Rizeni metabolismu vapniku.
Endokrinni pankreas



Metabolismus vapniku

* V lidském téle cca 1000 — 1100 g vapniku
e VétSina - tvrdé tkané (98 — 99 %)
e Zbytek zejména extracelularné

* Velmi malé mnozstvi vapniku intracelularné
* 55 % endoplasmatické retikulum, dale mitochondrie
» Cytoplasmaticka koncentrace (107 mol.Lt) X krevni plasma (103 mol.L1)

* Nutnost striktni regulace — signalni role vapenatych iontu

* Svalova kontrakce, prenos nervového vzruchu, sekrecni mechanismy, bunecny cyklus a
proliferace, bunécna smrt, hemokoagulace, atd.

* Ligandem fizené nebo napétové fizené kanaly (typ T —transient/typ L — long lasting), pfipadné
kanaly aktivované mechanickym natazenim

e Ca%*/H* ATPaza
e Antiport fizeny Na* gradientem
e +dalsi



Prijem vapniku

* Denni prijem cca 1.0 g denné
* ZvysSuje se behem téhotenstvi, laktace, ristu, atd. (az na 1.5 g)

» Za fyziologickych okolnosti se vstrebava cca 25 — 40 % prijatého vapniku
(duodenum — 15 %, jejunum — 20 %, ileum — 65 %)

 Paraceluldrni/transceluldrni transport
e Paracelularni transport — klaudin 2 a klaudin 12

* Role 1,25-dihydroxycholecalciferolu!

* Snizena hladina plasmatického Ca?* zvysuje tvorbu 1,25-dihydroxycholecalciferolu a
naopak

* TRPV6/kalbindin, PMCA1 (1:1 Ca%*/ATP), Na*-Ca?* exchanger (NCX1)
* Inhibovan oxalaty a fosfaty (tvorba nerozpustnych soli)




[ Acid suppression ]

VAR

[ Calcium solubility ] ArGastrin

\

[ Intestinal absorption] [ F’ancreastatln] Calmtonm]

lPTH
Kopic S, Geibel JP: GASTRIC ACID,

FIGURE 9. Model summarizing the potential impact of acid sup- CALCIUM ABSORPTION, AND THEIR

pression on calcium homeostasis. IMPACT ON BONE HEALTH. Physiol Rev
2013, 93(1):189-268.



RPV6

Lontg)lvv TRP (transient receptor potential)
ana

Glykosylovany transmembranovy protein, Mr
cca /0 000

6 transmembranovych domeén, N- a C- konce v
intracelularné v cytoplasme

* Vazebnd mista pro kalmodulin = Ca?*-dependentni
inaktivace

* Ankyrinové repetice —regulace funkce?

Vlyrazna exprese v tenkém strevé indukovana
1,25-dihydroxycholecalciferolem

Dale placenta, exokrinni pankreas, prsni zlaza,
slinné zlazy
» placentarni transport vapenatych iontt matka-plod
 diferenciace keratinocytd?
e Zvysena exprese u nékterych typl ndadorovych

onemocneni - zvySena bunécna proliferace a
gle;lst)ence k apoptickym signalim (prostata, prsni
zlaza

Pozn. TRPV5 — ledviny, reabsorbce Ca?*



Kalbindin

* skupina proteinu s vysokou afinitou k vapenatym
iontim

* PUvodné jako na vitaminu D zavislé vapnik vazajici
proteiny

* Vysoka afinita k vapenatym iontiim v cytoplasmé
. Kalbmdm DIK (S100G)

Rodina savCich S100 proteind (nizkomolekularni
proteiny s dvéma vazebnymi misty pro vapenaté ionty,
rada extra a intracelularnich funkci

» Savcéi enterocyty

* Transport vapenatych iont( z apikalni oblasti enterocytu
k bazolateralni membrané

e Stimulace PMCA1?

* Pozn.

* Kalbindin-D28K - neuronalni/endokrinni tkan
(cerebellum)

* nezavisle na 1,25-dihydroxycholecalciferolu!
e Kalretinin — nervova tkan



Vapnik v séru

2.5 mmol.L!, resp. 2.2 —2.6 mmol.L! (100 mg.L?)

e Horni mez 4 —5 mmol.L1

Dolni mez 1 mmol.L1
Cca 60 % v difuzibilni formé:

Filtrovana ledvinami
50 % ionizované — volné (Ca?*) (1.1 - 1.3 mmol.L1)

10 % v nizkomolekularnich komplexech (citraty, fosfaty,
hydrogenuhlicitany)

Cca 40 % v nedifuzibilni formé:

Proteinoveé vazané vapenaté ionty

Albumin 90 %, globuliny 10 %

Neprochazi glomeruly

Biologicky neaktivni, ALE snadno se uvolni pfi hypokalcemii

Hypoalbuminemie — klesa frakce vazana na albumin (pokles o 10
g.L' nevede ke zménéné koncentrace ionizovaného vapniku)

