OSNOVI ENZIMOLOGUJE



KOFAKTORI

* U kofaktore ubrajamo koenzime i prosteticne grupe. Koenzimi se
lako, a prosteticne grupe tesko odvajaju dijalizom od proteinskog
dijela enzima. Danas se prosteticnom grupom nazivaju takve grupe
(molekuli ili joni) koje se hemijski mijenjaju, a koenzimima grupe
odnosno jedinjenja, koja se ne mijenjaju u enzimskim reakcijama.
Vecina koenzima sadrzi u svojoj strukturi fosfornu kiselinu a neki
sadrze i vitamine, pa ih nazivamo i derivatima vitamina. Prema vrsti
enzima u Ciji sastav ulaze, sve koenzime dijelimo na:

J koenzime oksidoreduktaza;

1 koenzime transferaza;

1 koenzime za prenos C1 jedinica;
1 koenzime za prenos C2 jedinica i
d koenzime liaza, izomeraza i ligaza.



POJAM IZOENZIMA

Gene duplication

Kin 3




Ista

Ali

Raz
Raz
Raz
Raz

POJAM [ZOENZIMA

hemijska reakcija (isti supstrat, isti proizvod)

iCita lokacija u genu;

iCita sekvenca AK (primarna struktura)
iCita tercijarna struktura (konformacija)
iCita fiziko-hemijska svojstva (Km, Vmax,

optimalna temperatura, optimalan pH i sl.)



KLINICKI VAZNI ENZIMI



Dijagnosticki znacaj enzimske analize

* Detekcija enzimske deficijencije u celiji
- Urodene greSke metabolizma
- Stecene deficijencije
» Kod deficijencije vitamina

* Kod trovanja (trovanje organofosfatnim jedinjengma
holinesteraza)

* Detekcija oStecenja tkiva merenjem ekstracelularnih
enzima u raznim telesnim teCnostima
-~ Serum, plazma, urin, likvor itd

Enzimi su plazmatski markeri oSte¢enog tkiva



Molekularna masa dijagnostiCki vaznih enzima, kDa

 Lipaza 48 000
« Amilaza 50 000
* Kreatin kinaza (CK) 80 000
« Aspartat-aminotransferaza (AST) 90 000
« Alanin-aminotransferaza (ALT) 180 000
« Kisela fosfataza (ACP) 100 000
- Laktat-dehidrogenaza (LD) 140 000
« Alkalna-fosfataza (ALP) 140 000
« y-Glutamil transferaza (GGT) 300 000




Poluzivot enzima

« PoluZivot enzima varira: e
« Od nekoliko sata do nekoliko dana N S lhiasa
» Proselno 11/2 0d 6 do 48 sati -
2 0,693 4
Kd=2303log ———- = =rreeeeeee
T R
Frakciona brzina uklanjanja (u satima)
za najvazinije enzime u serumu %
= ~0.02 + © CK-AMM ® Cytoplasme
g ® Done ALP
§ ol O O scresddui ASY
< ® LD
"




Enzimi kao tkivni markeri

. Odredivanje organo specificnih enzima

Serum Eritrociti Jetra Srce Misi¢
AST 1 x15 x7000 x8000 x5000
ALT 1 x7 x3000 e== %400 x300
LD 1 x300 x1500 x1000 x700
CK 1 <1 <10 x10000 x50000 wup=
Osetljivost Specificnost

Enzimski profil



3. Enzimski profili

Odredivanje nekoliko enzima (enzimski profil) i posmatranje relativhe
enzimske aktivnosti, izraCunavanje odredenih koeficijenata

MiSi¢a i srca
CK

AST

LDH

ALD

GP

Jetre
ALT
AST
ALP
GGT
SNT
CHE
AST/ALT

Pankreasa Kosti
Amilaza ALP
Lipaza AcP
Tripsin

Himotripsin

Elastaza-1



Amilaza (a-1,4 glukan-4 glukano
hidrolaza, EC 3.2.1.1)

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

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

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

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




Amilaza (a-1,4 glukan-4 glukano
hidrolaza, EC 3.2.1.1)

Enzim u serumu i urinu je porijeklom iz:

PLJUVACKE i PANKREASA.
Enzim u 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!




Uzroci:
Alkoholizam
Zuéni kamenci
Hiperlipidemija
Hiperkalcemija
Ishemija

Ostali

SNk wWNRE

* 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

- nije u korelaciji sa fezinom oboljenja, ali vede aktivnosti

ukazuju na ovo oboljenje; u 20 % slu¢ajeva aktivnost
enzima normalna

Aktivnost amilaze u urinu bolji pokazatel]

e o

- Cesce poveclana, vele povelanje, duze poveclana.



