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Nastava
e

O Semestar: |l
O Broj ECTS kredita: 7
O Fond ¢asova: 2P+3V

Predispitne aktivnosti

Prisustvo nastavi: 2.5 boda
Prisustvo i aktivnost na viezbama: 2.5 bodova
Prakti¢ni dio ispita: 5 bodova

Kolokvjum: 15 bodova
Ispit: 25
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Literatura

1.Osnovi biohemije
S.Spasi¢; Z.Jelié-lvanovi¢; V.Spasojevié-Kalimanovska
2. Medicinska biohemija

S.Spasié¢; Z.Jelié-lvanovic; V.Spasojevic-Kalimanovska



Sadrzaj predmeta

0 Biomolekule — struktura i funkcija

O Enzimi: struktura i funkcija

0 Bioloske membrane: struktura i funkcija
0 Uvod u bioenergetiku

0 Metabolizam: ugljenih hidrata, proteinag, lipida i
azotnih jedinjenja

0 Metabolizam minerala

0 Laboratorijske tehnike i priprema materijala za
analizu



- UVOD U BIOHEMIJU. BIOMOLEKULI



BIOHEMIJA

S
00 Biohemija je most izmedu biologije i hemije.
00 Biohemija je mlada fundametalna nauka (XX vijek)
sa Sirokom primjenom u medicini, farmaciji,
stomatologiji, ali i brojnim drugim oblastima
0 Biohemija proucava:
O Molekulski sastav zive celije
O Hemijske reakcije biomolekula
O Regulaciju ovih reakcija
O Protok energije u Zivim sistemima

O Protok informacija u Zivom svijetu



Medicinska biohemija
N

0 Grana biomedicinske nauke
0 Drugi naziv: laboratorijska medicina
0 Svrha medicinske biohemije:
— procjena stanja zdravlja ljudi (postavljanje dijagnoze)
— procjena praéenja toka bolesti,
— prognoza bolesti,
— pracenje efikasnosti terapije i praéenje nezeljenih efekata
— prevencija bolesti
- otkrivanje naslednih oboljenja kod novorodencadi
- otkrivanje faktora rizika kod zdravih osoba



m Biohemija - medicina
T

Nukleinske Nasledne
kiseline bolesti

Proteini ——  Anemija
srpastih ¢elija

Lipidi —— Ateroskleroza

B
|
O
H
E
M
|
J
A

PZ—-0-0mM=

Ugljeni , Diabetes
hidrati mellitus



Sta se neprekidno usavrsava u
" medicinskoj biohemiji ?
]

e |zbor i nacin obrade bioloskog materijala

e Analiticke metode za mjerenje biohemijskih
markera
- sto tacnije i1 preciznije
- sto jednostavnije za rutinski rad u laboratorijama

e Sprovodenje kvaliteta rada u biohemijskim
laboratorijama



Uticaj fizioloskih faktora na
= biohemijske markere

e Vazni za tumacenje biohemijskih rezultata

e Nepromjenljivi - dugorocni efekti (ne mogu se kontrolisati)
— starost, pol, rasa
- faktori sredine (klima)
- uticaj godisnjeqg doba
e Promjenljivi - kratkorocni efekti (mogu se kontrolisati)
-~ polozaj tijela u toku vadenja krvi
— uzimanje hrane prije vadenja Krvi

— dnevne varijacije kod jedne osobe
— nacin ishrane, fizicka aktivhost

— pusenje, uzimanje alkohola, ljekova i dr.




24 sata pre
. S

24 sata pre:
Ne izlagati se teskim fizickim
naporima




12 sati ranije










Terapija

Dati informacije o medikamen-
tozno) terapiji i NnutitivnNnim suple-
mentima
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-1 Kada uzeti uzorak?? S

FPreporuceno vrireme zZza uzi-
manje uzorka je:




BIOMOLEKULI

0 Biomolekuli su molekuli koji izgraduju Zive organizme.
0 Dijele se na makromolekule i mikromolekule.

0 Makromolekuli su: proteini, nukleinske kiseline,
ugljeni hidrati (polisaharidi) i masti (lipidi).

0 Voda je vrlo znadajan biomolekul (i do 70% TM
odrasle osobe).

1 Sest osnovnih elemenata su: C, H, N, O, Si P



Zastupljenost nekih hemijskih elemenata u nezivom svijetu
(Zemljina kora) u poredenju sa njihovim zastupljenostima
u tkivima zivotinja !!!

ziva bica
zemljina kora

N Ca Na P Si Ostali
I Mg i1 K
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Procenat relativne zastupljenosti



Neorganski joni

- uglavnom cine manje od 1% od ukupne tezine celije
- katjoni (Na*, K*, Mg?*, Ca?*, Fe?*, Fe3* itd.)
- anjoni (ClI, HCO4, HPO,%, SO,#, itd.)

Intracelularno dominiraju K*, Mg?*, SO, i HPO,~,
Ekstracelularno Na*, Cl-1 HCO4.

Metali imaju razlicitu sposobnost da grade
komplekse!!!



Hijerarhija molekulske organizacije celija

Prekurzori iz okoline uglien-dioksid, voda, amonijak, azot
Metabolicki intermedijeri piruvat, citrat, malat, gliceraldehid-3-P
Gradivni blokovi nukleotidi, aminokiseline, monosaharidi,

masne kiseline, glicerol

Makromolekuli nukleinske kiseline, proteini, polisaharidi,
lipidi

Supramolekulska

organizacija ribozomi, enzimski kompleksi,

kontraktilni sistemi, mikrotubule

Organele jedro, mitohondrije, hloroplasti, Goldzijeva

tielasca

celija — tkiva — organ — organizam



Molekularna organizacija celije — kompleksni
biomolekuli izgradjeni od jednostavnijih

Level 4: Level 3: Level 2: Level 1:
The cell Supramolecular Macromolecules Monomeric units
and its organelles complexes
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Cell wall



VODA

0 Brojne su uloge vode v organizmu:
O Esencijalni konstituent svih oblika Zivota.
O Prisutna v svim éelijama omogucava odyvijanje reakcija i
procesa u Celijama.

O Neophodna je za djelovanje enzima i transport rastvorenih
supstanci po cijelom organizmu.

0 Omoguéava postizanje odgovarajuée konformacije (3D
strukture) u prostoru biomolekulima kao sto su proteini i
nukleinske kiseline.

