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Biochemia i medycyna

Human Metabolism
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Biochemia i medycyna

» Biochemia ma istotne znaczenie w rozwoéj wiedzy dotyczacej nie tylko
metabolizmu komorek, ale rowniez immunologii, farmakologii, toksykologii
czy procesow zapalnych.

> Scista zalezno$¢ pomiedzy biochemia i medycyna pokazuje jak zycie, ktdre
znamy zalezy od reakcji i procesow biochemicznych zachodzgcych w
pojedynczej komorce.

» Woyzwania przed, ktorymi stajg dzisiaj biochemicy:

" zrozumienie czym jest zdrowie, czyli zrozumienie mechanizmow i proceséw
zachodzacych w zdrowej komorce

= zrozumienie czym jest choroba, czyli zrozumienie patomechanizmow
odpowiedzialnych za wystgpienie okreslonych objawoéw klinicznych.
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Biochemia i medycyna

Badania biochemiczne z jednej strony przyczyniajg sie do wyjasnienia wielu
aspektow choroby, z drugiej odstaniajg nowe dziedziny jeszcze nie do korca
poznane lub zrozumiate, co stanowi duze wyzwanie zarowno dla biochemikow jak i
klinicystow.

WSPOLPRACA MIEDZY BIOCHEMIKAMI A KLINICYSTAMI MA OGROMNE
ZNACZENIE W POSZERZANIU WIEDZY NA TEMAT METABOLIZMU KOMORKI W
ROZNYCH ZDROWYCH | PATOLOGICZNYCH WARUNKACH

©
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Rozwaj diagnostyki biochemicznej wrodzonych wad metabolizmu i
neurometabolizmu

Choroba to dynamiczny proces modyfikujgcy ekspresje okreslonych gendw tym
samym przyczyniajac sie do zmian zarowno w powstatych biatkach jaki
zsyntetyzowanych metabolitach.

Pojedyncze markery charakteryzujg sie niskg czutoscig i specyficznoscig a ich
wartosc diagnostyczna stanowi jedynie pewne zawezone kryterium rozpoznania.

Intensywny rozwdj nowych technologii, spektrometrii mas i biochemii otwiera
przed medycyng nowe mozliwosci diagnostyczne, umozliwia analize wielu
zwigzkédw w tym samym czasie.

Nowa dziedzina ,,omika” w tym metabolomika i proteomika jest jedng z najbardzie;j
preznie rozwijajgcych sie dziedzin nauki.

Staje sie uzytecznym narzedziem w badaniu roznych patofizjologicznych procesow
zachodzqgcych w organizmie.
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,Omika” w uktadach biologicznych

Gen — Genom

|

MRNA . |Transkryptom

Proteomika Biatka — Proteom

\ 4

Metabolomika Metabolity ——— | Metabolom

\ 4

Fenotyp — Funkcja
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Nowe narzedzia diagnostyczne

> Aminokwasy
Metabolomika > Ttuszcze
> Weglowodany
Proteomika —_— Biatka
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Analiza zwigzkéw drobnoczasteczkowych

- Aminokwasy oznaczane sg w osoczu/surowicy, moczu, ptynie m-rdzeniowym oraz w
suchej kropli krwi.

Analiza aminokwasow

: : Ptyn
Sucha kropla krwi Osocze/surowica mocz y _
m-rdzeniowy
: i ' Podejrzenie : -
Badania Podejrzenie bJ , Podejrzenie
- 3 zaburzen .
przesiewowe zaburzen oo zaburzen
3 ' metabolizmu aa :
noworodkow metabolizmu aa neurometabolizmu
- PKU - Cystynuria
- MSUD - Pl - NKH O
i ik Tk ) Kofaktor MoCo - Metabolizm seryny
- Metabolizm

- homocystynuria
glutaminianu
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Fenotyp kliniczny w interpretacji zaburzen metabolizmu

Informacja kliniczna jest niezbedna do prawidtowej interpretacji profilu aminokwasow:

> Fenotyp kliniczny podpowiada kierunek diagnostyki metabolicznej

2 nerki, kamienie
Objawy OUN Plazee watroba

K oczy
pokarmowy nerkowe

Uktad sercowo-

naczyniowy
- e _ - zwichniecie soczewki
_ paiaczka - Wymioty - hepatomegalia e @iy - zapalenie siatkéwki
- épiaczka - Zte odzywianie - zanik nerwu
: - Nieprawidtow wzrokowego

- zaburz'enle.;eSpo’ru rozvr\)/éj Y L e

pozapiramidowego
- zaburzenie

napiecia

skora
miesniowego

Diagnostyka
neurometaboliczna

» Pozytywny wywiad rodzinny i pozytywny wynik badania przesiewowego noworodkdow
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Czynniki wptywajace na interpretacje wyniku profilu metabolitow

Wtdrne zaburzenia metabolizmu

czas pobrania materiatu . .
aminokwasow:

. . 1/ galaktozemia
wiek pacjenta

2/ kwasice organiczne

hemoliza
3/ zaburzenia metabolizmu
sposdb przechowywania i transportu pirogronianu
materiatu
4/ dysfunkcja watroby
dieta
5/ niedotlenienie
leki
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pobieranie, przechowywanie, przygotowanie — wptyw na wyniki

Zanieczyszczenie mocz Ala, Gly, Pro, podwyzszone
bakteryjne
Obecnos¢ biatka mocz Cys obnizone
Podwyzszone erytrocyty mocz Orn podwyzszone
Leukocytoza mocz Tau podwyzszone
Leukocytoza krew Asp, Glu, Tau podwyzszone
Hemoliza krew Asp, Glu, Gly, Orn podwyzszone
Hemoliza krew Gln, Arg obnizone
Surowica/plazma krew Sur Tau> os Tau
Sur Hcy > os Hcy
Przechowywanie mocz Glu, Asp, GABA podwyzszone
Przechowywanie krew Gln, Cys, Hcy obnizone
Trombina krew Gly podwyzszone
EDTA krew Wptyw na upochadnianie
ninhydryng
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METABOLIZM

zespot przemian chemicznych i biochemicznych zachodzgcych w organizmie, dzieki
ktorym mozliwe jest przezycie kazdej komorki

wiekszos¢ reakcji chemicznych zachodzi dzieki energii dostarczanej z pozywieniem
czyli

zachodzgce w komoérce przemiany weglowodandw , ttuszczu i biatek prowadzg do
wytwarzania ogromnych ilosci energii

Energia ta jest potrzebna do utrzymania temperatury organizmu, aktywnosci
miesni, wchtaniania i przemian energetycznych, wydzielania gruczotowego oraz
potencjatow elektrycznych widkien nerwowych i miesniowych
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METABOLIZM- wspotzalezny system reakcji biochemicznych
zachodzgcych w komorce

Odpowiada na pytania:

»jak komodrka pozyskuje energie i site redukcyjng ze sSrodowiska zewnetrznego?

»Ww jaki sposob komorki syntetyzujg podstawowe elementy makroczgsteczek?
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Gtéwny nosnikiem energii swobodnej jest ATP

ATP — nukleotyd sktadajacy sie z adeniny, rybozy i tréjfosforanu

Jego aktywng formg jest kompleks ATP z jonami Mg?* lub Mn?*

ATP — czgsteczka bogata w energie dzieki obecnosci jednostki trojfosforanowej

zawierajgcej dwa wigzania fosforanowe

Energia uwalniana jest w trakcie hydrolizy ATP do ADP i ortofosforanu (Pi) lub do AMP i

pirofosforanu (PPi)
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Pozyskiwanie ATP

* Spalanie weglowodandw — glikoliza w warunkach tlenowych;
* Spalanie kwasdw ttuszczowych — oksydacja kwaséw ttuszczowych,

* Spalanie biatek — wymaga hydrolizy do aminokwaséw oraz ich degradacji do
sktadnikéw cyklu kwasu cytrynowego, a nastepnie powstanie acetylo-CoA oraz
kolejno CO, i H,0.

