice, které oxiduji a vytvari vétsi mnozstvi
kyslikovych radikali. Jsou naldkany dalSi makrofagy a
pocet pénovych bunck narusta.

Oblast plaku mize byt obaleno fibroznim
krytem, ¢imz se Vv cévé lokaln¢ zvySuje hladina
kolagenu a méni se fyzikalni vlastnosti jeji stény
(kornaténi cév).

Crtical
stenosis

Ateroskleroticky plak muze postupem casu
cévu ucpat nebo jeho narusenim vznikat trombdza —
krevni srazenina, ktera se muze uvolnit a vyvolat
embolii.

Superimposed
thrombus

Aneurism &
rupture

Normal Fatty Fibrofatty Advanced/vulnerable
vessel streak plaque plaque



Synteza cholesterolu

Kromé¢ cholesterolu z potravy
si bunky dokazi molekulu syntetizovat
sami  (nejCastéji ve stievnich a
jaternich bunkach).

Syntéza cholesterolu probiha
casteCné Vv cytosolu a
endoplazmatickém retikulu. Vstupni
molekulou je Acetyl-CoA.

Acetyl-CoA
* Acetoacetyl-CoA thiolase

Acetoacetyl-CoA

Acetyl-CoA
HMG-CoA synthase

3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA
* HMG-CoA reductase

Mevalonic acid
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* 7-Dehydrocholesterol A’-reductase

Cholesterol



Cholesterol je slozitda molekula a proto je jeho syntéza rozlozena do velkého

mnozstvi enzymatickych reakci. V prvni fazi dochéazi k slouceni 3 acetylovych zbytkl a
vzniku 3-hydroxy-3-metyl glutaryl CoA (HMG-CoA).

O O Acytransferaza
f’l“SCoA SCoA ﬁx\ SCoA
CoA
H,O HS-CoA

i i A T AT
+ - 3
/ﬁ“s—CoA fJL\fJ“s—CoA - S—CoA

HMG CoA syntazao



V dalsi fazi je HMG-COA redukovana enzymem HMG-CoA reduktazou.
Béhem redukce dochazi k oxidaci dvou molekul NADPH na NADP*. CoA se uvoliuje z

enzymu a vznika produkt — Mevalonat.
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2 NADPH 2 NADP*
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Reakce je nevratna a slouzi
jako klicovy krok v regulaci syntézy
cholesterolu. Enzym je inhibovan
vysokou koncentraci  cholesterolu.
Protein je ukotven v membrané ER a
obsahuje  doménu  citlivou na
pritomnost cholesterolu. Cholesterol
aktivuje vazbu ubiquitinu (malého
proteinu, ktery znaci proteiny urcené K
degradaci).
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HMG-CoA reduktaza je inhibovana také pti nizké hladiné v Krvi pies
hormony. Inzulin a tyroxin aktivuji pfes vazbu k bunéénému receptoru signalni drahu a
fosforylaci enzymu kinazou. Odstranéni fosfatu a inhibici enzymu zase zprostredkovava
glukagon a glukokortikoidy.

Statiny jsou latky, které inhibuji HMG-Co0A reduktazu a zabranuji bunkam Si
syntetizovat vlastni cholesterol. Ty musi vyuzivat vice cholesterolu z krve.
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Biosyntéza cholesterolu pokracuje fosforylaci mevalonatu dvémi molekulami
ATP na 5-difosfomevalonat. Fosforylaci zajistuji dva rozdilné enzymy — prvni fosfat
piipojuje mevalonat kinaza, druhy fosfomevalonat kinaza.
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Aktivovana molekula 5-difosfomevalonatu je podrobena dekarboxylaci
(odstépeni CO,) difosfomevalonat karboxylazou. Reakce vyzaduje hydrolyzu dalsi
molekuly ATP. Produktem je Isopentenyldifosfat. Ten spolecné¢ s dimetyl-
allyldifosfatem slouzi jako stavebni kamen pro cyklickou molekulu sterolu
(izoprenoidni jednotky).
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Isopentenyldifosfat a dimetyl-allyldifosfat jsou izomery, liSici se polohou
dvojné vazby v molekule. Jejich vzajemna preména je katalyzovana Isopentenyldifosfat
[zomerazou.
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V dalSich krocich vznika
slouCenim Isopentenyldifosfatu a
dimetyl-allyldifosfatu doprovazena
hydrolyzou koncového pyrofosfatu
(PP1) — 10C izoprenoid
Geranyldifosfat.