O Ucestvuje u regulaciji tjelesne temperature.

O Sadrzaj vode u organizmu se mijenja usljed dehidratacije i
edema.



BIOLOSKI MATERIJALI. LABORATORIJSKE
TEHNIKE



BIOLOSKI MATERIJALI

U biohemijskim laboratorijama izvode se brojne
kvalitativne i kvantitativhe analize razli¢itih sastojaka
bioloskog materijala uzetog od pacijenata v cilju
postavljanja dijagnoze i praéenje toka bolesti.

U tu svrhu najcesce se koristi krv (puna krvi i serum ili
plazma koji se iz nje dobijaju) i urin.




BIOLOSKI MATERIJALI

Medutim, za dijagnozu i praéenje velikog broja bolesti neophodne su i analize
drugih vrsta bioloskog materijala:

Krv: venska, kapilarna, arterijska
Serum, plazma

Urin: prvi jutarniji, 24-¢asovni
Mokraéni kamenac, Zuéni kamenac
Cerebrospinalna tecnost
Amnionska tecnost

Sinovijalna te¢nost

Serozne tecnosti: pleuralna, peritonealna, perikardijalna
Zeludaéni sok, Duodenalni sok
Znoj

Saliva

Sperma

O O 0o ooooo o o d

Cvrsto tkivo



KAPILARNA KRV
N

Kapilarna krv se najcesée uzima iz jagodice prsta,
koja se najpre obrise gazom natoplijenom alkoholom i
osusi. Posle uboda sterilnom lancetom ili iglom za
injekcije, dozvoljeno je da se primijeni samo blagi
pritisak, sto potpomaze izlazak kryvi.

Kapilarna krv se takode moze uzeti i iz uSne Skoljke,
a kod beba se obi¢no uzima iz pete. Najcesée se
koristi za hematoloska ispitivanja ili za odredivanije
glukoze.



VENSKA KRV

S =
Venska krv je najcesée koris¢en bioloski materijal, a uzima
se iz vena v lakatnom pregibu ili na dorzalnoj strani ruke.
Prije izvodenja venepunkcije postavlja se podveska
nekoliko centimetara iznad lakta. Puna venska kry, koja je
uzeta uz dodavanje odgovarajué¢eg antikoagulansa,
najcesée se koristi kao uzorak za ispitivanje krvne slike
pomocu automatskih analizatora.

La ostala ispitivanja iz venske krvi se izdvajaju serum
(posle koagulacije krvi) ili plazma (iz krvi kojoj je dodat
odgovarajuéi antikoagulans).



ARTERIJSKA KRV

Arterijska krv se rijetko koristi kao uzorak, a potrebna
je za odredene analize, kao npr. za odredivanje
parametara acido-baznog statusa i za analizu
gasova u krvi (uz heparin kao antikoagulans).

Dobija se uvodenjem igle v radijalnu, brahijalnu ili
femoralnu arteriju.



KRV
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Plazma

(55% zapremine
krvi)

Leukociti i
trombociti

{<1% zapremine
krvi)

Eritrociti
(45%zapremine
krvi)



KRV
I I ————

0 Serum se dobija centrifugiranjem krvi uzete bez
antikoagulansa.

0 Plazma je krv bez krvnih ¢elija, a dobija se
centrifugiranjem pune krvi. Osnovna razlika u
sastavu seruma i plazme je da plazma sadrzi
fibrinogen, koji se pri dobijanju seruma konvertuje
u fibrin i na taj nacin uklanja iz vzorka.



URIN

0 Prvi jutarnji urin se uzima rano ujutru, nataste, uz koriséenje
potpuno Cistog suda. Kako je ovaj uzorak urina
najkoncentrovaniji, pogodan je za kvalitativno ispitivanje tj.
za fizicko-hemijski pregled urina i sedimenta.

0 24-¢asovni urin, odnosno ukupna koli¢ina urina koja se
izluci u toku 24 h, sakuplja se pocev od jutra, zakljuéno do
jutra sliedeéeg dana. Cjelokupna koli¢ina urina nosi se u
laboratoriju, gdje ¢e biti izvrSeno merenje zapremine urina.
Kod zdravih osoba koje unose prosecne kolic¢ine hrane i
tecnosti, zapremina 24-dasovnog urina se obicno krece
izmedu 1200 i 1500 mL. 24-Easovni urin se koristi za
kvantitativno odredivanje raznih sastojaka.



FECES

N
0 Za ispitivanje fecesa koriste se razliciti uzorci:
O pojedinacdni (za kvalitativne analize, najéesée za
dokazivanje okultnog krvarenja),
O cjelodnevni (sakuplijen u toku 24-sata, za kvantitativne
analize) i

o vzorak koji se sakuplja u toku 72 sata (za metabolicka
ispitivanja).



VAZNO!
Obavezno je nositi mantil!

Voditi rac¢una o bezbjednosti u laboratoriji!
Nakon svake vijezbe prati ruke!

Oprezno raditi sa infektivnim materijalom!
Ne unositi hranu i vodu u laboratoriju!




Nadin rada: PIPETIRANJE




SPEKTROFOTOMETRIJA

SPEKTROMETAR

referentni zrak
—

iZzvor — —

Zrak zZrak




Osnovni pojmovi
—

0 SLIJEPA PROBA je rastvor u koji smo dodali sve sastojke
kao v ispitivani ratvor (uzorak), osim jedinjenja Ciju
koncentraciju odredujemo.