-
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Pozyskiwanie ATP

Hans Krebs — opisat 3 etapy wytwarzania energii przez utlenianie pozywienia:

Ttuszcze polisacharydy biatka
ﬂ ﬂ ﬂ | etap
Kwasy ttuszczowe i glicerol Glukoza i inne cukry proste Aminokwasy
Il etap
Acetylo-CoA
Fosforylacja oksydacyjna Cykl Krebsa lll etap
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Aminokwasy — podstawowe zwigzki w procesach biochemicznych
zachodzacych w komorce

sg budulcem wszystkich biatek,
czes¢ z nich odgrywa istotng role jako neuroprzekazniki lub ich prekursory, modulatory,
sg prekursorami hormondw, kofaktoréw, puryn i pirymidyn,

sg W wiekszosci rozpuszczalne w wodzie, dzieki obecnosci grupy aminowej i
karboksylowej, ktére w wodzie ulegajg jonizacji,

sg filtrowane przez nerki i mogg byc¢ tatwo usuwane z moczem w przypadku braku
skutecznego mechanizmu reabsorpcji w kanalikach nerkowych,

istnieje kilka transporterow aminokwaséw, ktorych niedobér moze przyczynié sie do
utraty jednego lub kilku aminokwaséw z moczem i wystgpienia okreslonych objawow
klinicznych.

nadmiar aminokwaséw jest rozktadany przez okreslone enzymy, prowadzac do
wytwarzania energii i syntezy mocznika z grup azotowych podczas katabolizmu.
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Zrodtem 20 podstawowych aminokwaséw s3 biatka

» Tylko niewielka ilos¢ biatka oraz niektére peptydy sg wchtaniane z
przewodu pokarmowego.

» Zdecydowana wiekszos¢ biatek spozywczych jest trawiona a
wchtaniane sg tylko ich sktadniki, czyli aminokwasy.

» Wrtasne biatka sg nieustannie hydrolizowane do aminokwasow i
resyntetyzowane.

» Wymianie takiej podlega w ciggu doby srednio 80 — 100 g biatek
endogennych i jest ona najbardziej nasilona w bfonie sluzowej jelita a
najmniej w kolagenie.

Aminokwasy endogenne i aminokwasy egzogenne tworzg wspdlng pule

aminokwasow, ktora zaspokaja potrzeby organizmu

[ 1]
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Aminokwasy ulegajg degradacji tworzac szkielety weglowe, ktore:

- sg wykorzystywane w cyklu Krebsa do wytwarzania energii,
- zbiegajg sie w siedem zwigzkéw zdolnych do wejscia bezposrednio lub posrednio w cykl Krebsa:
- pirogronian,
- acetylo-CoA,
- acetoacetylo-CoA,
- a-ketoglutaran,
- bursztynylo-CoA,
- fumaran,
- szczawiooctan.

Aminokwasy ulegajgce degradacji do acetoacetylCoA, nazywane sg ketogennymi i sg prekursorami ciat

ketonowych (lizyna i leucyna).

Aminokwasy glukogenne po przeksztatceniu w pirogronian i szczawiooctan mogg syntetyzowac glukoze w

procesie glukoneogenezy.
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Funkcje metaboliczne aminokwasow

Aminokwasy sg prekursorami zwigzkow tj:

* hormony tarczycy

* katecholaminy

* histamina

* serotonina

* melatonina

* zwigzki posrednie cyklu mocznikowego

* metionina i cysteina sg zrodtem siarki wchodzgcej w sktad budowy biatka,
koenzymu A, tauryny i innych biologicznie waznych zwigzkach
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Cykl mocznikowy

* rozpad biatka powoduje wzrost wolnego azotu w postaci amoniaku, ktéry uszkadza
osrodkowy uktad nerwowy,

* w prawidtowo przebiegajacym cyklu mocznikowym amoniak przeksztatcany jest w
mocznik i wydalany w moczu,

* reakcje biochemiczne cyklu mocznikowego wykorzystywane sg do syntezy i
degradacji argininy,

* cykl mocznikowy odpowiedzialny jest za prawidtowg homeostaze pH.
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Aminokwasy
(transaminacja)
\Z
Miesnie
Alanina Glutaminian< NH,*
\ Glutamina/
Glutamina
Jelito
Alanina NH,* CytrTIina
Glutamina  Cytrulina
—
Asp
NH,* Arginina
Nerki
N_|4+ .« .

