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Proteiny, zakladni molekuly Zivého organismu, zastavaji celou fadu fyziologickych
funkci. Psobi jako receptory, enzymy, pienasece, slozky kontraktilnich a motilitnich systémd,
protilatky, faktory krevniho srazeni ¢i hormony. Biologicka funkce proteinu je pieduréena jeho
piirozenou (nativni) strukturou, ktera je zakodovana v jeho primarni struktufe (potadi
aminokyselin). Degradace proteinl je zajiSténa Cinnosti intracelularnich (lyzosom, cytosol) i
extracelularnich (GIT) hydrolytickych enzymt oznacovanych jako peptidasy. Vysledkem
rozkladu proteinti je smés volnych aminokyselin, které jsou transportovany do bunék téla
prostiednictvim specifickych transportnich systéml a dale vyuZity. S degradaci proteinii a
transportem aminokyselin souvisi celd fada poruch — napt. poruchy zalude¢ni sekrece, poruchy
pankreatické sekrece, malabsorpce aminokyselin (napf. Hartnupova nemoc), poruchy
lyzosomalni degradace ¢i poruchy cytosolické cesty degradace. Cilem této lekce je popsat
zakladni procesy traveni proteint jak v GIT, tak uvnitf bunék téla, vstfebavani aminokyselin a

poruchy s nimi spojené.

Pfehled metabolismu proteint

Ve v8ech tkanich kontinudlné probihd degradace a syntéza novych proteini (obrat
proteinii, Obr. 1). Proteiny potravy tvoii v této bilanci kolem 100 g, zatimco endogenni
proteiny az 200 g za den. V organismu zdravého dospélého ¢loveéka je tedy denné odbouréano a
nasyntetizovano kolem 300 g proteinil, coZ ptedstavuje zhruba 1-2 % jejich celkového
mnozstvi. V rychlosti obratu jednotlivych proteinli a tkani jsou vlivem odli$né hormonalni a
nervoveé regulace a pritomnosti riznych enzymi a transportért v jednotlivych tkanich znacné
rozdily. Velky obrat proteind je typicky pro tkané, ve kterych dochazi k velkym strukturnim
zménam, napiiklad v kosternich svalech v pribéhu hladovéni, nebo v déloze béhem téhotenstvi.
Z celkového mnoZstvi aminokyselin uvolnénych pii degradaci proteint je kolem 75 % znovu
vyuzito k syntéze proteini. Aminokyseliny nemaji, na rozdil od lipidl a sacharidi, specialni
zasobni formu. Proto jsou ty, které nejsou pouzity k syntéze novych proteinti, velmi rychle
degradovany. Jejich uhlikové skelety jsou vétSinou pfemeénény na amfibolické intermediaty a

vétSina dusiku je vyloucena moci ve forme netoxické mocoviny.
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Obr. 1. Obrat proteinti a zdkladni sméry metabolismu aminokyselin (upraveno z Baskin a

Taegtmeyer 2011).

K hodnoceni metabolismu proteinti se v praxi vyuziva tzv. dusikova bilance, u které se
porovnava mnozstvi ptijatého a vylou¢eného dusiku. U zdravych dospélych jedincti je mnozstvi
dusiku pfijatého potravou stejné jako mnozstvi, které se za den vylouc¢i (moci, stolici, potem,
ostfthanymi vlasy a nehty, deskvamaci rohové vrstvy epidermis) a dusikova bilance je
vyrovnand. Stav, kdy je pfijato vice dusiku, nez je ho vylouceno, se oznacuje jako pozitivni
dusikova bilance a objevuje se zejména béhem téhotenstvi, ristu a rekonvalescence. Negativni
dusikové bilance, tedy stav, kdy vylu€ovani pfevazuje nad ptijmem dusiku, vznika v disledku
hladovéni aZz marasmu, zavaznych chirurgickych zakrokd, rozvinutého néadorového
onemocnéni, nebo kwashiorkoru (zavazna malnutrice vyvolana deficitem proteinti). Dusikova
bilance zavisi na téZ pfijmu esencidlnich aminokyselin. Pokud chybi byt jedind esencialni
aminokyselina, dusikova bilance se stdva negativni a nepomuiiZze ani nadmérna saturace dal§imi
aminokyselinami. Ty jsou pak jako Ziviny vyuzity k ziskani energie a dusik je ve formé&

mocoviny vyloucen z téla.

Proteolytické enzymy

Traveni peptidi a proteinli v travicim traktu 1 jejich degradace v tkénich jsou
katalyzovany peptidasami, coz jsou enzymy hydrolyticky Stépici peptidovou vazbu. V GIT jsou
peptidasy obsazeny v zalude¢ni a pankreatické Stavé a na povrchu enterocyti. Mizeme je
klasifikovat podle mista hydrolyzy substratu (endo- x exopeptidasy) a podle funkcné
vyznamnych soucasti enzymu (serinové, cysteinové, aspartitové a metalloproteinasy).
Endopeptidasy $tépi protein kdekoliv uvniti jeho fetézce, zatimco exopeptidasy odstépuji
posledni aminokyselinovy zbytek na N-konci (aminopeptidasy) nebo na C-konci

(karboxypeptidasy) fetézce proteinu (Obr. 2).
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Obr. 2. Rozdil ve stépeni proteinu katalyzovaném endopeptidasou a exopeptidasou.