0 STANDARD je rastvor jedinjenja kojeg odredujemo
poznate koncentracije.
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VODA



Procenat vode u razlic¢itim tkivima Covjeka:

Krv 79%
Srce 79%
Mozak 76%
Eritrociti 65%
Nadbubrezne Zlijezde 80%
Pluca 78%
Skeletni misici 75%
Skelet 46%

Dentin



Funkcija vode
N
> Glavni rastvaraé¢
> Strukturni sastojak makromolekula
> Supstrat/proizvod enzimskih reakcija

> Termoregulator



Raspodiela vode
-

* Ukupna voda u organizmu:

65% tielesne mase (M); 55% (Z)

* Tokom intrauterinog Zivota i ranog djetinjstva
stalno se smanjuje sadrzaj vode i u 3. godini
dostize sadrzaj koji odgovara sadrzaju vode
kod odraslih osoba

* tokom zivota: < ECT; > ICT;

* plazma — konstantna (4-5% od ukupne tjelesne mase)



Razlike v sadrzaju vode

razlike v koli¢ini masnog tkiva

100 F masna
masd
mrsava
masa

&0 F

sl e [70%] voda

normalna gojazne mrsave
it osobe  osobe



Raspodijela vode
7

* Ukupna tjelesna voda (60% tjelesne mase): voda unutar i
izvan Celija, voda u gastrointestinalnom i renalnom traktu

* ukupna voda (UVT):

- - tecnost izvan Celijske
membrane (medijum u kome se odvijaju sve metabolicke
izmjene)

: — tecnost unutar Celijske
membrane (medijum u kome se odigravaju hemijske
reakcije éelijskog metabolizma)



® Ekstracelularna tecnost:
- fizioloska tecnost
- transcelularna tecnost

* Fizioloska ekstracelularna tecnost:
- intfravaskularna voda (plazma)

- intersticijalna tecnost (IST) — tecnost izmedu
celija



® Dio intersticijelne teCnosti — teénosti potencijalnih
prostora
perikardijalni, peritonealni, pleuralni i sinovijalni

® Transcelularna tecnost - te¢nost u prostorima uz
epitelnu membranu

o¢na vodica, CST, voda unutar GIT-q,
urogenitalnog i nazorespiratornog trakta



% telesne % ukupne Zapremina na

mase telesne vode | 70 kg telesne
mase
Uty 60% - 42 L
ECT 20% 33% 14 L
Plazma 5% 8% 35L
IST 15% 25% 10,5 L
ICT 40% 67% 28 L
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Sastav vode u razliditim tjelesnim

rostorima
-h

® Zbir svix (+) naelektrisanih jona = zbir svih (-)
naelektrisanih — odrzanje elektroneutralnosti plazme

®* Nemoguénost odredivanja svih katjona i anjona v plazmi:

— mjerljivi katjoni: Na i K

— mijerljivi anjoni: hloridi i bikarbonati

® Zbir svih mjerljivih katjona > zbira mjerljivih anjona

® Anjonski “gap” (anjonska praznina)



Sastav vode u razliditim tjelesnim

rostorima
-h

° Anjonski ‘“‘gap”’
(Na™+ K" = ClI~ —HCO3")
ili
(Na™ = ClI~ = HCO37), konc. K* konst

Normalno: 15 mmol/L
12 mmol/L (bez K)



OSNOVNI BIOHEMIJSKI MEHANIZMI U
ORGANIZMU.



METABOLIZAM

0 Metabolizam predstavlja skup enzimski katalizovanih
reakcija u zivim éelijoma.

0 Metabolicki putevi su hemijske reakcije u eliji
organizovane kao linearni, razgranati, spiralni ili cikliéni
nizovi.

0 Metabolit je svaki uéesnik u enzimski katalizovanoj
re akciji.

0 Metabolizam obuhvata katabolizam i anabolizam.

0 Katabolizam je pretvaranje slozenih molekula u proste.

0 Anabolizam je pretvaranje prostih molekula i slozene.



METABOLIZAM

Reakcije u éeliji koje katalisu enzimi obicno su
povezane u nizove (proizvod jedne je supstrat
naredne reakcije)

Enzim 1 Enzim 2 Enzim 3

O— m —Q —®
A G D

Niz (ciklus) uzastopnih, enzimski katalizovanih
reakcija ¢ini METABOLICKI PUT (CIKLUS);




3 FAZE METABO

Fortobolizam Pollmeri: Anabolizam
Fozer 1 Frataini
- I Mukleinske kiveline
Polisoharidi
J L | F | Emergija
Manomer:
Aminokiseling
Fozro 2 N :
Eniart
Wasme kiseline
Glicaral
Energijac, ] L | |!'<1':|E -
v nard
Mebalboliski
intermedijoti:
Fazo ¥ Pirwsat
Amflboliikl
aubivi AcaillCod
Intarmedsjoti clklusa
trikprbonskib kiselina

Enargis <}:‘L

ICKIH PUTEVA

FAZA 1 - razgradnja

molekula unetih hranom na
jadnns'\‘uunija sastavne
molekule

FAZA 2 - dalja

razgradnja do dvo- i
trougljeniénih ostataka

FAZA 3 -
oksidacija do
H,0 i CO,

Jednostavnd, mall
— ervalwkulic
Hgld, COy , WHy




Metabolicke procese regulisu ENZIMI
B

0 Kliniéki vazni enzimi su:
0 Amilaza
O Aspartat-aminotransferaza (AST)
O Alanin-aminotransferaza (ALT)
0 Kreatin-kinaza (CK)
o Alkalna fosfataza (ALP)
O Laktat-dehidrogenaza (LDH)
0 Gama-glutamil transferaza (GGT)



Amino
kiseline
. a heliks
Nabrana
ploca
Nabrana ploca

Vazne osobine enzima su:
v'Poveéavaju brzinu hemijske reakcije
v'Visoka specifi¢nost prema reakaciji
v’ Aktivnost im se moze regulisati

Znacaj enzima:

v'Regulisu éelijski metabolizam
v'Markeri v dijagnostici

v Cilino mjesto djelovanja nekih ljekova
v'Deficit => ozbilini poremedédiji

Enzim 1 Enzim 2 Enzim 3

O— W —Q —W®
C D

A B




Enzimi — koji postoje? koliko ih ima?