Aminotransferaze

Aspartat aminotransferaza AST

(ranije: glutamat oksalacetat transferaza GOT)

Alanin aminotransferaza ALT

(ranije: glutamat piruvat transaminaza GPT)

Reaktivna
| grupa
0, ¥ M . : .
O - Koenzim transaminaza je
1l | -
O=F=0 =y - OH piridoksal fosfat (PLP)
o r..,l " I:}".:l

Piridoksal fosfat (PLP)




Aminotransferaze

AST i ALT katalizuju sljedece biohemijske reakcije:

CoQ- TC-C-' _—I.S'T, P-5'-P TC-G' TC-G'
H—C—NH2 + c=—o0 ~ C—0 +  H——C—NH;
CHz ':|3H2 n:|:H2 t|:H2
Coo CHaz c|:-::-0' CH2
Coo lC-CI'
L-aspartat 2-oksoglutarat oksalacetat L-glutamat
i e ALT, P-5P §°° P
H—C—NH; +  C=—0 —0 + H—C—NH,
£|:H3 '=|3H4 <|:H3 CHz
CHs 'J.:H:
Coor -|CDC-'

L-alanin  2-oksoglutarat piruvat L-glutamat



Aminotransferaze

AST i ALT su normalno prisutne u:

d plazmi

O Zudi

[ cerebrospinalnoj tecnosti

1 pljuvacci

Nema ih u urinu, sem ako postoji lezija bubrega.

Povecanje aktivnosti AST i ALT postoje usljed:
v’ Osteéenja jetre

v’ Infektivhe mononukleoze

v’ Akutnog infarkta miokarda

v’ Primjene nekih ljekova (statini!)

ALT — samo u citosolu
AST - i citosolna i mitohondrijalna




ALT 1 AST

AST (
D Riti koeficijent ALT
e ITISOV KoeTICljent = AST ALT (

Normalno: <1
>1 = manje ostecenje hepatocita; obicno reverzibilne promjene
<1 = vece ostecenje hepatocita; obicno ireverzibilne promjene; oslobadanje mtAST

Visoka aktivnost 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 povecéana usljed:
» nekih oboljenja misSi¢a (npr. dermatomiozitis)

» pluénoj tromboemboliji

» akutnom pankreatitisu

» gangreni

» hemolitickim bolestima

» ,,crush,, povredama misica

lzoenzimi AST-a se mogu razdvojiti: Toxic of cheric " i
npy
O elektrOforezom Acute viral hepatiis b q
o imunohemijskim metodama Alccholc hepatits ——
o hromatografijom oy —
o diferencijalno — kinetickim metodama i I
Nomol | fr—
10 )’3 100 0 1,000 3.000 10,000
Uperl




Laktat dehidrogenaza (LDH)

LD
L-laktat + NAD*® ?#%8-28 = Ppiryvat + 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.
B izoenzima
LDH-1 (HHHH; H,)
LDH-2 (HHHM; H;M)
LDH-3 (HHMM,‘ HEME) LDH je prisutna u svim celijama, i to u citosolu!
LDH-4 (HMMM:; HM,)
LDH-5 (MMMM: M,)




Laktat dehidrogenaza (LDH)

Razlicita je distribucija izoenzima u tkivima:
+ Sréani misié

- Bubrezi LDH -1
- Eritrociti LDH -2
- Jetra - LDH -4

- Skeletni misi¢i LDH -5

+ Endokrine zlezde, slezing,

pluéa, limfni ¢vorovi,

LDH -3

trombociti, >

negravidni uterus



Laktat dehidrogenaza (LDH)

LDH nije tkivno specifican 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 (50 puta u odnosu na gornju norm. vrednost)

bolesti jetre

bolesti bubrega

maligne bolesti

progresivna misi¢na distrofija (LD-5)

pluéna embolija (LD -3)



Gama glutamil transferaza (GGT)

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

HO
|
tHD
o A
I
N

0=2
*HN—HD »



Gama glutamil transferaza (GGT)

GGT je prisutna u:
> serumu
» svim ¢elijama (osim misica)

Vedca frakcija enzima je locirana u
membranama, a manje frakcija se nalazi
u citosolu!

GGT moze ucestvovati u nekim aspektima
metabolizma glutationa!

GSH -

- Glycine

- Cysteine

= Glutamate




GGT

 GGT u serumu je primarno porijeklom iz
hepatobilijarnog sistema.

* Najvisi porast aktivnosti u slucajevima:
— Intrahepaticne holestaze

— Ekstrahepaticne holestaze
— Primarnih i sekundarnih tumora

— Senzitivnija od ALP i transaminaza u detekciji
opstruktivne zutice!



GGT

 Umjereni porast u slucajevima:
— Infektivnog hepatitisa
— Masne jetre
— Intoksikacije ljekovima
— ALKOHOLIZAM
— Alkoholna ciroza ...

— Akutni pankreatitis

— Karcinomi pankreasa
— Tumori prostate...