Na priibéh stépeni proteinu ma zésadni vliv nékolik funkénich skupin, které se nachazeji
v aktivnim centru peptidas. Serinové peptidasy, které v aktivnim misté obsahuji serin, jsou
nejlépe prostudovanou tfidou proteolytickych enzymii. Pii Stépeni proteinli vyuzivaji
hydroxylovou skupinu serinového zbytku k nukleofilni atace peptidové vazby. K této skupiné
je fazeno 1 n¢kolik threoninovych peptidas. Serinové peptidasy jsou aktivni ve slab¢ alkalickém
prostiedi a nevyzaduji zadné kofaktory. Né&které enzymy jsou stabilizovany Ca®*, které se
mohou Ucastnit aktivacnich reakci. Mezi zastupce této skupiny peptidas patii proteolytické
enzymy GIT trypsin, chymotrypsin ¢i elastasa. Tyto enzymy jsou syntetizovany ve formé
inaktivnich prekurzorli, zymogent, a jsou aktivovany ¢asteCnym proteolytickym sestfihem
mimo syntetizujici buniky. Cysteinové peptidasy maji v aktivnim misté funkén€ vyznamnou
thiolovou skupinu. Jednd se o pfevazné intracelularni enzymy a patii mezi né kathepsiny,
kalpainy, kaspasy ¢i rostlinny papain. Aspartatové peptidasy maji v aktivnim misté
karboxylovou skupinu aspartatu, jsou katalyticky aktivni pouze v kyselém prostiedi a patii mezi
né extracelularni i intracelularni enzymy. Mezi vyznamné zastupce patii pepsin (extracelularni)
¢i lyzosomalni peptidasa kathepsin D. Pepsin je syntetizovan ve formé neaktivniho zymogenu
a po aktivaci $té€pi proteiny potravy v kyselém prostiedi zaludku a v tenkém stfeve je nevratné
inaktivovan pH > 7. Posledni skupinou peptidas jsou metalloproteasy, které obsahuji
v aktivnim centru iont kovu (Zn?*, Mn**). Tyto enzymy jsou aktivni v neutrdlnim prosttedi a
jejich aktivitu lze inhibovat chelataénimi Cinidly. Mezi zastupce patii karboxypeptidasy
pankreatické §t'avy a matrix-metalloproteinasy (napf. kolagenasy, gelatinasy, stromelysiny)
degradujici mezibunécnou hmotu.

Peptidasy maji riiznou substratovou specificitu (Obr. 3). Nekteré endopeptidasy, napt.
rostlinny papain, jsou malo specifické a §tépi fetézce na libovolném misté. Pepsin ma Sirokou
substratovou specifitu a preferuje aromatické nebo objemné aminokyselinové zbytky, jako jsou
fenylalanin (Phe), tyrosin (Tyr), tryptofan (Trp) a leucin (Leu). Trypsin je sice serinova
peptidasa, ale specifitu jeho $tépeni zplisobuje aspartatovy zbytek na dn¢ aktivniho centra, ktery
vytvaii solny mistek s bazickymi aminokyselinami lysinem (Lys) a argininem (Arg), serinovy
a histidinovy zbytek se pak podileji na $tépeni. Trypsin tedy zanechava na C-konci jednoho
z produktii bazickou aminokyselinu (Lys nebo Arg). Aktivni centrum chymotrypsinu je tvofené
velkou hydrofobni kapsou, takze tento enzym S§tépi substrat v misté, kde se nachazeji
hydrofobni aminokyseliny nebo aminokyseliny s velkymi arylovymi fetézci (napt. Trp, Phe,
Tyr, Leu, pfipadné¢ methionin, Met). Aktivni centrum elastasy vytvaii mélkou kapsou, do které

zapadnou pouze nejmensi aminokyseliny glycin (Gly) a alanin (Ala). Exopeptidasa
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karboxypeptidasa A odsStépuje z C-konce substratu vSechny aminokyselinové zbytky

s vyjimkou Arg a Lys, zatimco karboxypeptidasa B umi odstranit pouze Arg a Lys.
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Obr. 3. Substratova specifita a aktivni misto peptidas traviciho traktu (upraveno z Horton et
al. 2006).

Prakticky vSechny travici proteolytické enzymy vznikaji aktivaci zymogend,
neaktivnich prekurzorii. Zymogeny jsou syntetizovany ve zldzovych acinech jako velké
molekuly, v Golgiho aparatu jsou pokryty membranou z proteinii a lipidli a vytvareji
zymogenni granule. Tyto granule se hromadi v apexu acinarni buiilky a na podnét jsou
secernovany do vyvodnych cest. Teprve v misté potieby jsou zymogeny aktivovany. Timto
zpisobem brani organismus samonatraveni vyvodnych cest. Podstatou aktivace je odstépeni
peptidu/t, které maskuji aktivni misto enzymu.

Traveni proteint a vstfebavani aminokyselin v GIT

Zaludek

Traveni proteini v GIT je zahdjeno v Zaludku piisobenim Zaludec¢ni §t’avy. Slozeni
zaludec¢ni §t'avy zavisi na pfijmu potravy. Nalacno je v Zaludku pfitomno jen malé mnozZstvi
sekretu se slabé& kyselym pH a vysokym obsahem Na®, zatimco po pfijmu potravy se znaéné
zvysi sekrece, pH se snizi do silné kyselé oblasti a obsah Na* se snizi. Zalude¢ni §t'ava vznika
spojenim sekretu parietdlnich (krycich) bunék a sekretu hlavnich bunck. Parietdlni bunky
produkuji silné kysely sekret obsahujici HCI (pH < 1) a vnitini faktor, coZ je protein nutny pro



absorpci kobalaminu (vitaminu Bi2). Hlavni buniky tvofi slabé zasadity sekret obsahujici
pepsinogen.

Kyseliny chlorovodikova, kterd vznikd plsobenim enzymu karboanhydrasy
(karbonatdehydratasy)'. Tento enzym katalyzuje interkonverzi rozpusténého oxidu uhligitého
a hydrogenuhli¢itanového iontu. aktivuje v Zalude¢ni §taveé pepsinogen na pepsin, denaturuje
proteiny potravy a tim usnadiiuje jejich proteolyzu, plsobi antibakteridlné a umoziuje
solubilizaci nerozpustnych Ca** a Fe?* soli. Jeji sekrece je regulovana nervové, endokrinng,
parakrinné a autokrinné. Nejvyznamnéjsi stimulacni uc¢inek ma gastrin, ktery aktivuje
protonovou pumpu H'/K*-ATPasu. Tento hormon pochazi z G-bunék antra zaludku Stimulaéni
ucinek ma téz acetylcholin, neurotransmiter postgangliovych vldken nervus vagus, ktery
pusobenim na M;-receptory a neurony stimuluje vydej gastrinu prostiednictvim GRP (,,gastrin-
releasing peptide*). Parakrinni stimula¢ni vliv ma histamin produkovany ECL-buitkami
(,,enterochromaffin-like*‘) a mastocyty zaludecni stény. Inhibicné plisobi sekretin (endokrinng)
z tenkého stfeva, somatostatin (parakrinn¢) produkovany D-buiikami zalude¢ni sliznice a
prostaglandiny (zejm. PGI> a PGE»), transformujici ristovy faktor-a a adenosin (vSechny
para- a autokrinn¢). Vyznamnym regula¢nim mechanismem je zpétnovazebné tlumeni sekrece

gastrinu vysokou koncentraci H" iontd v dutiné Zaludku (Obr. 4).
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Obr. 4. Tvorba zaludec¢ni §t'avy a jeji regulace (upraveno Silbernagl a Lang 2012)