Class

Reaction type

Important subclasses

© = Reduction equivalent

Del;rdrogenases
i Oxidases, peroxidases & e —
1 Oxidoreductases + E P a— D . @ Reductases - % BRENDA || >EEx
Monooxygenases frem—————"—"
Ared Box Aox Bred Dioxygenases aro s e s e e € e
E —Tran?ferasss
ycosyltransferases
2 Transferases + D —> + Aminotransferases
Phosphotransferases
A-B C A B-C
Esterases
&) S g Glycosidases
+ F— Peptidases
] Amidases
A-B H;0 A-H B-OH
D C-C-Lyases
4 Lyases . C-0O-Lyases
- — C-N-Llyases
(“synthases”) ] C-5-Lyases
A B A-
) _ 3S: 6671
Eplmera?es
— is trans l[somerases
2 - Intramolecular
transferases
A lso-A
D B X=A0U.C [ ] XDp E-E—Ii_igas.ﬁ
Ligases > ; -0-Ligases
6 . - * - * (C-N-Lligases
("synthetases”) A C-S-Ligases




Faktori koji uticu na aktivnost enzima
N

CELIJA: FAKTORI:

**Neutralan pH v TEMPERATURA
“*Umjerena temperatura v pH

o Atmosferski pritisak v'KOLICINA SUPSTRATA
“*Niska koncentracija reaktanata | | v KOLICINA ENZIMA

v AKTIVATORI | INHIBITORI

2000 |

Enzimska aktivnost
=
2
=]

0 40 60

Temperatura, °C



Faktori koji uticu na aktivnost enzima

FAKTORI: pH utie na:
v TEMPERATURA " stepen jonizacije supstrata
\/pH = stepen jonitacije funkcionalnih grupa AK u AM
v KOLICINA SUPSTRATA ® konformaciju enzima v cjelini
v KOLICINA ENZIMA a- kisela fosfataza
v AKTIVATORI | INHIBITORI | | b- alkalna fosfataza
© E Acetilholinesteraza
5 -
E % // \\\ /
© Ef/ \ /
E 5 Pepsin \_/‘ \\ ‘I' '
> \ K
[T} \ Iy .
E \\ 'r’ '." "l.
@ i o
P \/ :,' Himotripsin ‘,.‘
% ’:E{\ \"'.“
:‘ ’ N .‘.
1 “'-, N .




Mehanizam enzimske katalize

]
Aktivno Aktivno Slabe
mesto .
) mesto sile
@* @""@ E{ -o-(§- ’E’@
MODEL ,,KI.JUé | BRAVA,, MODEL INDUKOVANOG PRILAGODAVANJA
(Fischer, 1894) (Koshland, 1958)

E+S «» ES «» EP «» E +P

Supstrati ~

Proizvodi

Prelazno stanje
ES kompleks



Faktori koji uticu na aktivnost enzima

FAKTORI:

v' TEMPERATURA
v'KOLICINA SUPSTRATA
v KOLICINA ENZIMA

v AKTIVATORI | INHIBITORI

Nk Sy 2%

v

SN ke Gl o
by c@cﬁb %D vt ® s

A B C

m



Koenzimi

]
Enzim + Kofaktor/koenzim = Holoenzim
(protein) (nije protein)
apoenzim

FAD, PLP, biotin,

Prostetske

Ube lipoinska
grup kiselina...

KoenZ|m|
Kosupstrati NAD, ATP...

HIPOVITAMINOZE = BOLESTI KOENZIMA



Amilaza (a-1,4 glukan-4 glukano

hidrolaza, EC 3.2.1.12
—

Pripada klasi hidrolaza, katalizuje hidrolizu 1,4 a-glikozidnih veza v
polisaharidima.

Ona je kalcijum-metaloenzim (kalcijum neophodan za funkcionalni
integritet), a puna aktivnost v prirustvu Cl-.

Molekularna masa: 55-60 hiljada
Prolazi glomerularnu membranu. JEDINI ENZIM SERUMA KOJI SE
NORMALNO NALAZI U URINU!

Nalazi se u brojnim tkivima i organima, prije svega u PANKREASU (40%) i
PLJUVACNIM ZLIJEZDAMA (60%). Vrlo mala aktivnost nadena u testisima,
ovarijumima, jajovodima, suzama i mlijeku. Neki tumori pluéa i ovarijuma
mogu luciti male kolicine amilaze. Nema aktivnosti u jetri.




Amilaza (a-1,4 glukan-4 glukano

hidrolaza, EC 3.2.1.12
—

Enzim v serumu i urinu je porijeklom iz:

PLJUVACKE i PANKREASA.
Enzim v urinu je porijeklom iz plazme, a ascit i pleuralna tecnost mogu
sadrzati amilazu usljed prisustva tumora ili u sklopu pankreatitisa.

Govorimo o dva prava izoenzima:
P — pankreasna amilaza
S — salivarna amilaza
Optimum pH: 6,9-7,0.

Najznacajniji je marker akutnog pankreatitisa!



Akutni pankreatitis

Uzroci:
Alkoholizam

Zuéni kamenci ||\

Hiperlipidemija N a\ ¥/
Hiperkalcemija ~ % -»
Ishemija | v 3
e
o 2
+ povecanje aktivnosti posle 2 - 12 sati

* maksimum posle 12 - 72 sata

+ vraéanje na normalu posle 3 - 4 dana
Aktivnost poveéana u serumu 4 - 6 puta

A e

- nije u korelaciji sa fezinom oboljenja, ali vece aktivnosti
ukazuju na ovo oboljenje; u 20 % sluc¢ajeva aktivnost
enzima normalna

Aktivnost amilaze u urinu bolji pokazatelj

e W F

- Cesce povedlana, vele povelanje, duze povelana.




Aminotransferaze
N

Aspartat aminotransferaza AST

(ranije: glutamat oksalacetat transferaza GOT)

Alanin aminotransferaza ALT

(ranije: glutamat piruvat transaminaza GPT)

~ Reaktivna
/grupa
O 7 H : : :
o e Koenzim transaminaza je
":"—%‘ﬂ"wf-*kvﬁ"' piridoksal fosfat (PLP)
o
o~ CHy
H

Piridoksal fosfat (PLP)



Aminotransferaze
—

AST i ALT katalizuju sliedeée biohemijske reakcije:

coo" t|:oc:' AST, P-5'-P <|:ocr -:lzc:u:r
H—C—NHz  + Cc—o0 = =~ Cc—o0 + H——C——NH;
CHz t|:H2 <|:H2 f|3Hz
¢|:oc:' t|:H2 <|:oo' '1|3Hz
coo f|300'
L-aspartat  2-oksoglutarat oksalacetat  L-glutamat
e 7 ALT, P-5P °° P
H—C—NH; + C=—0 = c=—0 +  HT—C—NH;
CHs ﬂ|:H2 t_|‘:H3 ﬂ|:Hz
‘|3H2 t|:H2
¢|:DO' Coo
L-alanin  2-oksoglutarat piruvat  L-glutamat



Aminotransferaze
N

AST i ALT su normalno prisutne u:

d plazmi

O zuéi

O cerebrospinalnoj teénosti

4 pljuvaéci

Nema ih v urinu, sem ako postoji lezija bubrega.