Kreatin kinaza (CK)
. o

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)
lzoenzimi su oznaceni na osnovu elektroforetske
pokretljivosti (CK-1, CK-2 i CK-3), tako da forma koja se krece
najbrze ka anodi ima najmanji broj.
Otkriven je i cetvrti izoenzim MiMi —izmedu spoljasnje i
unutrasnje membrane mitohondija u miokardu i skeletnim

-----

MiSiICima.




Kreatin kinaza (CK)

* Najvisa aktivnost nadena u:
— Srcu
— Mozgu
Aktivnost u jetri je prakticno nemjerljiva.

Prema tome, aktivnost CK ¢e biti povecana u
oboljenjima:

— Skeletnih misi¢a (mis. distrofija; virusni miozitis,
polimiozitis i sl.)

— Srca (AIM, miokarditis, perikarditis i sl.)
— CNS-a (Reyeov sy, trauma glave, SAH, i sl.)

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



CK — akutni infarkt miokarda

* Najznaéajnije poveéanje aktivnosti CK-2

+ Aktivnost se povecava 3 - 8 sati (6 sati
najéesce) od nastanka bola u grudima

* Maksimum posle 10 - 24 sata (20 sati najcesée)

+ 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 infarkt.

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 misic¢a, neurohirurske i
abdominalne operacije, oboljenja tireoideje, nakon
koronarne angiografije, kateterizacije itd.)
aktivnost CK-2 moze biti povecana ali

ne prelazi 6 % ukupne aktivnosti CK.




Alkalna fosfataza (ALP)

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

Nalazi se u svim Celijama u tijelu, posebno na ili u
membranama.

Visoku aktivnost ALP pokazuje u:

— intestinalnom epitelu

— kanalima bubrega

— kostima (osteoblasti)

— jEtri | '“w'
— placenti '

J a
J
1
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Alkalna fosfataza (ALP)

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

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

— transportom lipida u crijevima
— procesom kalcifikacije u kostima




Alkalna fosfataza (ALP)

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 % 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

* Fizioloski uslovi u kojima je povecana
aktivnost ALP:
— Intenzivan rast dugih kostiju (djeca)
— Zarastanje preloma dugih kostiju
— Trudnoda (r~rofita naclindnii frimagtgr)




Alkalna fosfataza — klinicki znacaj

Mijerenje aktivnosti ALP ima za cilj detekciju 2 grupe
oboljenja:

— Oboljenja jetre i Zucnih puteva (holestaza!)

— Oboljenja kostiju povezana sa osteoblasthom
aktivnosti

e Holestaza

— Odgovor jetre na holestazu je indukcija sinteze ALP!
 Intrahepaticka holestaza (npr. invazija Ca)
* Ekstrahepaticka holestaza (npr. karcinom glave pankreasa)



Alkalna fosfataza — klinicki znacaj

* Bolesti kostiju
— Pagetova bolest
— RahItIS Normal Pagel s disease
— Osteomalacija
— Osteogeni tumori kos
— Primarni i sekundarni i :
hiperPTH i/ | it |



OSNOVI METABOLIZMA
HRANLUIIVIH MATERIJA



KATABOLIZAM. ANABOLIZAM

Catabolism 29 0
= ®o0,°
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Small Anabolism .,
Molecules oo

Molecule



KATABOLIZAM. ANABOLIZAM

Catabolism Anabolism

energy-yielding metabolism |  biosynthetic metabolism
energy sources | biopolymers

)

i intermediates
heat «—— N\— utilizable

energy
P)ntracellular precursors
: 1

metabolic products external nutrients




UNOS MATERIJA U ORGANIZAM



3 FAZE METABOLICKIH PUTEVA

{otoboliram Pollmeri: Anaboliram .
e Pratsini FAZA 1 - ruzgr*udnJa
Mukleinsks kisslina .
alisahorid molekula unetih hranom na

jadnﬂsmvnija sastavne
@ %E’““' molekule

el FAZA 2 - dalja
g razgradnja do dvo- i
s trougljeni¢nih ostataka
i | FAZA 3 -
| maptetine oksidacija do
trikorbonekih kiseling HEO I- COE
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Unos materija u organizam

Monomeri
Sopstvenih molekula
Neutralisani ksenobiotici

Molekuli
uneseni
spolja:

*monomeri

-ksenobioti-

ci

Enterocit

Obrada molekula:
»sinteza rezervnih
molekula
sinteza sopstvenih
molekula
-neutralizacija
ksenobiotika

Cirkulacija



Unos materija u organizam - ugljeni hidrati

CH.OH CH-OH

= Najzastupljenije [ o gp 1 PET
hranljive materije u | _ (o, Lo @D_ B4
01,4 OH OH

ishrani (skrob,

L CH oH |
EﬂhQI‘UZH, Iﬂk'rﬂzﬂ] Armilons Galaktoza Glukoza
. . . Laktoza
= Varenje ugljenih
hidrata CHOH  CHON o
podrazumeva <; ) Glukoza 0
* * . * . —0-OH o OH \\
hidrolizu glikozidnih { e Kor
veza kojima su croH o, 1
povezani molekuli “ Q Ot
monosaharida O/ o\ Fruktoza | 2O~
OH OH H
. . CH.OH
Amilopektin HO .