Druhou slozkou zaludec¢ni §t'avy je pepsinogen syntetizovany hlavnimi buitkami pfimo
umérné rychlosti sekrece HCl. Pisobenim HCI dojde k aktivaci ¢asti molekul pepsinogenu na
pepsin, aktivace dalSich molekul probiha autokatalyticky. Pepsin je madlo specificka
endopeptidasa s pH optimem v siln€ kyselé oblasti, pro jejiz katalytickou aktivitu je rozhodujici

aspartatovy zbytek v aktivnim misté. Vysledkem piisobeni pepsinu na proteiny potravy je smes

! Karboanhydrasa katalyzuje reverzibilni pfeménu oxidu uhli¢itého a vody na kyselinu uhli¢itou, ktera z velké
¢asti disociuje na hydrogenuhli¢itanovy ion a vodikovy proton (CO, + H,O <> H,COs3; «» HCO;™ + HY), jehoz
export z buiiky vyménou za jiny kation (napf. Na*) vede k okyseleni piislusného prostiedi. Karboanhydrasa je
obsazena v burikach zaludec¢ni sliznice, kde se podili na tvorbé HCI. Déle se ti€astni acidifikace moci v ledvinnych
tubulech, ptenosu CO; v erytrocytech a produkce nitroo¢ni tekutiny v oku.
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kratSich peptida (tzv. pepton). Po promiseni traveniny (chymu) s pankreatickou $t'avou, ktera
ma alkalické pH, je ti¢inek pepsinu nevratn¢ ukoncen.

V zaludku kojencti a dalSich mlad’at savcl se nachazi proteolyticky enzym chymosin
(téZ rennin), ktery za udasti Ca>" srazi kasein mléka na parakasein a tim brani rychlému pritoku
mléka do tenkého stieva. Parakasein je nasledné Stépen pepsinem. U dospélych jedinct

chymosin zcela chybi.

Tenké stfevo

Vstup chymu do duodena aktivuje sekreci pankreatické st’avy, ktera obsahuje fadu
travicich enzymu, jejichz pH optimum se nachazi v neutradlni az slab¢ alkalické oblasti.
Alkalické pH pankreatické stavy (pH 7,4-8,3), které je zptisobeno vysokou koncentraci HCO3™,
je diilezité rovnéz pro neutralizaci zaludec¢ni HCI a inaktivaci pepsinu. Pankreatickd Stava je
nejucinnéj$im travicim médiem, protoze je diky obsahu hydrolytickych enzymi schopnd travit
vSechny druhy Zivin. Tvorba pankreatické Stavy a sekrece HCO3™ je stimulovana plsobenim
hormonu sekretinu, ktery je produkovan buiikami duodena, jejuna a castecné i bunkami
zaludecni sliznice. Sekrece travicich enzymil pankreatu a kontrakce zlu¢niku jsou stimulovany
cholecystokininem (t¢Z pankreozymin).

Proteolytické enzymy obsazené v pankreatick¢é Stavé jsou acindrnimi builkami
pankreatu produkovany ve formé zymogent. Ty jsou aktivovany proteolytickym odstranénim
Casti své molekuly. Mezi nejvyznamnéjSi peptidasy pankreatické Stavy patii trypsin,
chymotrypsin, elastasa a karboxypeptidasy. Sliznice tenkého stfeva produkuje enzym
enterokinasu (téZ enteropeptidasu), kterd aktivuje ¢ast molekul trypsinogenu na trypsin.
Trypsin pak autokatalyticky aktivuje dalsi molekuly trypsinogenu, ale téz chymotrypsinogen,
proelastasu a prokarboxypeptidasu (Obr. 5).

Enteropeptidasa

LD

Trypsinogen Trypsin

1
L. T

Chymotrypsinogen  Chymotrypsin Proelastasa  Elastasa Prokarboxy-  Karboxy-
peptidasa peptidasa

Obr. 5. Aktivace pankreatickych zymogent (upraveno z Berg et al. 2006)

Trypsin, chymotrypsin a elastasa jsou serinové endopeptidasy, zatimco
karboxypeptidasa patii mezi exopeptidasy a odstépuje posledni aminokyselinovy zbytek z C-

konce proteinu/peptidu. Vysledkem ptlisobeni téchto enzymt je smes volnych aminokyselin a
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oligopeptidii. Aminokyseliny jsou transportovany do enterocyti, zatimco oligopeptidy jsou na
povrchu bun¢k kartdCového lemu dostépeny pomoci dipeptidas a aminopeptidas. Kratké di-
a tripeptidy jsou transportovany do enterocytu systémem PEPT1 a $tépeny na aminokyseliny

peptidasami uvnitt téchto bunék (Obr. 6).
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Obr. 5. Traveni proteint v tenkém stfeve a vstiebavani vznikajicich produkt (upraveno
z Berg et al. 2006)