Poveéanje aktivnosti AST i ALT postoje usljed:
v Osteéenja jetre

v Infektivne mononukleoze

v Akutnog infarkta miokarda

v’ Primjene nekih ljekova (statinil)

ALT — samo v citosolu
AST =i citosolna i mitohondrijalna




ALT i AST

ALT

De — Ritisov koeficijent = ———
AST

Normalno: <1
>1 = manje osteéenje hepatocita; obic¢no reverzibilne promjene
<1 = vede ostecenje hepatocita; obicno ireverzibilne promjene; oslobadanje mtAST

Visoka aktivnhost AST u srcanom misicu => AIM = visok porast aktivnosti AST

Porast: 6-8h
Pik: 18-48h
Normalizacija: 4-5 dana




AST

Aktivnost AST (ponekad i ALT) u serumu ée biti poveéana usljed:
» nekih oboljenja misi¢a (npr. dermatomiozitis)

» pluénoj tromboemboliji

» akutnom pankreatitisu

» gangreni

» hemolitickim bolestima

» ,crush,, povredama misi¢a

|zoenzimi AST-a se mogu razdvoiiti: Toxi or acheric 5 ;
np
o elektroforezom heute viral hepatiss " .
O imunohemijskim metodama Alccholc hepatits ME—
o hromatografijom Cheanic hepatids —
o diferencijalno — kinetickim metodama sl rf
Nermal b—i
0 » o 0 1,000 3,000 0,000
Uperl




Laktat dehidrogenaza (LDH)

!
LD
L-laktat + NAD* #%%%-%8 Piruvat + NADH + H*
pH7.4-7.8
2 tipa subjedinica: M (ili A) i H (ili B) cija je
struktura odredena lokusima na hromozomima 11 i
12.
5 izoenzima
LDH-1 (HHHH; H,)
LDH-2 (HHHM; H;M)
LDH-3 (HHMM; HZMZ) LDH je prisutna u svim éelijama, i to u citosolu!
LDH-4 (HMMM; HM,)
LDH-5 (MMMM: M,)




Laktat dehidrogenaza (LDH)
N

Razlicita je distribucija izoenzima u tkivima:
+ Srcani misi¢
* Bubrezi . LDH -1
* Eritrociti LDH -2

iy

- Jetfra 7 LDH -4
- Skeletni misi¢i LDH -5

-+ Endokrine zlezde, slezing,

pluéa, limfni cvorovi,

LDH -3

trombociti, >

negravidni uterus



Laktat dehidrogenaza (LDH)

LDH nije tkivno specifi¢an enzim - ukupna aktivnost u serumu
Je povecana u velikom broju oboljenja.

Aktivnost umereno poveéana :
*  miokarditis
sréana insuficijencija sa kongestijom jetre
- teZak Sok i anoksija
hemoliza - profil promena izoenzima kao kod AIM
megaloblastna anemija (30 puta u odnosu na gornju norm. vrednost)
bolesti jetre
bolesti bubrega
maligne bolesti
progresivna misiéna distrofija (LD-5)
pluéna embolija (LD -3)



Gama glutamil transferaza (GGT)
N

Katalizuje transfer y glutamil grupe (sa peptida i
jedinjenja koja ovu grupu sadrze) na neki akceptor.
Djeluje samo na peptide i peptidima slicna
jedinjenja koja sadrze terminalni glutamil ostatak
vezan za preostali dio jedinjenja preko terminalne

Y — karboksilne grupe.

3
0=2

CHN—HD =
'HD
"HO 4
=
I
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Gama glutamil transferaza (GGT)
N

GGT je prisutna u:
> serumu
» svim éelijama (osim misié¢a)

Veéa frakcija enzima je locirana v
membranama, a manje frakcija se nalazi
U citosolu!

GGT moze ucestvovati u nekim aspektima
metabolizma glutationa!

GSH

- Glycine

- Cysteine

- Glutamate




GGT

SN I
0 GGT v serumu je primarno porijeklom iz
hepatobilijarnog sistema.
0 Naijvisi porast aktivnosti u slucajevima:
O Intrahepatiéne holestaze
O Ekstrahepati¢ne holestaze

o Primarnih i sekundarnih tumora

O Senzitivnija od ALP i transaminaza v detekciji
opstruktivne Zutice!



GGT

S =
0 Umijereni porast u sluéajevima:
O Infektivnog hepatitisa
O Masne jetre
O Intoksikacije ljekovima
o ALKOHOLIZAM
o Alkoholna ciroza ...

O Akutni pankreatitis

o0 Karcinomi pankreasa

O Tumori prostate...



Kreatin kinaza (CK)
. | H I

pH = 9/T
Kreatin + ATP = - Kreatin fosfat + ADP
CK, Mg>*

pH = 6.7

Dimer graden od dvije subjedinice:
B (brain) i M (muscle)
Prema tome, ima 3 izoenzima:
BB (CK-1) MB (CK-2) MM (CK-3)
|zoenzimi su oznaceni na osnovu elektroforetske pokretljivosti
(CK-1, CK-2 i CK-3), tako da forma koja se kreée najbrze ka
anodi ima najmaniji bro;j.
Otkriven je i cetvrti izoenzim MiMi — izmedu spoljasnije i
unutrasnje membrane mitohondija u miokardu i skeletnim

oeVe re

misicimad.




Kreatin kinaza (CK)
N

0 Najvisa aktivnost nadena u:
O Srcu
0 Mozgu
Aktivnost u jetri je prakticno nemijerljiva.
Prema tome, aktivnost CK ¢e biti povec¢ana u oboljenjima:
O Skeletnih misiéa (mis. distrofija; virusni miozitis, polimiozitis i
sl.)
O Srca (AIM, miokarditis, perikarditis i sl.)
O CNS-a (Reyeov sy, trauma glave, SAH, i sl.)

o Stitaste Zljezde ( hipotireoidizam — poveéanje od 5x do
50x)



CK = akutni infarkt miokarda

S
* Najznacajnije poveéanje aktivnosti CK-2
+ Aktivnost se povecava 3 - 8 sati (6 sati
najcesce) od nastanka bola u grudima
* Maksimum posle 10 - 24 sata (20 sati najcesce)

+ Normalizacija nivoa posle 3 - 4 dana (obi¢no 4)

Poluzivot CK-2 - 12.5 sati tako da je odredivanje znacajno u
prvih 48 sati od sumnje na infarkf.