Pot¢ se navaze
dalsi Isopentenyldifosfat a wvznika
15C farnesylfosfat.

2 molekuly farnesylfosfatu
jsou enzymem Skvalen syntazou
spojeny a vznika dlouha linearni
molekula — skvalen (30C). B&hem
reakce dochazi k redukci NADPH na
NADP+.

J\/\GPF‘ I /}i&/\DPF‘ —

IPP (Cs)

DMAPP (Ce)

GGFP

GGPP (Cag)

Isoprene (Cg)

Maonoterpencids (Cqg)

Sesquiterpenoids (Cig)
Squalene (Cag)

l

Triterpenoids (Cag)

Diterpencids (Csq)
Tetraterpenoids (Cag)



Dalsi faze reakce nejsou
piiliS§  prozkoumangé. Enzym
Skvalen monooxygenaza vaze na
molekulu kyslik — vznika skvalen
epoxid (epoxid je atom kysliku
vazajici Se dvema vazbami K
uhlikim, které jSou také propojeny
vzdajemnou vazbou).

Druhy atom kysliku je
redukovan NADPH a H+ na H,0O.

Skvalen se pak cyklizuje
Skvalen syntazou a vyvari prvni
molekulu  podobnou  sterolu,
lanosterol.

Lanosterol je nasledn¢ v dalSich 19
enzymatickych reakcich preménén
na cholesterol.
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Cholesterol neni v bunikach degradovan. V pripadé jeho nadbytku miaze byt vyuzita
dvéma cestama — bud’to vyuzity pro syntézu steroidnich hormoni (které jsou pak v jatrech
konjugovany s glukuronovou kyselinu a dostavaji se ven z téla moci).

Nebo slouzi v jatrech pro syntézu zluc¢ovych Kyselin.
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Zluové kyseliny (kyselina cholovdi a chenodeoxycholova) jsou
syntetizovany V jatrech z cholesterolu a nasledné skladovany ve Zluc¢niku. Jesté pred
tim ale vytvafi konjugované soli s taurinem nebo glycinem.

Ve stieveé jsou soli zlucovych kyselin pohlcovany bakteriemi, které vyuzivaji svij
metabolicky aparat ke vzniku tzv. Sekundarnich zluCovych kyselin (kyseliné lithocholové a
deoxycholové).




Zlu¢ové kyseliny maji hodnotu pKa 5-6,5. V mist& svého piisobeni, dvanactniku
Je ale pH podstatné nizsi (3 — 5). Proto by se zde nachazeli v protonované formé HA, ktera
ma nizkou rozpustnost ve vodg.

Konjugaci a vznikem soli se pKA snizi na 1-4 a ve dvanactniku se chovaji jako kyseliny.
Deprotonovana formy A~ dava molekule naboj a zvysuje jeji rozpustnost.

OH \ H OH H
C~N-CH,COOH C—N—(CH,),—SO3H
0 0

HO ! CH HO OH

Glycocholic acid Taurocholic acid



Zlulové Kyseliny jsou
amfipatické molekuly. Hydrofobni region
tvofi steroidni cast molekuly, hydrofilni
cast tvori hydroxylové skupiny a
glycin/taurin.