Aminokyseliny vzniklé travenim proteini v GIT jsou transportovany do enterocytl
pomoci fady transportnich systému, z nichz kazdy prendsi skupinu ptibuznych aminokyselin
(neutrélnich, kyselych, bazickych a iminokyselin). Tento transport je aktivni (spotfeba ATP) a
jsou znamy Na*-dependentni a H*-dependentni transportéry (Obr. 7). Jejich umisténi na
povrch enterocytu se liSi. Na apikdlni strané membrany jsou pfevazné zastoupeny
Na'-dependentni transportéry, které zprostiedkovavaji rychly a tplny odsun aminokyselin
z lumen stfeva. Transportéry na bazolaterdlni stran€é membrany pienaSeji aminokyseliny
z enterocytu do feCisté portalni Zily. Obdobnym mechanismem dochazi ke zpé&tné resorpci

aminokyselin v tubulech ledvin.
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Obr. 6. Transportni systémy pro aminokyseliny ve stievé (upraveno z Brder a Palacin 2011)

Kombinaci imunochemickych a elektron-optickych metod bylo prokézano, Ze proteiny

mohou v nezménéné formé prochdzet ze stieva do krevniho obéhu. Byly popsany dva zpisoby
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tohoto prachodu. Prvni se odehrava jako transcelularni pienos, kdy se proteiny vazou na
membranu mikroklkti, endocytosou jsou piijaty do cytoplasmy enterocytl a exocytosou
vypustény do krve. Dals$i moznosti transcelularniho pienosu je transport proteinli pomoci
lymfatického systému stfev. Stfevni epitel obsahuje M-buiiky, které transportuji enzymy do
lymfatické tkan¢ (Peyerovy plaky), tam se proteiny vazi na lymfocyty, které je lymfatickym
systétmem dopravi az do krevniho feCisté. Druhym, a vyznamnéjSim, zpusobem pienosu
proteinti je paracelularni prinik v tzv. ,,z6n¢ lindni®, kterd vznikéd pfi do¢asném defektu po
odloupnuti starych enterocytii. Skutecnosti, Ze proteiny mohou prochazet v nezménéné forme

sttevni sténou do krve, se vyuziva v enzymoterapii.

Poruchy traveni proteinu a vstfebavani aminokyselin v GIT

Poruchy travici funkce a enzymatického $tépeni potravy v GIT se oznacuji jako
maldigesce, zatimco porucha resorpce rozlozenych soucésti zivin z tenkého stieva se nazyva
malabsorpce. Maldigesce spojené s malabsorpci (maldigesce obvykle vede k malabsorpci) se
oznacuje spolecnym nazvem malasimilace. Poruchy traveni a vstiebavani rozdélujeme na
poruchy vrozené (izolované enzymové defekty) a poruchy ziskané (poruchy zalude¢ni nebo
pankreatické sekrece) a mohou zasahovat tfi zdroje energie v potravé, tedy sacharidy, lipidy 1

proteiny, ale i stopové prvky a vitaminy.

Poruchy Zalude¢ni sekrece

Atrofie Zaludec¢ni sliznice (atroficka gastritida, chronicka gastritida typu A) je
provazena piitomnosti autoprotilatek proti soucastem a produktiim parietalnich bunék (napf.
karboanhydrasa, H'/K"-ATPasa, vnitini faktor, receptory pro gastrin a mikrosomalni
lipoproteiny), diky nimz klesé schopnost parietalnich bunék tvotit HCl a vnitini faktor. Pfi
poklesu sekrece HCI (hypochlorhydrie a posléze achlorhydrie) se zvySuje pH v zaludku a
dochazi k silnému reaktivnimu vyplavovani gastrinu a k potlaceni sekrece somatostatinu.
Traveni proteinli nebyva zpocatku naruSené, protoZze nedostatecné traveni v zaludku je
kompenzovano travenim v tenkém stievé. Postupné je vSak travici funkce stfeva pretizena a
objevuji se poruchy. Pfi pokracujici gastritidé hypertrofuji G-bunky produkujici gastrin, ktery
ma troficky ucinek na ECL-buiiky produkujici histamin, u kterych dochdzi nejprve
k hyperplazii a nasledné k transformaci v nddorové karcinoidni bunky. Hlavnim nebezpecim
atrofické gastritidy jsou rozsahlé metaplazie sliznice, coZ jsou prekancerosy, z nichZ se muze
vyvinout karcinom zaludku. Vazba kobalaminu na vnitini faktor ¢i endocytosa komplexu
vnitini faktor-kobalamin mohou byt blokovany autoprotilatkami a po delSi dobé se rozviji
pernicidézni anemie (Obr. 7).

U chronické gastritidy typu B (Obr. 7) je antrum zaludku casto osidleno bakterii
Helicobacter pylori, ale na etiologii tohoto onemocnéni se mize podilet i ablizus alkoholu,

nesteroidni antiflogistika ¢i reflux zluci. Nejprve dochazi vlivem zanétu k poskozeni antralnich



a D-bun¢k a tedy k Gtlumu sekrece somatostatinu, ktery je provdzen hypersekreci gastrinu a
postprandidlni hypersekreci HCI. Tato situace je vhodna pro vznik chronického zalude¢niho a
duodenalniho viedu se zvysenou tvorbou metaplazii epitelu. Po dlouhém ptisobeni se rozvine
atroficka pangastritida s vyraznou atrofii sliznice s nizkou sekreci gastrinu a hypoaciditou
zalude¢ni §t'avy a vysokym rizikem vzniku adenokarcinomu.

i | autoprotilatky

infekce Haloo-
hacter pylar

_aktivni gastritida ; i e
et (e B)  atroficka gastriida
l 24z fundu (typ A)
gastrin '} l
sakreca ky- Fepsincgon ¢
selin normdl-
ni nebo 4
Zvyiena
kysala SR NG
\ i shigece IF H
{ﬂ‘l_fﬂﬂﬂiip“ . -1. fﬂ- / W l
Liceentaiduo2e in #4 absorpce
‘denglni vied gastrin e 1
i} Ei diouhadobd
W Gﬁﬁ: dizsledky
reaktivnl gastrilida v
et e - hyperplazia deficience
/El:L-bun-Ek kobalaminu
ophe R L /
Lt if o Tl o, & :
'l' ¥ N perniciézni
anémia

karcinom karcinoid

Obr. 7. Chronicka gastritidu typu A a typu B (upraveno ze Silbernagl a Lang 2012)
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Poruchy pankreatické sekrece

Chronickd pankreatitis, karcinom pankreatu, cysticka fibrosa, nebo resekce pankreatu
vyvolavaji malasimilaci vSech Zivin poruchou tvorby travicich enzymi (napf. trypsin,
chymotrypsin, lipasa, kolipasa, a-amylasa) a HCOs™, ktery je nutny k neutralizaci kyselé
traveniny. Nasledkem nedostate¢ného traveni proteinti dochazi k atrofii svalstva a ztraté
hmotnosti doprovazené hypoproteinemii, kterda je pri¢inou edému. Pii vySetieni stolice se
najdou nestravena svalova vlakna.