Odredivanje je znacajno za ranu dijagnozu
infarkta, utvrdivanje njegove velicine i
posebno u ranoj detekeiji re-infarkta.



CK = akutni infarkt miokarda

- Aktivnost CK iznad 160 U/L (odredena CK-
NAC akt. metodom) i CK-2 koji prelazi 6%
ukupne aktivnosti ukazuju da postoji
sumnja na infarkt miokarda.

+ Kod ostalih oboljenja koja poveéavaju aktivnost
CK-2 (zapaljenja misica, neurohirurske i
abdominalne operacije, oboljenja tireoideje, nakon
koronarne angiografije, kateterizacije itd.)
aktivnost CK-2 moze biti poveéana ali

ne prelazi 6 % ukupne aktivnosti CK.




Alkalna fosfataza (ALP)

0 Katalizuje alkalnu hidrolizu estarske veze fosforne kiseline
na velikom broju prirodnih i viestackih supstrata.

0 Nalazi se u svim celijama v tijelu, posebno na ili u
membranama.

0 Visoku aktivnost ALP pokazuje u:

O intestinalnom epitelu

O kanalima bubrega

Bubrezna karlica

O kostima (osteoblasti)
O jetri '

O placenti




Alkalna fosfataza (ALP)

EEE
0 Govorimo o 5 izoenzima alkalne fosfataze:
o Tkivno nespecificni (bubrezi, jetra, kosti...)
O Placentalni
O Placenti slicni
O Intestinalni
0 Tumorski

lako metabolicka funkcija nije u potpunosti poznata,
izgleda da je enzim povezan sa:

O transportom lipida v crijevima

O procesom kalcifikacije u kostima



Alkalna fosfataza (ALP)

I
Mg?*, Co?*, Mn?*-aktivatori
Zn?* - ulazi u sastav enzima
Potreban je adekvatan odnos Mg®*/ Zn?*

Enzim u serumu je porijeklom iz:
*Jetre (uglavnom)

*Kostiju (do V2 aktivnosti)
*Crijeva (vrlo mala aktivnost)

Enzim u urinu je porijeklom iz bubreznog tkiva (ali nije
dio serumskog enzima koji se filtrira)



Alkalna fosfataza — klinicki znacaj
N

0 Fizioloski uslovi u kojima je povecana aktivnost ALP:
O Intenzivan rast dugih kostiju (djeca)

O Zarastanje preloma dugih kostiju

0 Trudnoéa (narocito posliednji trimestar)




Alkalna fosfataza — klinicki znacaj
N

Mijerenje aktivnosti ALP ima za cilj detekciju 2 grupe
oboljenja:

o Oboljenja jetre i Zzuénih puteva (holestazal)

o0 Oboljenja kostiju povezana sa osteoblastnom aktivnosti

0 Holestaza

o Odgovor jetre na holestazu je indukcija sinteze ALP!
® Intrahepati¢cka holestaza (npr. invazija Ca)
m Ekstrahepati¢ka holestaza (npr. karcinom glave pankreasa)



Alkalna fosfataza — klinicki znacaj

N
0 Bolesti kostiju
O Pagetova bolest
O Rahitis Paget's discase
0 Osteomalacija
o Osteogeni tumori kostiju

O Primarni i sekundarni
hiperPTH




ADENOZIN-TRIFOSFAT (ATP)
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ATP je univerzalni energetski “novac” u éeliji. Hemijska energija
sadrzana u njegovim visokoenergetskim vezama moze se prevesti u

druge oblike energije.



Kako se sintetise ATP¢
I

0 Oksidativnom fosforilacijom — u mitohondrijama (respiratorni
lanac)
o Odigrava se redukcija O2 do H20
O Donori elektrona su NADH i FADH?2

0 Fosforilacijom na nivou supstrata

Proteini Ugljeni hidrati Lipidi

L

Kataboli¢ki putevi <

PO N

NADH + H* FADH, NADPH + H*

NS
@PIRATORNI LA@




Oksidativna fosforilacija se odvija u
mitohondrijama

Intermembrane Cristae

space
Outer Cristae junctions
membrane = ‘Najveéi broj ovih nosaéa su
Inner A integralni proteini membrane &ije
membrane 2 W ] prostetiéne grupe mogu primati ili

davati jedan ili dva elektrona

HATH + HY MaD+
Matrix

‘Respiratorni lanac mitohondrija se
sastoji od serije nosaca elektrona koji

s T Chemieal Electrical i
deluju sekvencijalno [ Flectrcn G
ApH e drivenby of A -
{made protom-metive (in=ide
alkaline) Tioros negotive)




Mitohondrijalni lanac prenosilaca

nH nH
elekt r@a
Medumembranski

prostor ‘
Unutrasnja

mitohondrijalna

membrana

Mitosol

Sukclnut Fumarat 4H+ + O, 2H,0

Nﬁﬁ"“‘“ NAD+ ! FAD
Piruvat dehidrogenaza ‘; ," orGlicerofosfat dehidrogenaza
,'i' Acil CoA dehidrogenaza (P oksidacija masnih kiselina)
. . 1
I:unh‘:ii ll::armll\.:;l:ltrvt.'ngnm:m‘.l Ciklus trikarboksilnih

dehidrogenaza kiselina

Malat dehidrogenaza

p-Hidroksibutirat dehidrogenaza | Oksidacija ketonskih
B-Hidroksiacil CoA dehidrogenaza | gejg



Translokaciju protona vrse kompleksi
respiratornog lanca, a sintezu ATP-a ATP
sintaza




Oksidativna fosforilacija -
Sinteza ATP-a

Pri prolasku para elektrona kroz respiratorni lanac dolazi do
revacivanja 10 H* iz matriksa u medumembranski prostor
EE P L P [

Za sintezu jednog molekula ATP-a potrebno je da ktoz protonski kanal
prode 4 H*.