Zlu¢ové kyseliny se podileji na
emulzifikaci tukovych kapicek, zvétSeni
jejich povrchu a usnadnéni Stépeni TAG a
fosfolipidii lipazami. D¢laji to tak, ze se
vnoii do lipidické casti svoji hydrofobni
casti  molekuly. Hydrofilni ¢ast je
orientovana ven.

Vazba dalSich Zlucovych kyselin
vede ke snizeni povrchového napéti v
tukové kapce a jeji defragmentaci do
mensich lupidickych micel. V micelach je
glycerolova ¢ast TAG orientovana smérem
kK vodné fazi a pfistupna K vazebnym
mistim Lipaz.
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Az polovina nové syntetizovaného
cholesterolu je vyuzita k produkci zlucovych
kyselin. Jatra sekretuji 12 — 18 g, ale v téle se
nachazi pouze 6g (tzn. Ze kyseliny jsou
recyklovany).

95% zlucovych kyselin jsou ve stieve
zpétné resorbovany pres enterocyty do krve a
vychytavany jatry. Zbytek spole¢né s malym
mnozstvi cholesterolu je metabolizovana
bakteriemi a vylu¢ovana stolici.

Gallbladder

Hepatic portal vein

95% of bile salts are l
reabsorbed by the W/
small intestine \-| 5% of bile salts are

lost in feces

. . (500-600 mg/day)
Passive absorption

Secondary bile acids



Metabolismus nukleovych kyselin



Nukleove kyseliny

Makromolekula DNA a RNA jsou
nositeli genetické informace.

Sklada se z nukleotidu, jejiz
hydrolyzou dostaneme 3 zakladni slozky -
dusikatou  bazi, pentozu  (riboza,
deoxyriboza) a fosfat.

Nukleotid s chybéjicim fosfatem se
nazyva nukleosid.

DNA (deoxyribonukleova kyselina).

RNA (ribonukleova kyselina).
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Krom¢ genetické informace jsou nukleotidy vyuzivany jako zasoba energie (ATP, GTP,
UTP, CTP), jsou soucasti signalnich drah (CAMP, cGMP) a kofaktord (FAD, FMN,
NADH, NADPH, CoA).
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Adenosine 2' -deoxythymidine cyclic 3’,5"-AMP (cAMP)



Dusikat¢ baze a jejich vzajemné
usporadani je kliCové pro cCteni
genetické informace.

Mezi zakladni baze patfi:

Cytosin (C), Guanin (G),
Adenin (A), Thymidin (T) a Uracyl
(U). Uracyl se od Thymidinu lisi
nepfitomnosti methylové skupiny.

U se vyskytuje v RNA, T v

DNA. Ostatni baze, napf.
Metylovany cytosin vznikaji az po
navazani nukleotidi do

makromolekuly DNA.
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Hydroxymethylcytosine

Cytosine Methylcytosine



A a G patii mezi purinové baze — jejich molekula je odvozena od heterocyklu
purinu. Purin vznika fuzi pyrimidinového a imidazolového cyklu.
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Purine ring Guanine Adenine

(Flug & Cummings TH9597)



C, T a U obsahuji ve své molekule pyrimidin — patii mezi pyrimidinové baze.

Pyrimidine ring

H
Uracil

(Klug & Cummings 1597



Pyrimidinové a purinové bdaze
jsou donory a akceptory vodikovych
mustku. Diky nim je DNA (RNA) stabilni

ve dvou a vicefetézcovych strukturach.

Ve dvouretézcové DNA (DNA
helix) se vodikové mustky vytvari mezi
komlementarnimi pary bazi.

A (purin) je donatorem a
akceptorem vodikovych mustkl a vytvari
dvé vazby s  komplementarnimi
pyrimidinovymi bazemi (T v DNA a
U v RNA).

G (purin) je donatorem jedné a
akceptorem 2 vodikovych  mustkd,
stabilizujici  komplementarni  par S
Cytosinem.