Saharoza



\Ltren(ﬁq UH zapocinje u usnoj

duplji (pljuvacna a-amilaza

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

Dnleln razgradnja se odvija pod
ejstvom disaharidaza
vezanih za povrsinu

skrob

membrane mikrovila éelija S & maltoza

tankog creva. duodenum === :
Monosaharidi dobijeni dejstvom tenko creve 4 a

ovih hidrolaza se prenose u debelo = e

celije epitela tankog creva erevo R/ 0 0%,

Na*-zavisnim_aktivnom Jo o glukeza

transportom i olaksanom g0,

difuzijom |

Ne postoje enzimi za varenje
polisaharida u dijetnim
viaknima. Delimicno ih
r'nzgr;nduju bakterije u

|

nastaju gasovi.



Dejstvo amilaze

a-amilaza je endoglukozidaza
(katalise hidrolizu
unutrasnjih a-1,4 veza
izmedu glukoznih ostataka
u lancu polisaharida, cime
nastaju a-dekstrini.

Amilazu iz pljuvacke inaktivise
HCL u zelucu.

Pankreasna amilaza nastavlja
hidrolizu skroba i glikogena
do oligosaharida (granicnih
dekstrina), maltoze i
maltotrioze. Amilaza ne
deluje naa-1,6 veze, ved
raskidanje takvih veza

unutar dizaharida katalise Trisaharidi a-dekstrini
EIﬂmﬂ,H‘ﬂ:ﬂ {i veliki oligosaharidi) {oligesaharidi sa a-1,6 vezama)




== Transport glukoze

Celijska
membrana Lumen Vancelijska tecnost
= al I K* Na*
— ATP
\-.____ I":+ ._\‘
“— . ADP
Na* «_; Ma |
Glukoza - ';"'_J
/ D Glukoza = Glukoza
lll.'lll.l:_ _F f

f
Transport protein

Jon Na+ se vezuje za transportni protein sau
luminalnoj membrani, cime obezbeduje
vezivanje glukoze. Nakon konformacione
promene, sa proteina se u unutrasnjost EE-]IJE
oslobadaju Na i glukoza i on se vraca u
originalnu kenformaciju. Na,K-ATPaza u

o bazolateralnoj membrani obezbeduje

odrzavanje niske konc. Na u celiji.

Shodno tome, %iukuzu se krece nasuprot
radijentukoncentracije iz lumena u celi

I

g ™ potom prelazi u vancelijsku tecnost olaksanom
= Ligand (glucose) difuzo jom uz pomeé transportnog proteina.



Transportni proteini za glukozu (GLUT)

Lumen tankog
creva

pitel tankog creve Krvotok

MNat,K+-ATPaze
(jenska pumpal

T

Insulin =

1 i
ot o

—» Glukoza *




Transporter |Distribucija u tkivima Komentar
GLUT 1 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
Euhre.g Elfini‘tet
p-¢elije pankreasa U pgnkreasu 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 misi¢i njegovom prisustvu
Sréani misic povecava se broj GLUT 4
na povrsini celije)
Visok afinitet
GLUT S Intestinalni epitel Transporter prevashodno
spermatozoa za fruktozu




ENERGUA



Oksidativna fosforilacija

* U eukariota u mitohondrijama
* Odigrava se redukcija O, do H,0
* Donori elektrona su NADH i FADH.



Oksidativna fosforilacija

Peter Mitchell (1961)
- hemiosmotska teorija -

Transmembranska razlika u koncentraciji
protona rezervoar za dobijanje energije iz

bioloskih oksidacija



Dobiéug!e ATP-a u procesu oksidativne fosforilacije podrazumeva
ucesce:

- davaoca elektrona (NADH ili FADH.),

- primaoca elektrona (0,), kao i

* unutrasnju membranu mitohondrija koja je nepropusna za protone,

- sve komponente lanca prenosilaca elektrona i

- ATP sintazu.

Oksidativna fosforilacija je regulisana stepenom iskoris¢avanja ATP-a

NADH + H*

NADv

Matrix

e drvenly M
insi proton-moti ve
alkaline) foree negative)




OKSIDATIVNA FOSFORILACITA
Reakcije transfera elektrona u mitohondrijama

Dehidrogenaze sakupljaju elektrone iz katabolickih puteva i
prenose do univerzalnih akceptora elektrona NAD*, NADP+,

FMN ili FAD.