* NADH - 10 protona 2.5 ATP
* FADH, - 6 protona 1.5 ATP

ATP « B, %0

| IAIDll |
I
NG

Erzme

m\




- METABOLIZAM UGLJENIH HIDRATA



Unos materija u organizam - ugljeni hidrati

= Najzastupljenije [ owon oo
hranljive materije u (o, L, @ﬂ_
ishrani (skrob, { i ¥~
saharoza, laktoza) N

= Varenje ugljenih
hidrata CHOH  cHoH
podrazumeva _g_f;m MoKon
hidrolizu glikozidnih { e
veza kojima su CHoH  OH,
povezani molekuli . °

= -y OH O OH
monosaharida
OH OH
Amilopektin

CHOH CH.OH

QQ

Galaktnza Glulmza
Laktoza

Glukoza

HOCH,
Fruktoza .

H
CH.OH
HO

Saharoza



\lm‘en{\q UH zapocinje u usnoj

duplji (pljuvacna a-amilaza

Pod dejstvom pankreasne _
amilaze skrob se razlaze do
granicnih dekstrina, maltoze
i maltotrioze

Dnljn razgradnja se odvija pod
ejstvom disaharidaza
vezanih za povrsinu |
membrane mikrovila celija
tankog creva. ducdenum  —

Monosaharidi dobijeni dejstvom tanke creve
ovih hidrolaza se prenose u debelo
celije epitela tankog creva crevo
Na*-zavisnim_ aktivnom
transportom i olaksanom
difuzijom |

Ne postoje enzimi za varenje
polisaharida u dijetnim
vlaknima. Delimicno ih
r*nzgr;uduju bakterije u

|

u=ta

g @

a 9@
O o glukeza
Sl |
O

nastaju gasovi.



Apsorpcija secera

» Nakon razgradnje do monosaharida, glukoza i ostali
monosaharidi se transportuju u éelije tankog creva, a
potom u krv.

~ Da bi se prenela kroz éelijsku membranu, glukoza se
vezuje za Tr'unsEnr“rne proteine (GLUT) -
transmembranski proteini koji vezuju molekul glukoze

na jednoj strani membrane i otpustaju ga na suprotnoj.

- Postoje dva tipa Erenqsflucu za glukozu: Na*-zavisni
prenosioci za glukozu i prenosioci koji glukozu
tranpostuju mehanizmom olaksane difuzije.

~ Na epitelnim éefi’lumu tankog creva Na*-zavisni
prenosioci za glukozu se nalaze na luminalnoj membrani,
dok su na abluminalnoj smesteni transportni proteini
koji obavljaju prenos glukoze mehanizmom ﬂfnkéune.
difuzije



Transportni proteini za glukozu (GLUT)

Lumen tankog Krvatok

| creve

pitel tankog ereve

Nat, K+-ATPaza
(jonska pumpa)

- —

Ip:uli!ﬂ




Distribucija GLUT transportera
N

Transporter | Distribucija u tkivima Komentar
GLUT1 Eritrociti Prisutan u celijama koje
Krvno-mozdana barijera (i barijere | imaju ulogu barijere
prema placenti, oku i testisu) Visok afinitet
GLUT 2 Jetra Veliki kapacitet, mali
p-celije pankreasa U pankreasu moze da
Serozna strana celija intestinalne deluje kao senzor za
mukoze glukozu
GLUT 3 Mozak (neuroni) Visok afinitet
GLUT 4 Masno tkivo Zavisi od insulina (u
Skeletni misiéi njegovom prisustvu
SrEani misié povecava se broj GLUT 4
na povrsini celije)
Visok afinitet
GLUTS Intestinalni epitel Transporter prevashodno
spermatozoa za fruktozu




Glikoliza

Ugljeni hidrati

- B0% i vise kalorija u ishrani

Glukoza zauzima centralno mesto u
metabolizmu biljaka, Zivotinja i
mnogih mikroorganizama.

Relativno je bogata u potencijalnoj
energiji, dobro je gorivo.

Kompletna oksidacija glukoze do
CO, i vode se odvija sa promenom
standardne slobodne energije od -
2,840 kJ/mol.

V) éelif‘ama glukoza se skladisti u
vidu glikogena (unutrasnja rezerva
glukoze)

HO\OH  H/0OH
H OH

Glukoza



Glukoza

Sema metabolikih puteva glukoze

GLIKOLIZA guuues PIRUVAT
SINTEZA
GLUKOZA GLIKOGENA B GLIKOGEN
RIBOZO-5-
FOSFAT

HMP




Glikoliza

Glukoza

v

2 x Piruvat |

Glikoliza
(10 uzastopnih reakcija)

Anaerobni uslovi

——
—

2 x Laktat

Jedan od glavnih puteva za dobijanje ATP-a.
Odyvija se u svim celijama.

Odpyvija se v citosolu.

Moze se odyvijati i u aerobnim i u anaerobnim
uslovima.

Glukoza

Dluuloanetat-o—| ‘ ooeeeeom 2% Etanol + 2% CO4
Piruvat Glikoliza .
karboksilaza

Aerobni uslovi

2 x Acetil-CoA

Krebsov ciklus

4CO, + 4H,0

]

— 2% Piruvat - Ancerobni uslovi

Alanin
aminotransferaza Aerobni —

prot s dehidrogenaza
Alanin ‘—/ l—» Co, \—v 2x Laktat

2x AcetilCoA

Ciklus
trikarboksilnih
kiselina
o—
4x CO, + 4x H,0



Glikoliza — pripremna faza

_
i
CH,OH <l2=0 c':Hon
o HC—OH Ij'osfogluko- c=0
OH HO " (|:H ‘lzomeraza; o= CIIH

OH OH par ADP HC—OH HC—OH

OH Hé —OH H(IZ—OH
Glukoza H C—O PO H2(|Z—0—P032’

@ Fruktozo 6-fosfat
H,C—0—PO;*

H,C—0—PO "

|
c=0 iceraldehid @
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~Q 2~ HO—CH
MS!2+ I Aldolaza Triozofofat

ATP ° ADP HE = a1 ot
HC—OH

Fruktozo 1,6-bisfosfat HC—OH ihidroksiocaton@
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Glikoliza — faza dobijanja energije

i ] I
: : oy »
CI:_H G"ﬁ%ﬁff,ﬁ'ggn“’;ﬁ?fm . (|: Shatils Fosfoglicerat kinaza cl:—o
H—C~0H = H—C—OH o H—C-OH D
| / N . ¢ | . ¥ O\ |
CH,0-POZ  NAD™ NADH:H® Pi CH,0—PO2 ADP  ATP CH,0—POZ
Gliceraldehid 3-fosfat 1,3-Bisfosfoglicerat 3-Fosfoglicerat
0 0 0
[ [ l
G057 c—0" (|3—0
Tsfoghcerat mutaza H—C:I— 870 32- — Enolaza (I:—O— PO 32 Piﬂ;ﬁ%:za -0
|
CH 2OH & ADP ATP CH3
2-Fosfoglicerat Fosfoenolpiruvat
o - .
. Regeneracija NAD*:
Laktat dehid, : :
Laktot dehidrogenaza > s - u laktat dehidrogenaznoj reakciji,
¥\ | G m—
NAD' NADH:H' : - prenosenjem redukcionih ekvivalenata u

Claktat) mitohondrije mehanizmima povratnog transporta.