DNA z potravy je Stépena
nukledzami a  fosforylazami  na
jednotlivé nukleotidy. Ty jsou vstiebany

enterocyty a vyuzity pro syntezu
nukleovych kyselin.
Nukleotidy obsahuji  nabity

fosfat, ktery znemoziuje jejich transport
pfes membranu enterocytli — proto musi
byt odstranén. Nukleotid fosforylazy

katalyzuji hydrolyticke odstépeni
fosfatu. Jine enzymy nukleosidazy zase
odstépi dusikatou bazi od

fosforylovaného sacharidu.

Nedavné poznatky ukazuji, ze
dokonce znama Zalude¢ni proteaza
(pepsin) dokaze stépit DNA.

Z potravy Je ziskano jen
velmi malé mnozstvi nukleotidii.
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Bunky ale dokazi nukleotidy syntetizovat de novo. Cesta syntézy purinového a
pyrimidinového cyklu je odlisna.

Purinovy kruh je syntetizovan z n¢kolika aminokyselin (glycinu, asparagové
kyseliny a glutaminu).

Také jsou do molekuly vkladany dveé formylové skupiny (-CH=QO). Formylova
skupina vznikd enzymaticky z HCO,, kde je pfenesena na kofaktor tetrahydrofolat
(THF).

Blokace syntézy THF z vitaminu O
kyseliny listové je terapeuticky A
vyuzivana Kk 1é¢bé nadorovych N H
onemocnéni. Nadorové bunky maji |

aktivni bunéény cyklus a potiebuji H{ N
replikovat DNA. /L\ |

N
Nedostatek THF vede K |
zastaveni syntézy nukleovych bazi. H

10-formyltetrahydroformate
(f-THF)



Vychozi latkou pro vznik purinovych bazi je ribéza-5-fosfat (R5P). Purinovy kruh se
stavi piimo na sacharidu.

R5P je dale aktivovan fosforylaci (vazbou pyrofosfatu - PPi) na C1 uhliky
enzymem Ribosafosfat pyrofosfat kindza (nebo PRPP syntaza).

Aktivovana molekula fruktozy, 5 -fosforibosyl-1"-difosfat (PRPP) je pfipravena
pro syntézu nukleotidu, ale i1 kofaktora a aminokyselin histidinu a tryptofanu.

2'O3POH2c 0 ATP AMP 2'03P0H2C o 0\ [o] o\ o]
" Vo Ve
OH PRPP o~ Mo~ o
synthetase
HO OH HO OH

Ribose 5-phosphate PRPP



Ribosafosfat pyrofosfat kinaza je kliCovy
enzym pro regulaci syntézy nukleotidd. Enzym je
regulovan fosforylaci I allostericky. Pro aktivitu je
klicova hladina volného fosfatu v bunce — pii
normalni hladiné se vaze do allosterického mista a
enzym aktivuje. Ale pii vysoké koncentraci se vaze
navic do katalytického mista a brani vazbé R5P.

Dalsim  alosterickym inhibitorem je
vysledny produkt syntézy, ADP.



Dalsim krokem syntézy je pienos
prvniho atomu dusiku na molekulu
PRPP. Dusik aminoskupiny pochazi z
AMK glutaminu a je zakladem pro

imidazolovy cyklus. Reakce je
katalyzovana Amidofosforibosyl
Transferazou.

Produktem je 5-fosforibosylamin.

Reakce probiha ve 2 krocich. V
prvnim  kroku dochazi Kk uvolnéni
molekuly amoniaku (NH,) hydrolyzou
glutaminu (z glutaminu vznika glutamat).
Volny NH3 se vaze k PRPP za soucasného
uvolnéni pyrofosfatu, PPi.

Enzym je inhibovan produkty
syntézy — AMP, GMP, GDP a ADP.

PRPP
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\
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phosphoribosylamine



Nasledné kroky katalyzuji postupné budovani imidazolového kruhu. Syntéza
je doprovazena spottebou ATP molekul.