Alanina

\

Glutaminian

Arﬂna

s

Asparaginian

/

N

I

4+%

Mocznik

Deaminacja AA
(His, Trp,Tre, Lys)

~

)

Watroba



Gtowne enzymy uczestniczgce w metabolizmie wolnych jonow
amonowych to:

* syntetaza glutaminowa: cytozolowy enzym, ktory katalizuje synteze glutaminy z glutaminianu i
wolnych jonéw NH,* w ATP-zaleznej reakcji.

 glutaminaza enzym mitochondrialny katalizujgcy reakcje hydrolizy glutaminy do glutaminianu i
wolnych jonéw NH,*

* asparaginaza enzym katalizujgcy przemiane asparaginy do asparaginianu i wolnych jondéw NH,*

* dehydrogenaza glutaminianu enzym mitochondrialny katalizujacy reakcje odwracalnej
deaminacji oksydacyjnej glutaminianu do a-ketoglutaranu i wolnych jonéw amonowych

* Aminotransferazy, enzymy uczestniczgce w przenoszeniu grup aminowych pomiedzy
aminokwasami a ketokwasem bez syntetyzowania lub zuzywania wolnych jonédw amonowych
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Wszystkie wady enzymoéw cyklu mocznikowego moge prowadzi¢ do
podwyzszonego stezenia NH,*
HIPERAMONEMII

Zwiekszone stezenie NH,* prowadzi do niekontrolowanego wzrostu stezenia glutaminy.
Wzrost stezenia NH,* stymuluje synteze kwasu orotowego
Wzrost kwasu orotowego jest dobrym wskaznikiem niedoboru argininy

Obnizone stezenie argininy zmniejsza wydajnos¢ detoksykacji amoniaku oraz redukcje
tlenku azotu

Produkcja kwasu orotowego jest redukowana przez podanie argininy, ktora stymuluje
aktywnos¢ cyklu mocznikowego

Wiedza Edukacja Rozwdj
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Cykl mocznikowy

jeden z wielu przyktadéw wskazujagcych na to, ze aminokwasy petnig w

naszym organizmie role nie tylko budulcowg,
przy braku chociaz jednego aminokwasu, przebieg catego cyklu ulega wyhamowaniu.

posrednio, jako kofaktor do produkcji ornityny z glutaminianu o przebiegu cyklu
mocznikowego decyduje witamina B,. Tempo przebiegu cyklu mocznikowego jest

dodatnio skorelowane z poczgtkowym stezeniem amoniaku.

nieprawidtowy przebieg cyklu mocznikowego prowadzi do wzrostu stezenia
amoniaku we krwi, co odpowiada za zaburzenia rownowagi kwasowo — zasadowej w
organizmie, moze przyczynia¢ sie do wystgpienia encefalopatii, zaburzen

neurologicznych.
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Aminokwasy a
karnityna (maslan beta-hydroksy-trimetyloamonu)

Karnityna powstaje z dwdch aminokwasow: metioniny i lizyny.

Karnitynowe estry KT sg przenoszone do przestrzeni macierzy przez translokaze.

Nastepnie estry ulegajg hydrolizie, a karnityna odtworzeniu
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Homocysteina, metionina, S-adenozylometionina i S-adenozylohomocysteina

Metionina jest:
potrzebna do syntezy biatka
donorem grup metylowych
donorem grupy siarkowe;j

prekursorem dla cystationiny, cysteiny i tauryny

Homocysteina jest:
scisle zwigzana z metioning

wazna w metabolizmie kwasu foliowego
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Aminokwasy rozgatezione

Leucyna, Izoleucyna i Walina - aminokwasy niezbedne do syntezy biatek oraz innych

procesow metabolicznych zachodzgcych w komérce.

sg gtdwnymi donorami azotu oraz odpowiadajg za miedzykomadrkowy transport azotu.
Leucyna — wazny aminokwas odzywczy, razem z lizyng jest aminokwasem ketogennym.