Nasledkem snizeného traveni v tenkém stfeve jsou nestravené proteiny ve zvysené mife
nabidnuty jako substraty stievni mikroflofe, jejimz ptisobenim se uvoliiuje amoniak a sirovodik.
Tryptofan je v tlustém stfevé degradovan na indolové derivaty indoly a skatoly, které jsou
pfi¢inou zvySeného zapachu stolice. Z aromatickych aminokyselin se hnitim uvoliuji toxické
fenoly, které jsou absorbovany do krve a v jatrech konjugovany. Lysin, histidin a ornitin jsou

dekarboxylovany za vzniku primérnich amint kadaverinu, histaminu a putrescinu.

Malabsorpce aminokyselin

Z biochemického hlediska jsou nejzajimavejsi vrozené defekty transportu aminokyselin
(Tab. 1) pfes membranu enterocytu. Jednotlivé pienaseCe transportuji skupinu piibuznych
aminokyselin, takze pfi vrozeném defektu jednoho pifenaSeCe je naruSena resorpce celé
ptislusné skupiny aminokyselin (izolovany defekt). U nékterych chorob mize byt poruSen
transport jak ve stievé, tak v ledvinach (generalizovany defekt), takze jejich nedostatecny

ptijem potravou je jesté zhorSovan ztratami moc¢i (aminoacidurie).

Tabulka 1. Vrozené malabsorpce aminokyselin

Neutralni AK Ala, Gly, Ser, Thr, Val, Leu, Hartnupova nemoc
Ile, Phe, Tyr, Trp, Asp, His,
Cys, Met, citrullin

Dibazické AK Lys, Arg, Orn, cystin Cystinurie nebo dibazicka acidurie
Dikarboxylové AK Glu, Asp Dikarboxylova acidurie
Glycin a iminokyseliny Gly, Pro, OH-Pro Josephliv syndrom nebo glycinurie

Ptikladem malabsorpce aminokyselin muze byt Hartnupova nemoc vyvolana
defektem transportu neutralnich aminokyselin v tenkém stfeveé 1 v ledvindch. Onemocnéni ma
autosomalné recesivni dédi¢nost a je provazeno aminoacidurii, deficitem niacinu a pfitomnosti
indolovych derivatli v moc¢i. U vétSiny nemocnych ma asymptomaticky prabéh. U nekterych
nemocnych byly popsany epizody s vyrdzkou podobnou pelagie, potizemi s koordinaci pohybu
(mozeckové ataxie) a psychiatrickymi symptomy (deprese, psychoza). Tyto epizody jsou
obvykle pfechodné a byvaji vyvolany stresem, horeckou, nebo dal§im onemocnénim.
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Intracelularni degradace proteint

Télesné proteiny se neustale obménuji. Zatimco nékteré proteiny jsou velmi stabilni
s dlouhym polo¢asem rozpadu, jiné maji polo¢as rozpadu jen v fddu minut. Velmi rychle jsou
degradovany regulatorni proteiny (napf. transkripéni faktory). Rozklad téchto proteind
umozni aktivaci, nebo naopak zastaveni urcit¢ signdlni drdhy. Rovnéz proteiny
s abnormalnim sloZenim (napi. mutantni hemoglobiny, vysledek chyb v translaci ¢i skladani,
poskozené oxidaci ¢i jinou cestou) musi byt rychle eliminovany, protoze hrozi jejich
nahromadéni v buiice a tvorba agregati, které mohou bunku poskodit ¢i zahubit. Poslednim
diivodem degradace intracelularnich proteini je metabolicka potfeba, kdy jsou uvolnéné
aminokyseliny vyuzity jako zdroj energie. Degradace tkanovych proteinti musi byt citlive
regulovana.

Intracelularni degradace proteinti probiha bud’ v lyzosomech, nebo v cytosolu.
Extracelularni, membranové a proteiny s dlouhym biologickym polo¢asem jsou degradovany
v lyzosomech drahou nezavislou na ATP, zatimco rozklad regulatornich a poskozenych
proteinii probiha v cytosolu drahou, ktera je zdvisld na pifisunu ATP a na pfitomnosti
specifického proteinu — ubikvitinu (UBQ). Kromé téchto dvou nejvyznamnéjSich drah mohou
byt intracelularni proteiny Stépeny i pomoci kalpaini, coz jsou cytolové ATP-dependentni
cysteinové peptidasy zavislé na Ca®’, které se podileji na regulaci intracelularnich procesti
spojenych se zménami v koncentraci Ca?* (napt. regulace bun&ného cyklu, proteinkinasy C,
transkripénich faktord, pfenosu signéalu a apoptosy). Poslednim typem intracelularni proteolyzy
je apoptosa zprostiedkovand cysteinovymi peptidasami kaspasami (viz. kapitola

Patobiochemie nadort).

Lyzosomalni cesta degradace a jeji poruchy

Lyzosomy jsou cytoplasmatické organely (prumér 20-500 nm) s kyselym pH (pH 3,8-
5,0), které mohou nespecificky degradovat intracelularni (autofagie) i extraceluldrni
proteiny (Obr. 8). Primarni lyzosomy vznikaji odStépenim z cisteren Golgiho aparatu a ¢asti
endoplasmatického retikula a obsahuji celou fadu hydrolytickych enzymt aktivnich v kyselém
pH. To je v lyzozomech udrzovano pomoci protonové pumpy H'-ATPasy. V lyzosomech je
pfitomno zhruba 50 hydrolytickych enzymi, mezi nimiz pfevazuji kathepsiny, ale nachazi se
zde 1 fada specifickych enzymt, jako jsou kolagenasa, gelatinasa ¢i dipeptidasa.