Proteini

Ugljeni hidrati

Lipidi

l

|

NADH + H*

FADH,

N

(RESPIRATORNI LA

s Katabolicki putevi <

AN

NADPH + H*

AN
NAC



Redukcioni ekvivalenti ulaze u
respiratorni lanac na dva mesta

Redukcioni ekvivalenti za
oksidativnu fosforilaciju poticu
najveéim delom iz ugljeniﬁ
hidrata i lipida, (manjim
delom iz aminokiselina).

Centralno mesto prenosa

redukcionih ekvivalenata na
dehidrogenaze - njihove

koenzime - je Krebsov ciklus
Trikurboksiﬂnih kiselina.

Acetil-CoA, proizvod metabolizma
glukoze, masnih kiselina i nekih
AK, jedinstveni \]E. proizvod
razgradnje hranljivih materija i
iz njega se u osnovi izdvajaju
redukcioni ekvivalenti ¢ijim se
kasnijim prenosom na kiseonik
oslobada energija koju celija
moze da zahvati i iskoristi.

Glukeza

Mazne kizeline

Aminckizel

ATP
MADH

FAD(ZH

NADH  Piruvet

Ketonska Acetil-Co A

—F
tela
Cilclus .
I!.M,
\ €O, i H,0

NADH i FAD(2H)

Oz alaciion
transport
H .
Y fm) chair



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




F,Fy ATP sintaza je enzim koji

sintetise ATP,

F,F, kompleks, ATP
sintaza, sacinjena
je od pet vrsta
proteina (c.B,y. 3 |
e), koji Cine cvor i
peteljku; cvor i
petel jka zajedno
cine F1, ciji je
sastav a3p3y3de.
Uz to se nalazi
oshova, F.,
ugradena u
unutrasnju
membranu
mitohondrija

Deo koji se obrée
(12 subjedinica)

Strana okrenuta
citosolu
Fo
Subjedinica a Strana okrenuta
matriksu
8
-
Subjedinica b
Fi
=
Subjedinica

U osnovi ATP sintaze nalazi se kanal kroz koji
prolaze protoni. Prolazak protona daje energiju
za obrtanje osnove koje se prenosi na peteljku
i menja konformaciju proteina u &voru.



Malat-aspartat sistem povratnog
tfransporta

—= Glutamat > Glutamat \ / Oksalacetat ——
Tmmg Glutamat-aspartat
aminotransferaza
Aspartat-=

glutamat
Aspartat / \\U-Kﬂogluturnt

D‘hﬂ'ﬂﬂﬂtﬂt m-l(atogluturut -
NADH NADH
mnlut drogenazc
NAD*A/ \_ NAD*

» Malat

membrana Mitohondrijalni matriks



ATP:citrat
liaza

ADP

Oksaloacetat \
ATP

AcetilCoA
s CoA-SH

Y
Sinteza sterola ili
masnih kiselina

Citratni sistem

Citosol Mitohondrija
AcetilCoA

P Oksaloaceta

Malat = Malat
C > Citrat sintaza
Citrat Citrat */k*CoA-SH




ATP u kompleksu sa Mg?*

v Cj: Y

f 1 E
! 1 M
0 (o} e
I | r 3
O—P—0—P—0—P—0-— CH, <
] | I 0 |
0 O O \ riboza
Y B«
trifosfat

OH OH

ATP je univerzalni energetski "novac” u éeliji. Hemijska energija
sadrZana u njegovim visokoenergetskim vezama mozZe se prevesti u
druge oblike energije.



KREBSOV CIKLUS



Izvori acetil-CoA

CH;, " L (ketonsko telo)
| : S
.. N R Tl ' Ho—c?° Alonin
?Hz : UH_{f_ 2 | (amino kiselina) Etanol
CH; ¢ : H—Cc—oH A .£00"
L ?H: T H_‘-'lz—DHE II:|:=':IE H,Hti'—{f_H '-FHEGH
coo” Cwont i BT | CHy CHy
Palmitat Glukozo
(masna kiselina) (secer)
-_I {?Dé::
ICHy-C——SCoA
AcetikCoA

Acetil-CoA nastaje u katabolizmu masnih i amino kiselina, ali daleko je

najvaZniji izver acetil

CoA piruvat koji nastaje u glikolizi.

Oko 2/3 NADH i FADH. nastalih u oksidaciji hranljivih materija poti¢e od

oksidacije acetil CoA.