Sg dobrym markerem biochemicznym ilosci spozywanego biatka — szybko reagujg na
niedobodr biatka w diecie
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Aminokwasy rozgatezione

Katabolizm aminokwasdw rozgatezionych jest odpowiedzialny za szereg proceséw

biochemicznych zachodzgcych w komorce:

- odwracalna transaminacja Leu, lle i Val do odpowiednich a-ketokwaséw o rozgatezionym
taiicuchu (BCKA): a-ketoizokapronian, a-keto-B-metylowalerianian i a-ketoizowalerian

(odpowiednio KIC, KMV i KIV) oraz do syntezy Glutaminianu.

- dekarboksylacja oksydacyjna BCKA do ich odpowiednich pochodnych acylowych CoA o

rozgatezionym tancuchu.

- Dekarboksylacja oksydacyjna BCKA podlega silnej regulacji, poniewaz szkielet weglowy

tych AA nieodwracalnie oddaje azot do Glutaminianu.
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Aminokwasy rozgatezione a OUN

* Wspodtzawodniczg o miejsca aktywne biatek transportowych do osrodkowego
uktadu nerwowego =z innymi aminokwasami, w tym aminokwasami

aromatycznymi.

* Wzrost aminokwasow rozgatezionych ogranicza przedostanie sie roznych
zwigzkédw niezbednych dla OUN, w tym lekdéw z grupy pochodnych dopaminy i

serotoniny.

* Aminokwasy rozgatezione sg zalezne od aktywnej formy tiaminy bedacej

gtownym kofaktorem w ich przemianach.
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Przemiany aminokwasow rozgatezionych

Leucyna

aminotransferaza

v
2-ketoizokaproinian

kEr?‘lTJ?El-l!{S MSUD kwasy 2-Oksyisokaproinowe
dehydrogenazy [ » Choroba syropuy ——»  kwasy 2-Hydroksyisokaproinowe
alfa-ketokwasow klonowego
L4 i
Izowalerylo CoA
Dehydrogenaza IVA kwas IE:?_ _oov:'a_léiga?cl?r?:nowy
Izowalerylo |--------- *  Acyduria @ —— K 4-OH- i leri
CoA izowalerianowa was a-UH- 1Zowalerianowy
! izowalerylkarniytna

3-metylokrotonylo

CoA
Karboksylaza 3-MCC kwas 3-OH-izowalerianowy
3—mety|g:;otonylo —» 3-metylokrotonyloglicynuria —» 3-metylokrotonyloglicyna

C5-0H acylokarnityna

v

3-metyloglutakonylo

CoA kwas 3-OH-izowalerianowy
3-metyloglukatonowy
Hydrataza 3- MGA 3-metyloglutarowy
metyloglutakonylo [-—» Acydurie 3- —» 3-0H-3-metyloglutarowy
CoA metyloglutakonowe C5-0H acylokarnityna
v 3-Metyloglutarylokarnityna
3-0H-3- 3-0OH-heksanoylokarnityna
metyloglutaryle CoA
Liaza 3-0H-3-
metyloglutarylo CoA
Y
Acetooctan Acetylo CoA
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Przemiany aminokwasow rozgatezionych

Walina Izoleucyna

‘ aminotransferaza |

aminotransferazaH
v

2-oksy-3-
metylowalerian

MSUD - |
v alloizoleycyna
2-oksy-

izowalerian

BCKDH
kompleks
dehydrogenazy alfa-

BCKDH
kompleks dehydrogenazy

: alfa-ketokwasow
v ketokwasow F
Izobutyrylo
c metylobutyrylo
oA
IBD- CoA
Dehydrogenaza MBD
Izowalerylo CoA

v v
Metyloakrylilo Tiglylo CoA

CoA
l Hydrataza Hydrataza
3-0OH-

v
2-metylo-3-0OH-

izobutyrylo CoA butyrylo CoA

3-OH-

izobutyrian

MHBD

dehydrogenaza
Semialdehydu

v
metylomalonianu

2-metylo-

Semialdehyd acetoacetylo CoA
metylomalonianu

N

Propionylo CoA Acetylo CoA

3-oksotiolaza

Karboksylazsg
propionylo
CoA

kwas 3-0OH-

propionowy
metylocytrynian
propionyloglicyna

Acyduria
propionowa

————————— > —

metylomalonylo

_ =
CoA Bursztynylo CoA ———

Cykl Krebsa

mutaza )
Acyduria
metylc{r:rzzlonylo metylomalonowsa »

kwas 3-OH-
propionowy
metylocytrynian
kwas
metylomalonowy
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Kwasice organiczne na szlaku przemian aminokwasow rozgatezionych