Hlavni ulohu v degradaci proteinti hraji kathepsiny, které se déli na nékolik typt, které
patii mezi cysteinové (typ B, C, L, F, H, K, O, S, V, X a W), aspartatové (typ D a E) a serinové
(typ A a G) peptidasy. Tyto enzymy se lisi bunécnou a tkadnovou distribuci, lokalizaci a expresi,
biochemickymi vlastnostmi (napt. pH optimem a specifitou ucinku), strukturou a regulaci
aktivity. Jsou syntetizovany ve form¢ neaktivnich zymogent, které se aktivuji proteolytickym
sestithem v mirné kyselém prostiedi endolyzosomu. Kromé nespecifického $tépeni proteinli

v lyzosomech se nékteré kathepsiny tcastni i specifickych bunécnych procesti mimo lyzosomy
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(napft. participuji na aktivaci kaspas pfi apoptose, na obnové kostni hmoty, aktivaci proteas a
prohormonti, udrZzeni homeostasy epidermis a aktivit¢ imunitniho systému). Aktivita
kathepsinli musi byt ptisné regulovana, protoze chyby v tomto procesu jsou spojené se vznikem
fady patologii (napt. nadorova a neurodegenerativni onemocnéni, arthritis, osteopordza). Mezi
moznosti fizeni jejich aktivity patii regulace exprese, posttranslatni modifikace, aktivace
zymogenu, pH, piisobeni endogennich a exogennich inhibitorii, nebo kombinace téchto faktora.
pH optimum kathepsini se nachéazi v kyselé oblasti (pH ~ 5), takze ani po vyliti obsahu
lyzosomt do cytoplasmy, kde je neutrdlni pH, nehrozi natrdveni cytosolickych proteind.
Hlavnimi endogennimi inhibitory plisobeni kathepsinii mimo lyzosomy jsou proteiny z rodiny

cystatindl, serpinil a thyropint.

4 o Fagocytosa bakterii,
""{/ 4 ) nebo debris (PMN)

Endocyticka
vesikula

Sekrece hydrolytickych
enzymu do specialniho
mikroprostredi (napf.
osteoklasty)

Obr. 8. Vznik lyzosomil a jejich ucast v intracelularnim travicim procesu (upraveno
z Mescher 2015)

Poruchy lyzosomdlni degradace zahrnuji jak poruchy se zvySenou lyzosomalni
aktivitou, tak poruchy vedouci ke stfadani nerozlozené¢ho materiélu vlivem snizené lyzosomalni
degradace.

Zvysena lyzosomalni degradace mize byt vyvolana zvySenou aktivitou lyzosomu
(hladovéni, diabetes mellitus, ubytek svalové hmoty pii denervaci nebo zranéni, regrese délohy
po porodu), zvySenym uvoliiovanim lyzosomalnich enzymi (revmaticka arthritis, indukce
metastaz u karcinomu mlééné zlazy, kde estrogeny stimuluji expresi genu kodujiciho kathepsin

12



D), nebo vdisledku mutace fyziologického inhibitoru kathepsini (Unverrichtova-
Lundborgova nemoc, progresivni myoklonicka epilepsie, které¢ je zptisobena mutaci inhibitoru
cysteinovych kathepsint - cystatinu B).

V disledku nedostateéné aktivity nékterého lyzosomalniho enzymu, aktivatoru nebo
transportniho proteinu se v lyzosomech hromadi nerozlozeny odpadni material, diky tomu se
tvofi velké intracelularni vakuoly a rozviji se nékteré z lyzosomalnich stiradavych
onemocnéni. Jedna se o skupinu vice nez 60 progresivnich multisystémovych onemocnéni s
autosomalné (vzacné téz gonosomalng) recesivni dédi¢nosti. Tato onemocnéni maji Sirokou
Skalu klinickych projevii. Zavaznost onemocnéni zavisi na typu hromadéného materialu a na
zbytkova aktivité enzymu/transportéru. Lyzosomalni stfddavé poruchy miizeme rozdélit do 5
kategorii na defekty v: degradaci glykant (glykoproteind, glykolipidi, glykosaminoglykant a
glykogenu), lipidd, proteint, lyzosomalnich transportérech a pohybu lyzosomu (,,trafficking®).
Mezi lyzosomadlni stftadavé poruchy tak fadime celou fadu mukopolysacharidos a lipidos (napf.
Gaucherova, Farberova ¢i Niemann-Pickova nemoc), o nichz bylo pojednano v pfisluSnych
kapitolach. Neuronalni ceroid-lipofuscinosy jsou skupinou neurodegenerativnich
lyzosomalnich stfadavych onemocnéni, ktera je charakterizovana progresivni ztratou
mentalnich, motorickych a zrakovych schopnosti, kie€emi a brzkou smrti. V lyzosomech se
hromadi pigmentové inkluze ceroidu a lipofuscinu. Tato onemocnéni jsou zplisobena mutaci
v genu kodujicim néktery z proteini, ktery se podili na lyzosomalni degradaci proteini.
Kauzalni terapie zatim neni zndma a progndza je Spatnd. Mezi lyzosomalni poruchy
degradace proteini patii pyknodysostosis (t¢Z Toulouse-Lautrec syndrom) zpiisobena
deficitem kathepsinu K, ktery se projevuje malym vzrlistem s postizenim koncetin (z fectiny
dys- = porucha a osteon = kost) a generalizovanou osteosklerosou (z fectiny pyknos = husty).
Postizeni maji kratké a tlusté prsty, potizemi s vyménou zubi a husté, ale kiehké kosti. Timto
onemocnénim trpél 1 slavny francouzsky malit Henri de Toulouse-Lautrec, po némz je tento
syndrom rovnéZ nazyvan. Papilloniiv-Lefévriv syndrom, vzacny syndrom s palmoplantarni
hyperkeratosou a tézkou periodontitidou, je zplisoben mutaci genu pro kathepsin C. Vlivem
deficitu kathepsinu C nejsou aktivovany granzymy, serinove peptidasy pochéazejici z NK-bunék

a cytotoxickych T-lymfocytt, které spoustéji apoptosu v cilovych buiikach.