Centralno mesto u metabolizmu- katabolizam zavrsava a

anabilizam otpocinje u Krebsovom ciklusu
Glukozo

AcetilCoA Energya

AasiBCoN A

|
NADH  H/FADH,

Aminokiseline
f s
n-Ketoglutarat
Oksalacetat Oksaloacetat
~ ~
Amino kiselhne
Masne luzob'rpo
sa parnim brojem
Intermedijati a P s ﬁ’"liﬁﬂ
AcetilCoA
PropionikCoA

> Masne kiseline
sa neparnim
\Q-l_t i uglieni
Masne kiseline



‘ Metabolicko poreklo i sudbine acetil-CoA

‘ Firuvat ‘ Amine kiseline ‘ Maszne kizeline

j AcetilCoA N
i
Ciklus trih«ulrhohilmh Ketonska tela Stern‘udi |
kiselina Masne kiseline

Acetil CoA mozZe biti i prekursor u sintezi masnih kiselina, sterocida i ketonskih
tela. Za sintezu steroida i masnih kiselina acetil-CoA mora da bude prenesen iz
mitohondrija (gde nastaje) u citosol




y.
CH,CO
Piruvet O

PDH

DLTA

(E2)

)

NAD*

NADH+H*

CoA-SH



Glikogen Trigliceridi Proteini

Glikogenoliza J Lipoliza Proteoliza

Glukoza Slobodne Amino kiseline

masne kiseline
Gliko Iizf-&l

Piruvat

Oksidacija \

B-Oksidacija Deaminacija i

oksidacija

/’,,/" Ketonska tela

-izvor u nekim tkivima
i u nekim uslovima-




O |
g CoASH CH,

H,0 + g |
20+ H,C7S-CoA OOC—?—OH
e
COO°
Citrat

Okasloacetat

NADH + H*.

) M alat-dehidrogenaza
NAD

(IZOO'

HO-C-H

COO”
Malat

Fumaraza

FAD

Sukcinat

“igy\  H-C-OH
'OOC—(lj—H
?Hz +
COO NAD
Izocitrat
Izocitrat-
dehidrogenaza NADH + H* + CO,
00C. 20
¢t
COO”

a-Ketoglutarat

+
Kompleks a-ketoglutarat NAD™+ CoASH

-dehidrogenaza
CoA-S. 29
] NADH + H* + CO,

GTP + CoASH




METABOLIZAM UGLJENIH
HIDRATA



Metabolicki putevi u koje je
ukljucena glukoza

Najznaéajniji metabolicki putevi
glukoze (u odnosu na kolicinu
glukoze koja u njih ulazi) u
vecini celija su:

Glikoliza

» Sinteza glikogena

» Pentozofosfatni put

Drugi putevi ukljucuju sintezu
glukuronske kiseline,
aminosecera, slozenih ugljenih
hidrata.

Glikogen

Skladistenje

Oksidacija preko
pentozofosfatnog
puta

Oksidacija
glikolizom

Ribozo 5-fosfat

Piruvat




Glikoliza

* Jedan od glavnih

puteva za sintfezu ATP- Glikoliza
(10 uzastopnih reakcija)

Glukoza

a u ¢elijama

i Anaerobni uslovi

* Prisutna je u svim

2 X Piruvat |—___
¢elijama —— | 2 x Laktat
I
* Odvija se u citosolu
” . Aerobni uslovi

* MozZe se odvijati i u

aerobnim i u 2 x Acetil-CoA

anaerobnim uslovima \ e

4CO, + 4H,0




Glukoza

kaluncel:nt-—| seeeeeoome 2 Etanol + 2x COy
Piruvert Glikoliza '
karboks
Y
— » 2% Piruvat _Anoerobni uslovi
Alanin 07— |

aminotransferazo Aerobni Laktat

uslovi dﬂhﬁfﬂ’ﬂﬂﬂ!‘ﬂ
Alanin ‘—| - CO4 ‘—v 2x Laktat

\
2 AcetilCoA

Ciklus
trikarboksilnih

d4x CO; + 4x H,0



P r‘ipr'emna faza- svodenje na gliceraldehid 3 fosfat

*.'
CH,OH <'2=0 ?Hon
0 HC—OH Fosfogluko- c=0
3 | : |
OH Hek::k;naza HO""(le ‘tzomemza‘ HO— ?H
B
OH OH ATP ADP HCli—OH HCI—OH
| OH H(':—OH HC|1—0H
Gluk
e H,C—0—POs” H,C—0—PO *
Glukozo 6-fosfat Fruktozo 6-fosfat
& Hzcl:—O—P032'
Hz?—O_Po3 C=0 Gliceraldehid 3fosfat
c=0 |
. | CH,0H
Fosfofruktokmaz: Ho_(I:H
/M%\ M Triozofofat
ATP 9 ADP H(l: OH e T izomeraza
H?—OH
H,C—0—POJ* HE=0

Fruktozo 1,6-bisfosfat H? —OH Dihidroksiacetonfosfat
H,C—0—PO;