AMK glycin se vaze na 5-fosforibosylamin enzymem fosforibosylamin
glycin ligazou (spotieba ATP).

Na druhy dusik se navaze prvni formylova skupina z THF (formyl

transferaza). Vznika fosforibosyl-formylglycinamid. CHa— N,
/
2- o0—c¢C
O3P0_CH2 (o) NHZ 2-
H H [3 O3P0_CH2 (o) NH
H H H H B
OH OH H H
B-5-Fosforibosylamin .OH. _OH )
(PRA) Glycinamidribotid
(6AR)
Glycin + ATP 10 I
GAR synthetasa N-Formyl-THF
ADP + P GAR transformylasa
/ CHZ_NHZ THF
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H H_B H2|C ﬁH
H H Cc (o)
Z2N
OH OH o TH
Glycinamidribotid ribosa-5-fosfét

(GAR) Formylglycinamidribotid

(FGAR)



Jest¢ pred tim, nez Je uzavien imidazolovy kruh, fosforibosyl-
formylglycinamid syntaza pfenasSi dalsi dusik, ktery bude zakladem
pyrimidinového kruhu (opét z glutaminu).

5-fosforibosyl-N-formylglycinimid je pak substratem pro AIR syntetazy
(AIR — AminolmidazolRibotid).

Ta katalyzuje prenos koncového kysliku do molekuly ATP — ta se stépi na
ADP a fosfat. Nasledné dochazi k uzavreni imidazolového cyklu.
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V dalsi fazi AIR karboxylaza vnasi HCO, na C4 uhlik imidazolu (spotfeba dalsi
ATP). Posledni dusik purinovy cyklus ziskava z kyseliny asparagové. Atom kysliku
posluzi pro stépeni dalsi molekuly ATP.
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Nasledné dochazi k odstépeni fumaratu a uvolnéni aminoskupiny. Druhou
formylaci dochazi ke kompletaci purinového cyklu.

Cyklus je spojen Inositol-5-fosfat hydratazou — dochazi k uvolnéni molekuly
vody a uzavieni purinu.

N'0-formyl-THF
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Vznikly Inosin-5-fosfat (IMP) je velmi rychle modifikovan na AMP nebo GMP.

(more detailed) Goo~
GDP + Pi vl g fumarat
imaraite
IMP ; l NH,
()TP |
“S\ L
HN I \N/\N
I\N Asp R'b°59_® F'Qibose—®
Rlbose—® adenylosukcinat
AMP

H,0 ~ van

NADH + H ATP AMP + PPi

0
HNjIN> Hj; | N>
N HN’ N

B N A
H s R Rib Y
Ribose @ Gln Gic ose @
XMP GMP b

Syntéza obou nuk¥ias! jepikstegulovana — pokud prevazuje GMP, pireména GMP z
Inosin-5-fosfatu je blokovana a naopak aktivovana syntéza AMP.



Proto aby se mohli nukleotidy inkorporovat do DNA potiebuji byt ve formé
trifosfaz. Proto poslednim kroku Nukleosidmonofosfokinazy katalyzuji vazbu
druhého fosfatu a vznik ADP nebo GDP.

AMP + ATP [ 2ADP
GMP + ATP 1 GDP + ADP

GDP pak mutze byt v pritomnosti GDP kinazy fosforylovan pomoci ATP.

GDP + ATP [1 GTP + ADP

ATP je generovano z ADP pomoci ATP syntazy (respiracni fetézec).



Ribose-5-phosphate
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Pyrimidinové nukleosidy jsou syntetizovany jinym mechanismem. Prvné je
syntetizovan heterocyklus, ktery se nasledné piipoji k aktivované molekule

5°-fosforibosyl-1"-difosfatu (PRPP).

Vstupni substraty jsou — karbamoylfosfat a aspartat.