Cytosolicka cesta degradace a jeji poruchy

Kvantitativné vyznamnéj$i drahou intracelularniho katabolismu proteini je tzv.
ubikvitin-dependentni proteolyza, ktera se uskuteciiuje v proteasomech. Uplatiiuje se napf.
pii regulaci genové exprese proteolyzou specifickych chromosomalnich proteinti, pfi regulaci
mitotického cyklu, pfi degradaci abnormalnich proteint a pfi rozkladu kontraktilnich proteinti
kosterniho svalstva u proteokatabolickych stavl. Jednd se o selektivni degradaci probihajici
v cytoplasmé za Uc€asti ATP. Nezastupitelnou ulohu v tomto procesu hraje kratky protein
ubikvitin (76 aminokyselin) s vysoce konzervovanou primarni strukturou (rozdil mezi

ubikvitinem c¢lovéka a kvasinky jsou jen 3 aminokyseliny), ktery je pfitomny ve vSech
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eukaryontnich bunkéch. Ubikvitin se vazZe na e-aminoskupiny lysinovych zbytka proteini, které
jsou urceny k degradaci. Jeho pfipojeni je katalyzovano specifickymi ligasami. K tomu, aby byl
protein rozstépen, musi byt k jeho struktufe pfipojeny minimalné ¢tyfi molekuly ubikvitinu.
Takto oznaceny protein je rozpoznan a selektivné degradovan v proteasomu, coz je
makromolekuldrni komplex slozeny z podjednotek s rtiznou proteasovou aktivitou.

Pti ubikvitinylaci proteini (Obr. 9) dochézi v prvnim kroku k aktivaci molekuly
ubikvitinu za pomoci ATP (pfechodné vznika ubikvitin-AMP) a jeho pfipojeni na thiolovou
skupinu aktivaéniho enzymu E1. Aktivovany ubikvitin je nasledn€ pfenesen na katalyticky
cystein konjuga¢niho enzymu E2. Komplex E2-ubikvitin je rozeznan enzym E3 ubikvitin-
proteinligasou, ktera vybira substrat (tedy protein k degradaci) a pfipojuje na néj ubikvitin.
Vznik polyubikvitovych fetézcl je umoznén opakovanim tohoto postupu. Je znam jeden enzym
E1, nékolik desitek enzymi E2 a nékolik stovek enzymt E3, které mohou ubikvitinylovat tisice
riznych substratl. Za Sirokou substratovou specifitu ubikvitinylacniho systému je tedy
zodpovédny enzym E3. Jednotlivé enzymy E3 mohou spolupracovat jen s nékterymi E2,
zatimco proteinové substraty mohou byt oznaceny riznymi kombinacemi enzymi E2 a E3.
Ubikvitinylace je modulovana systémem deubikvitinylujicich enzymi. Vysledkem je velka

specifita a cilené odbouravani jednotlivych proteini ¢i jejich tiid.

+ ATP  AMP + PP, : :94:4

Ub ubikvitin

E1 aktivaéni enzym

E2 konjugaéni enzym

E3 ubikvitin-proteinligasa

Sllhs'tré‘t - B B . L l
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Obr. 9. Mechanismus aktivace a pfipojeni ubikvitinu k proteinu (upraveno z Berg et al. 2006)
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Proteolyticka degradace oznacenych proteinti probiha v proteasomu (Obr. 10), coz je
komplex z velkého mnozstvi podjednotek s riiznou katalytickou aktivitou. Proteasom (26S) je
tvofen dvéma subkomplexy — centralni ¢asti (208, ,,core particle®) s proteolytickou aktivitou a
regulacéni ¢asti (198, ,,regulatory particle). Uvniti centralni ¢asti, kterd ma soudkovity tvar a
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je slozend ze Ctyt prstenci (dva identické a a dva identické B prstence), dochazi k degradaci
proteinil. Kazdy prstenec je tvoieny sedmi riznymi podjednotkami. Na obou koncich centralni
Casti je umisténa regulatorni ¢ast, kterd tvoii jakési vicko/Cepicku. Tato ¢ast je zodpoveédna za
rozeznavani polyubikvitinového fetézce, jeho odstépeni, rozvinuti degradovaného proteinu do
linearni podoby a jeho vstup do centralni Casti proteasomu. Molekuly ubikvitinu jsou
recyklovany a znovu pouzity. Rozvolnéné a ubikvitinu zbavené substraty jsou pak v centralni
¢asti proteasomu postupné hydrolyzovany za spotteby ATP na peptidy, které jsou po uvolnéni
do cytosolu hydrolyzovany dal§imi enzymy. Za objev tohoto mechanismu degradace proteinti

obdrzeli v roce 2004 Nobelovu cena za chemii védci Aaron Ciechanover, Avram Hershko a

Irvin Rose.
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Obr. 10. Ubikvitin-proteasomova cesta degradace proteinti (upraveno z Mattern et al. 2014)