Faza dobijanja energije - oksidacija i
fosforilacija na nivou supstrata

I ] I
. : & 2 )
(l:—H G"Zi?,‘}ff,f,’gg,,%ﬁ?,"‘" _ ? IERL Fosfoglicerat kinaza CI:—O
H—C-0OH o /_\ (' H—(I:_OH - H—C-OH
CH,0-POZ  NAD' NADH{H™ Pi CH,0—PO;" ADP: AP CH,0-PO;’
Gliceraldehid 3-fosfat 1,3-Bisfosfoglicerat 3-Fosfoglicerat
o) 0 o}
i || i
-0 c—0 c-0
i)sfoglicerat mutaza H—é—O—PO}' Enolaza CI:—O—PO§' Piriivot kinaza C|=O
| n AN
CH,0H CH, atp CHs
2-Fosfoglicerat Fosfoenolpiruvat Piruvat
0
c|:1_0_ Regeneracija NAD*:
Laktat dehid - : .
e ';'sfe"‘m‘ s - u laktat dehidrogenaznoj reakciji,
NAD' NADH+H* CH; - prenosenjem redukcionih ekvivalenata u

Laktat mitohondrije mehanizmima povratnog transporta.



Sudbina laktata

Laktat osloboden u glikolizi prihvataju éelije drugih tkiva (jetra,
srcani i skeletni misi¢) gde se oksiduje ponovo u piruvat. U jetri,
piruvat je prekursor u glukoneogenezi.

A
Glukoza —=Glukoza += Glukoza
2x ATP
- b ATP
2x Loktot+———— 2Zx Loktat ——— . —2x Laktat
Jotra Cirkulacijo Ekstrahepaticka thive

U ostalim tkivima laktat se oksiduje u piruvat, koji se dalje oksiduje u ciklusu
TCA. Lako je laktat dehidrogenazna reakcija termodinamicki poveljna u smeru
nastajanja laktata, ukoliko se NADH brzo oksiduje u procesu oksidativne
fosforilacije, ili koristi u procesu glukoneogeneze, smer reakcije se menja:

Laktat + NAD* — piruvat + NADH+H*

Sréani misi¢, npr. moZe da iskoristi laktat osloboden iz drugih tkiva, za dobijanje
energije.



Glukoneogeneza

U periodu izmedu obroka, dolazi do sinteze glukoze iz neugljenohidratnih
prekursora da bi se odrzao nivo glukoze u krvi. Ovaj proces je oznacen kao

glukoneogeneza.
Glukoneogeneza, koja se odvija prevashodno u jetri, je metabolicki put za sintezu

glukoze iz supstanci koje nisu ugljenih hidrati.

Aminokiseline

2% Piruvat

2x Laktat
Kod [judi, najvazniji

i ; : prekursori u procesu
Aminokiseline — 2x Oksaloacetat <— 2x Propionat glukoneogeneze su laktat,
glicerol, propionat i amino

\ kiseline, posebno alanin.

2% Glicerol —— 2x Triozofosfati «—— Fruktoza

Y

Galaktoza ——» Glukoza




Kontrolne tacke u

Fruktozo 2,6-bistosfat

Fruktozo 1,6-bisfosfat

AcatilCod;

ATP .

Alanin: -

Fosforilocijo zm'lu.nn
od cAMP-a:

AMP 1

Kontrolne tacke u

Glukoza
h Glukozo &-P
Heksokinaze : Glukozo 6fosfataze
i o
s r
Glukozo 6-F
r
Fruktozo 6-P Hormonska kontrola
| sintese
Fasfafrukiokinaza - Fruktozo 1,6-bisfostataza
[ ] 8 .
: r :  Frukiozo 2,6-bisfosfat
' ; AMF
Frukt 1,6- bisP
e E:'m ! . * Hormonska I-::nl:rnlu
; smta:u !
'
men.unnlpirwut Hormonska kontrola
: f sintere
; Fasfoenalpiruvat
. . : ! . Hormonska kontrola '
ﬁn.r:ntimm Oksalacetat - -ir-tn-“ ’ :
Piruvat karboksilaza
r r— AcetiCoA




Struktura glikogena

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

Specifi¢ni enzimi -
prolteinski omotdé

|
X |
]

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

CH,OH U tkivima, glikogen je prisutan u
obliku Cestica koje sacinjava polimer
veoma velike molekulske mase (107-
108). Enzimi odgovorni za procese
CH;OH CHy fH08  sinteze i razgradnje, kao i neki od
|<0: H >| QOKOH >| regulatornih enzima, nalaze se na

OH OH OH  povrsini Cestica glikogena

o-1,4-glikozidna veza H 0+1,6-glikozidna veza




ATP
Heksokinaza (
AL

Sinteza UDP-glukoze

Glukoza

Y

Glukozo 6-fosfat

Povratna reakcija

uridin

Sinteza glikogena je proces koji
zahteva energiju.

Glikogen se sintetise iz glukoze,
ko;#a Se mora prevesti u Tzv.
akTivirani oblik glukoze, uridin
difosfat glukozu (UDP-
glukozu).

Aktivisani oblik glukoze
neophodan je u Sintezi
glikogena, glikolipida i
glikoproteina. Reakciju katalise
glukozo-1-fosfat
uridiltransferaza.