Karbamoylfosfat vznika fuzi HCO,", NH, (vznikly deaminaci glutaminu) a fosfatu
(z ATP). Reakce je katalyzovana Karbamoylfosfat syntetazou.

Reakce je zajimava tim, ze vyzaduje hydrolyzu dvou molekul ATP. V prvnim kroku
Je HCO, fosforylovan ATP. Fosfat ale neni soucasti produktu, pouze aktivuje molekulu k
dalsimu katalytickému kroku.

V ném piistupuje NH, a dochazi k vzniku karbamové Kyseliny a volného fosfatu. Teprve
poté dalsi ATP predava fosfat finalni molekule.

ATP ADP P, ATP ADP
O N A O A O N A ) O
|| |- || o]
Ho” Do- Hoj\“o—llﬂ—o -0 NH, O—E—O/\NHZ
O- 0



Aspartat transkarbamoylaza katalyzuje
karbamoylfosfatu. Vznika karbamoylaspartat.

0 o
)j\ | ATCase
0
carbamoy!| phosphate 0
0
\T/\'/k P;
(o)
o NH>
aspartate

vazbu aspartatu

O

H 0

carbamoy| aspartate

Enzym je aktivovan ATP (bunka se snazi mit hladinu purinovych a pyrimidinovych
nukleotidli v rovnovaze) a PRPP. Naopak je inhibovan finadlnim produktem syntézy —
UMP.



Naslednou cyklizaci a wuvolnéni molekuly vody dochazi ke vzniku
dihydroorotatu (Dihydroorotaza).
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Dihydroorotat dehydrogenaza katalyzuje oxidaci dihydroorotatu na orotat.

Enzym je ukotven na vnéjsi strané€ vnitini mitochondrialni membrany. B€hem
oxidace dochazi k pfenosu protonil a elektroni na FMN. FMNH, je regenerovan
reakci s ubichinonem uvnitt mitochondridlni membrany.
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Orotatfosforibosyltransferasa prendsi orotat na aktivovanou molekulu PRPP.
Dochazi k uvolnéni pyrofosfatu a vzniku orotidin-5"-monofosfatu (OMP).
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Dekarboxylaci OMP vznika UMP (OMP dekarboxylaza). Enzym je vysoce
efektivni — reakci ktera by trvala 78 milionu let zprostfedkuje za 18 ms.

O

. N | ODCase
O)\I}I co? ; )\
R R

Nasleduji dva enzymatické kroky, ve kterych UMP kinaza a UDP kinaza
vytvari aktivovanou molekulu nukleotidu UTP.

UTP je potfebny pro naslednou syntézu CTP a TTP.

UMP + ATP [1 UDP + ADP
UDP + ATP [1 UTP + ADP



CTP vznika aminaci UTP enzymem CTP syntazou. Zdrojem aminoskupiny je opét
glutamin.

CTP syntaza je inhibovana zvysSenou intracelularni koncentraci CTP. Aktivatory reakce
Jsou purinové baze (ATP, GTP) a glutamin.

Gln + H,0
o) b‘ NH,
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HN N—
o:< NH, of<
03PO;PO;POHC / >\ > 0;P03POPOHC /
ATP ADP
+
P;
HO OH HO OH

UTP CTP



Thymidin je baze, kterda ve form¢ nukleotidu je soucast pouze DNA.
Nevznikda pfimo z UTP. V prvni fazi syntézy dochazi k redukci ribézy na
deoxyribozu. Enzym ribonukleotid reduktaza je schopna redukovat cukr z ATP,
GTP,CTPa UTP.

OPP
O _Base
HO  ©OH HO
ribonucleotide deoxyribonucleotide
diphosphate (RNA) diphosphate (DNA)

Disulfidicky mistek je regenerovan thioredoxinem. Thioredoxin redukuje
disulfidicky mastek v Thioredoxin reduktaze. Potiebné protony a elektrony ziskava
z redukce NADPH/H".