Poruchy ubikvitin-proteasomové cesty (UPS) degradace jsou spojeny mimo jiné se
vznikem malignit, neurodegenerativnich a rendlnich onemocnéni. Mechanismy, které mohou
zpusobit zmény v ubikvitin-dependentni proteolyze, zahrnuji: 1) mutaci nebo deleci substratu
(napt. deleci mista pro vazbu ubikvitinu) vedouci ke zvySené ¢i sniZené degradaci cilového
proteinu; 2) mutaci v genech kddujicich soucasti UPS zpiisobujici zmény v jejich expresi; 3)
interakci mezi transkripénimi faktory, kterd zméni expresi soucasti UPS; 4) pfitomnost
externich faktord (napf. hormony, cytokiny, hypoxie), které reguluji aktivitu UPS pfimo, nebo
prostiednictvim pocate¢nich krokt vedoucich k degradaci substratu; 5) expresi dal§iho faktoru,
ktery urychli, nebo zpomali pribéh celé drahy.
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Nasledkem zpomaleni ubikvitin-proteasomové degradace proteini dochazi
k patologickému hromadéni nerozlozenych proteint. Prikladem miize byt Liddletiv syndrom,
u kterého zplsobi bodova mutace v genu kodujicim B nebo y podjednotku renalniho
epitelialniho kanélu pro Na' ionty zménu ve struktufe a aminokyselinovém sloZeni vysledného
proteinu. Mutantni protein pak neobsahuje vazebné misto pro ubikvitin-proteinligasu a
patologicky se hromadi v membranach rendlnich bunék. Navic vede mutace ke zvySené
reabsorpci Na“, kterd je nezavisld na aldosteronu. Liddletv syndrom se projevuje ¢asnym
nastupem tézké hypertenze, hypokalemii, metabolickou alkalosou a nizkymi plasmatickymi
hladinami reninu a aldosteronu. Neurodegenerativni onemocnéni jsou charakterizovana
tvorbou deposit agregovanych a chybné¢ slozenych proteini v cytoplasmé, jadie, a/nebo
v extraceluldrnim prostoru. Tyto nahromadéné proteiny mohou negativné ovlivnit fungovani
bunky i tkan¢. Pfi¢inou juvenilni Parkinsonovy nemoci je mutace v genu PARK?2, ktery
kéduje ubikvitin-proteinligasu (parkin). Mutovany enzym mé pak niz$i aktivitu, dochazi
k hromadéni neurotoxickych proteinit v inkluzich s néslednou degeneraci dopaminergnich
neuronl Vv substantia nigra. Onemocnéni se projevuje Casnym nastupem priznaki
Parkinsonovy nemoci (napt. bradykineze, tremor, rigidita, posturalni nestabilita). Nadorova
onemocnéni mohou byt vyvolana nedostatenym odbourdvanim onkoproteinti (produktl
onkogentll), které vyvoldvaji vznik a podporuji rist nddord. K tomu mulze dojit, pokud
onkoproteiny uniknou degradaci v UPS kvuli mutaci v onkogenu, nebo v nekteré ze soucasti
UPS, kterd je zodpovédnd za rozpoznani ¢i ubikvitinylaci onkoproteinu. Patologické
nahromadéni onkoproteinii podporuje rast a viabilitu nddorovych bunck a progresi nadorového
onemocnénti.

Zrychlené odbouravani proteinii v UPS se projevi nedostatkem funkéniho proteinu.
Zrychlend degradace tumor-supresorovych proteini muze vyvolat vznik nadorového
onemocnéni. Tumor-supresorovy protein p53 hraje vyznamnou ulohu v ochrané bunék pired
maligni transformaci. Onkoprotein E6 z lidského papillomaviru, ktery je ptivodcem karcinomu
délozniho Cipku, vytvafi komplex s lidskym p53 a ubikvitin-proteinligasou, a tak podporuje
ubikvitinylaci a naslednou degradaci proteinu p53. Vysokd exprese nékterych
ubikvitin-proteinligas je spojend snadorovymi onemocnénimi, napf. u metastiz
nemalobunééného karcinomu plic byla popsana vysokd exprese Skp2, kterd odbourava
inhibitory cyklin-dependentnich kinas. Pouziti inhibitord proteasomu (napi. bortezomibu) je
jednim z terapeutickych ptistupli k 16bé nddorovych onemocnéni. Bortezomib je prvnim Iékem

cilicim na proteasom, ktery byl schvélen k 1é¢bé mnohocetného myelomu u lidi.

Pouzita literatura

Baskin KK, Taegtmeyer H (2011) Taking pressure off the heart: the ins and outs of atrophic
remodelling. Cardiovasc Res. 90:243-50.

16



Berg JM, Tymoczko JL, Stryer L (2006) Biochemistry. 6th edition. W. H. Freeman, New Y ork,
1050 pp.

Broer S, Palacin M (2011) The role of amino acid transporters in inherited and acquired
diseases. Biochem J. 436: 193-211.

Harvey R, Ferrier D (2011) Lippincott’s Illustrated Reviews: Biochemistry. 5th edition.
Wolters Kluwer, Baltimore, 520 pp.

Holecek M (2006) Regulace metabolizmu cukrti, tukl, bilkovin a aminokyselin. 1. vydani.
Grada, Praha, 286 s.

Horton RA, Moran LA, Scrimgeour G, Perry M, Rawn D (2006) Principles of Biochemistry.
4th edition. Pearson Prentice Hall, 896 pp.

Ledvina M, Stoklasova A, Cerman J (2004) Biochemie pro studujici mediciny I. a II. dil 1.

vydani. Karolinum, Praha, 562 s.

Lorkowski G (2012) Gastrointestinal absorption and biological activities of serine and cysteine
proteases of animal and plant origin: Review on absorption of serine and cysteine proteases.
Int J Physiol Pathophysiol Pharmacol. 4:10-27.

Mattern MR, Eddins MJ, Agarwal S, Sterner DE, Kodrasov MP, Suresh Kumar KG, Wu J,
Nicholson B (2014) Proteasome Inhibitors Versus E3 Ligase Inhibitors for Cancer Therapy.
In: Ping Dou Q (ed.) Resistance to Proteasome Inhibitors in Cancer. st edition. Springer,
Cham, pp. 291-316.

Mescher AL (2015) Junqueira's Basic Histology. 14th edition. McGraw-Hill Education, New
York, 572 pp.

Murray RK, Bender DA, Botham KM, Kennelly PJ, Rodwell VW, Weil PA (2012) Harperova
ilustrovand biochemie, 5. vydani, Galén, Praha, 730 s.

Silbernagl S, Lang F (2012) Atlas patofyziologie. 2. vydani. Grada, Praha, 416 s.

Stoka V, Turk V, Turk B (2016) Lysosomal cathepsins and their regulation in aging and
neurodegeneration. Ageing Res Rev. 32:22-37.

17