U ovoj reakciji se oslobada
pirofosfat, koji hidrolizuje na
dva neorganska fosfata pod
dejstvom pirofosfataze.



Sinteza glikogena

dﬁ

Tlmzll

A
L

I..IEIPqukm

;%wxyyyyywa

UDPglukeza

Gﬁ.l‘ng;nmtmf

f%xxywywﬂxa

Glikogen sintaza katalise prenos
glikozilnog dela UDP-glukoze na
polisaharidni niz u molekulu
glikogena, pri ¢emu se uspostavlja
glikozidna veza izmedu C1
aktivisanog Seéera i C4 glikozilne
grupe na rastucem lancu glikogena.

Glikogen sintaza katalise
dodavanje glukoznih ostataka na
polisaharidni niz koji sadrzi vise
od 4 glukozne jedinice.

Za sintezu glikogena neophodna
tzv. pocetnica. Najéesce je ova
poCetnica postojeéi molekul
glikogena, jer pod fizioloskim
uslovima gotovo nikada ne dolazi
do potpune razgradnje glikogena.



Razgradnja glikogena

Fosforilong

# Glukozo 1-#

i-1,6-very

Damowni

Glikogen fosforilaza
katalise fosforoliticko
odvajanje glukoznih
ostataka sa neredukujuéih
krajeva molekula glikogena i
nastaje glukozo-1-fosfat,
pri ¢emu fosfatna grupa
potiCe iz neorganskog
fosfata (a ne iz ATP-q).

Nastali glukozo-1-fosfat se
zatim u fosfoglukomutaznoj
reakciji prevodi u glukozo-
6-fosfat.

U jetri, dejstvom glukozo-
6-fosfataze, glukozo-6-
fosfat hidrolizuje na
slobodnu glukozu (koja izlazi
iz Celije i prelazi u krv) i
fosfat.



A
e
-1, d4-vera
1./6-ega - 1 B
Jl e - e f”f
T Hanacgliog®ad M 8 ko 19 Canovnr lanac glikegena
(92 %) 4 Hﬂmhrlmj
//_\ o-1,6-vexn
OGODDGDOC%{DD
T . Osmovnd fanac glikogens
Glikagen fosforilas a8 G“'"’"‘““‘“}\_‘ gluikoz
EEEGDDQDQEQEQ (8 %)
T AT

Cetiri glukozne jedinice neposredno uz mesto
grananja uklanjaju se dejstvom enzima odgranjavanja
(enzima kresanja), koji deluje i kao glikozil 4:4
transferaza i kao a-1,6 glukozidaza.



Glikogen jetre
ima pufersku
ulogu u
odrzavanju
glikemije
izmedu obroka i
u toku noénog
odmora.

Uloga glikogena jetre i misica

Glikogen

Glikogen fosforilaza

!

Glukozo 1-fosfat

Fosfoglukomutaza

{

Glukozo 6-fosfat

Glukozo 6-fosfataza

Glukoza

|

‘ Glikoliza

Piruvat/Laktat

Oksidativni
metabolizam

ATP, CO,

Jetra Glukoza u krvi

Misi¢

Glikogen koji se nalazi u misi¢ima ne
moZe da se koristi za povisenje
glikemije jer misiéi ne sadrze
glukozo-6-fosfatazu. Time je
onemogucena defosforilacija
glukozo-6-fosfata u Celiji, i glukoza
ne moze da prede u cirkulaciju.
Medutim, glikogen iz misi¢a moze da
ucestvuje u requlaciji glikemije
indirektno, preko laktata koji se
oslobada iz misi¢a i jedan je od
supstrata za glukoneogenezu u jetri
(Korijev ciklus). Takode, obzirom na
veliki kapacitet misica za sintezu
glikogena, visak glukoze u krvi moze
veoma brzo da se deponuje u
misi¢nom glikogenu, ¢ime dolazi do
snizavanja koncentracije glukoze u
krvi.



GLIKEMIJA 3,5-5,5 mmol/L

Nivoi glukoze i hormona u krvi u periodu
nakon mesovitog obroka

120
Glukoza q00
u plazmi
mg/dL
g 80
Glukagon 200
u plazmi
pgfmL 0
40
30
Insulin u
plazmi 20
pU/mL
10

D |

obrok obrok obrok

| | l

T

|
gam 2pm 8 pm 2am 8am
vreme



Oksidovana glukoza (g/sat)

r*rUH uneti hranom
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20

?Ilkmgenollza Glukoneogeneza
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- et

g 18 24 2 B 16 24 32 40
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Sitost lzmedu obroka Gladovanje
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* INSULIN

* GLUKAGON, ADRENALIN, HORMON RASTA,
TIREOIDNI HORMONI, KORTIZOL



e <3,5HIPOGLIKEMIJA
e <2 2 HIPOGLIKEMIJA U UZEM SMISLU RIJECI

* >5,5 HIPERGLIKEMIJA