NADPH SH HS SH HS
FADH, SH HS dNDP

NADP*

Thioredoxin reductase Thioredoxin Ribonucleotide
reductase




Dalsim krokem je hydrolyza dUTP na dUMP. Tento krok je nutny, aby se v
bunce nevyskytovala energeticky aktivni forma dUTP, ktera by mohla vstupovat do
syntézy DNA.

dUTP + H,0 [ UMP + PPi

dUMP je enzymem Thymidilatsyntazou methylovan za vzniku dTMP.
Kofaktorem prenasejicim metylovou skupinu je THF. Metylova skupina pochazi z AMK
methioninu. Okamzité¢ po vzniku dTMP je opét dvojici kindz a spotfebovanim 2 molekul
ATP pieveden na TTP.

Methylene tetratyrdrofolate Dilrvdrofolate --—— Folic
Folinic acid - acid

-
Glveine NADPH+HY
Serine” NADF¥

Tetratrydrofolate



Recyklace nukleotidii

De novo syntéza nukleotidii je energeticky velmi naro¢na. Proto se bumnka snazi volné
dusikaté baze recyklovat. Dusikaté baze se do cytosolu uvoliuji v pribéhu degradace DNA

a RNA.

Purinové bdze |sou pfendSeny znovu na aktivovanou PRPP  (enzym
guanin/adenin/nhypoxantin fosforybosiltransferaza).

| "o "
Z~_ __N o] PPy | . || f)
N -\'\'\. || f D = - ’ N
! + - r
| | ) 0—P—0 - - I
S | | Adenine -
N \ o phosphoribosyl
H transferase
Adening Phosphoribosyl-
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Pyrimidinové baze

Uridin (cytosin) mize se piimo vazat na PRPP nebo jenom na riboza-1-fosfat (a k
fosforylaci C5 uhliku katalyzuje kinaza v druhém kroku). Cytosin navic mize byt
deaminovan na uridin.

Thymidin se vaze na deoxyribozu-1-fosfat. Thimidin kinaza pak katalyzuje pienos
fosfatu z ATP na C5 uhlik a vznik TMP.

ATP  ADP

Thymine <:> Thymidine |:> TMP |::> DNA biosynthesis

TP TK



Odbouravani nukleotidu

DNA je postupné Stépena az na zakladni komponenty — riboza — 1 fosfat a
dusikatou bazi. Odbouravani purinovych bazi probiha Vv jatrech.

Adenin je deaminovan na hypoxantin, guanidin na xantin. Hypoxantin je oxidovan
na xantin a vyslednou kyselinu mocovou — ta je u zdravého ¢lovéka vyluCovana moci.

Dna - Snizené vyluCovani kyseliny mocové nebo jeji velka produkce. Kyselina
mocova vytvari soli a krystalky, které se ukladaji v kloubech a vyvolavaji zanétlivé reakce.
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Odbouravani pyrimidinovych bazi

Oproti  purinovym bazim pyrimidinové baze Jsou vyuzity V
metabolismu. Pyrimidiny se Stépi na beta-alanin a beta-aminoisobutyrat.
Jejich deaminaci a pfenosem

na molekulu CoA vznika malonyl-CoA (syntéza MK)
a metylmalonyl-CoA.

Metylova skupina z Metylmalonyl-CoA je Metylmalonyl-CoA
mutazou V molekule pfenesena do alifatického fetézce a vznika sukcynyl-CoA,
ktery je spotfebovavan citratovym cyklem.



CMP \ > cytidine
dihydrouracil
\o . O
NH, NADPH+H

uridaine > uracil
H

Y

A 4

UMP
\

P P ribose-1(P) NADP*
HZO-H\
O, CoA-SH (xKG 0 H,0
acetyl-CoA %—% )ﬁ / HO </j
NADH+H* NAD" glutamate HaN NH; + CO,
malonate p-alanine ureido-

semialdehyde propionate