IVA - Kwasica izowalerianowa z grupy kwasic organicznych, spowodowana deficytem
dehydrogenazy izowalerylo-koenzymu A,

3-MCCC - kwasica 3-metylokrotonyloglicynowa, spowodowana deficytem karboksylazy 3-
metylokrotonylo-CoA

MGA | — kwasica 3-metyloglutakonowa, spowodowana zredukowang aktywnoscig
hydratazy 3-metyloglutakonylo-CoA

HMG-CoA — kwasica 3-hydroksy-3-metyloglutarowa acydemia, spowodowana deficytem
liazy HMG-CoA — defekt na szlaku rozpadu leucyny, czesto objawiajgca sie niemowleca
hipoketotyczng hipoglikemia, kwasicg metaboliczng i hiperamonemia (brak ciat
ketonowych podczas dekompensacji)

oo
Eld?gp‘:éjzsekie Rzeczpospolita ‘ Instytut Unia Europejska
_ Polska Mat ki i DZieC ka Europejski Fundusz Spoteczny

Wiedza Edukacja Rozwdj




Warunki pobrania materiatu do analizy aminokwasoéw, ich pochodnych i peptydow

Jednym z warunkoéw uzyskania wiarygodnego wyniku,
a tym samym umozliwiajgcych postawienie wtasciwej diagnozy i rozpoczecie leczenia,
jest
prawidtowo pobrany materiat biologiczny!
Materiat wykorzystywany do badan podstawowych:
 sucha kropla krwi pobrana na bibute
* surowica

* 0socze - materiat pobieranym na antykoagulant czyli Srodek przeciwkrzepliwy, dodawany
w Scisle okreslonych proporcjach w stosunku do iloSci krwi

mocz (poranna porcja moczu lub dobowa zbidrka moczu)

PMR — ptyn mézgowo-rdzeniowy
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PROFIL KWASOW ORGANICZNYCH W MOCZU METODA GC-MS

jedna z gtéwnych metod wykorzystywanych w badaniach ,przesiewowych” zaburzen
metabolizmu aminokwasdw, wykrywanie kwasic organicznych, zaburzen beta-oksydacji

kwasoéw ttuszczowych;
obejmuje ilosciowe oznaczanie kwasu orotowego i metylomalonowego
Wykrywa niedobdr witaminy B12

wykrywa nieprawidtowe stezenie uracylu i ukierunkowuje dalszg diagnostyke réznicowg w

kierunku zaburzen metabolizmu puryn i pirymidyn;

jest pierwszym badaniem moggcym wskazac na zaburzenia metabolizmu amin biogennych

lub niedoborow pirydoksyny
Jest badaniem ,wrazliwym: na stan kliniczny i diete pacjenta.

odpowiada na dysfunkcje watroby, zaburzenia krzepniecia, cholestaze
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Zroznicowany fenotyp kliniczny wymaga szerokiej diagnostyki w kierunku
wrodzonych wad metabolizmu

Metabolizm aminokwasow jest podstawowym procesem komorkowym, ktory
odpowiada za prawidfowe funkcjonowanie organizmu.

Metabolizm aminokwasow ma wptyw na szlak syntezy ATE, metabolizm kwasow
ttuszczowych i weglowodanow.

Diagnostyka medyczna w kierunku zaburzen metabolizmu oparta jest gtownie na analizie
aminokwasow, ich pochodnych oraz peptydow i biatek. Dalsza diagnostyka roznicowa
obejmuje weglowodany, kwasy ttuszczowe oraz inne metabolity.
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DZIEKUJE ZA UWAGE