Glikoliza — regulacija

I
*— Glukozo 6-P

ATP Fruktozo 2,6-bisfosfat
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Glikoliza - regulacija
—

0 Regulatorni enzimi glikolize
O Heksokinaza

0 Fosfofruktokinaza-1
Glukoza

o Piruvat kinaza
@ ANAEROBNI
USLOVI
E 2x ADF
Neto prinos .
_ 2% ATP 2 Tnoz‘ofosl‘ut

2x NAD*

I
!
\ 2x NADH+H *
X

4

!
N




Normoglikemija:

Glukoza — regulacija

3,0-6,0 mmol /L
S

obrok obrok obrok
120 ¥ | !
Glukoza 100 :
u plazmi B
fdL
mg a0
Glukagon 200 [
u Plﬂlmi | e _"-"'.ﬂ"‘ln.__—.—— —— ——--_.___..rH-.___M
pg/mL o=
o0 Insulin/Glukagon
SD .
Insulin u
plazmi 20
pd/mL
10
| | | | |
gam 2pm 8pm 2am Bam

vreme



Glukoza — regulacija
N

<3,0 mmol/L = hipoglikemija

Normoglikemija:

3,0-6,0 mmol /L

>6,0 mmol/L = hiperglikemija

6,0-7,8 mmol /L naste = latentna hiperglikemija

>7,8 mmol/L naste = Dijabetes mellitus

>10,0 mmol/L = izluéivanje glukoze urinom

>11,0 mmol/L bilo kad v toku dana = dijabetes mellitus




Dijabetes mellitus

I ./

DM tip 1 = insulin zavisni

NEDOVOLJNA KOLICINA ILI NEDOSTATAK
INSULINA

ETIOLOGIJA:

osteéenje pankreasa,

autoimunski procesi,

stvaranje nenormalnih produkata

B-éelija Langerhansovih éelija

TOGETHER WE CAN

STOP
DIABETES

KLINICKI:
POLIDIPSIJA
POLIFAGIJA

POLIURIJA
ZADAH NA ACETON

DM tip 2 = insulin nezavisni

INSULIN SE DOVOLJNO LUCI, ali:

1) Postoji insulinska rezistencija (periferna
rezistencija na insulin) ili

2) Postoje v cirkulaciji antagonisti insulina
(hormon rasta, glukagon, antitijela na insulin

isl.)

KOMPLIKACIJE:

MAKRO | MIKRO ANGIOPATUJE;

NEENZIMSKA GLIKOZILACIJA PROTEINA
HbA:1C




Ciklus trikarbonskih kiselina
N

0 Ciklus trikarbonskih kiselina = Krebsov ciklus = Ciklus limunske
kiseline

0 Sav nastali piruvat se prevodi u acetil-CoA (dejstvom piruvat-
dehidrogenaze) koji potom ulazi u Krebsov ciklus

Piruvat ‘ Amine kiseline ‘ Masne kiseline

AcetilCoh

Ciklus trikarboksilnih Ketonska tela Steroidi

kiselina Masne kiseline
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REGULATORNI ENZIMI SU:
1. CITRAT SINTAZA

2. 1ZOCITRAT
DEHIDROGENAZA
a-KETOGLUTARAT
DEHIDROGENAZA

3.




Lwn kiselina —

Piruvat Masne kiseline
\ / Primarna funkcija TCA ciklusa

Acetil CoA je

stvaranje redukcionih
ekvivalenata
koji se upotrebljavaju za sintezu

. ;f ATP-a u sistemu elektronski
Ciklus ;‘x transport-oksidativna

trikarbonskih /- fosforilacija.

kiselina

GTP CO2
(4) 2H+ + 2e— (redukciom ekvivalenti)

Elekronski transportni sistem
|




Glikogen

0 Glukogen Je homopolimer glukoze, 0b|lk u koj em se
ugr’em hidrati Cuvaju u, zivotinj a Cuvan m lukoze u

u glikogena omag uceno Ae da se velike kollcme

glukozé deponuju u ce iji, a da se pritom ne poveca
Unutarcelijski OSI’T\OTSkI pritisak.

o Prisutan je u vecini tipova elija.

0 5(151‘04]! se od glukoznih jedinica medusobno povezamh
likozidnom vezdma, sa a -1,6 grananjima
ogjanfceaJavlJaJu na otprilike svakih 8 dé 10 glukoznih
jedi

o Najveli deo glikogena je uskladisten u jetri i
skeletnim misic¢ima.



Struktura glikogena

proteinski omotac

Glikogen se sastoji od glukoznih
jedinica medusobnio povezanih 1.4 i
1,6 glikozidnom vezama.

I
|
\J

Razgranata struktura omogucava
veoma brzu razgradnju i sintezu
posto enzimi mogu delovati
istovremeno na vise lanaca sa puno
neredukujucih krajeva.

U tkivima, glikogen je prisutan u
obliku Cestica koje sacinjava polimer
veoma velike molekulske mase (107-
o 108). Enzimi odgovorni za procese
CH,0H CHy {08  sinteze i razgradnje, kao i neki od
o |< > g@o@t regulatornih enzima, nalaze se na

OH
OH OH OH  povrsini Cestica glikogena

o-1,6-glikozidna veza

o-1,4-glikozidna veza H




Sinteza glikogena

/

a-14\:m

Osnovni lanac glikogena

UDPglukoza

uorP

Glikogen sintaza

- - -
Osnovni lanac glikogena




Razgradnja glikogena

anm 8 Glukozo 19

/\8&"*

-1,6-vexcy|

Osnowni lonac glikogena
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