Hyperproteinémie (maligni myelom) — vzestup celkové kalcemie
(bez zmény koncentrace volného ionizovaného vapniku)

Alkaléza — klesa mnozstvi ionizovaného vapniku
Aciddza — stoupa mnozstvi ionizovaného vapniku
Kompetice H* a Ca?* o vazebna mista albuminu



Fosfor

Cca 500 — 800 g, z toho 85 — 90 % ve skeletu,
zbytek ECT a mékkeé tkané

* Organické slouceniny (2/3) + anorganicky fosfor
(fosforecnany, 1/3)

Nukleové kyseliny, ATP, cAMP,2,3-difosfoglyceral,
PROTEINY (kinazy, fosfatazy)...

Potravou cca 800 — 1400 mg fosforu

pasivni transport v duodenu a tenkém strevé (60 —
80 %)

aktivni transport regulovany 1,25-
dihydroxycholekalciferolem (kalcitriolem) — NaPi-llb

Cca 3 mg/kg/den vstupuje do kosti, ale pfiblizné
stejné mnozstvi je uvolnéno kostni resorpci

Anorganicky fosfor filtrovan v glomerulech

* 85 —90 % zpétné resorbovano (proximalni tubuly, Na*
dependentni P kotransportéry NaPi-lla (hlavni,
SLC34A1, hyperfosfaturie, nefrolitidza) /lic (SLC34A3,
hyperkalciurie), adaptacni mechanismy na hladinu
fosforu v dieté up-/down regulace, inhibice PTH)



Fosfor

e Referencni meze:
e Sérum 0.7 — 1.5 mmol.L1
e Moc¢ 15-90 mmol.L1?

* Hypofosfatemie — < 0,97 mmol.L™ u dospélych, < 0,6 mmol.L* u starSich déti a
< 1.2 mmol.L't u kojencd, nejéastéji v dlsledku alkalézy, chronického
pouzivani antacid, malabsorpce, hyperkalcémie, alkoholismus

* Hyperfosfatémie — renalni selhani, hojeni rozsahlych fraktur, hypervitaminodza
D, hyperparathyredza, akromegalie a dalsi



e Pozn. FGF23 (Fibroblast growth factor 23)
—regulace fosfatemie

e Uvolfiovan osteocyty (odpovéd na zvysSenou
hladinu kalcitriolu)

* V ledvinach snizuje expresi genu pro Na*

dependentni P kotransportéry = zvyseni
exkrece fosfatu
e Mutace v genu FGF23 - autozomalné

dominantni hypofosfatemicka krivice
 Dalsi funkce
* snizeni syntézy lo-hydroxylazy, a tim hladiny
1,25-dihydroxycholekalciferolu v séru
e Zvyseni exprese 24-hydroxylazy — snizeni hladiny
1,25-dihydroxycholekalciferolu v séru

* Inhibice PTH — regulace homeostazy vapniku a
fosforu



Fyziologie kosti

* Kompaktni (kortikalni) kost — zevni vrstva
vetsiny kosti, cca 80 %

* Nizky pomer povrchu k objemu, osteocyty v
klidovém stavu

* Ziviny dodavany Haversovymi kanalky

 Kolem kazdého kanalku koncentrické vrstvy
kolagenu — osteony (Haversovy systémy)

* Kolagenni matrix impregnovana kostnimi
mineralnimi krystaly

e 20 x 3-7 nm, vétSinou hydroxyapatity

* Trabekularni (houbovitd) kost — uvnitr kosti
kortikalnich, cca 20 %
* \Vysoky pomér povrchu k objemu
* \lysoka metabolicka aktivita
e Ziviny difunduji z ECT to trabekul



Kostni tkan

* 1/3 bilkovinnd matrix a 2/3 mineralni slozka (kostni mineral)

e Kostni mineral — malé krystalky hydroxyapatitu CalO(PO4) (OH), spolu s pfimési —
uhlic¢itan vapenaty, fluorid vapenaty, fosforeCnan vapenaty

* Matrix — cca 90 % kolagen typu | a minoritné dalsi proteiny (osteokalcin, osteonektin,
osteopontin, a rada dalSich)
* Metabolicka aktivita zajisténa kostnimi bunkami
e Osteoblasty (tvorba matrix)
» Osteoklasty (resorpce)
» Osteocyty (regulace kostni resorpce)

e Stala prestavba — remodelace
e Osteoklasticka resorpce versus osteoblasticka kostni tvorba
* Uzké spojeni s metabolismem vapniku a fosforu



Kolagen typu | — nejvyznamneéjsi protein kostni matrix

* Kolagen
 skupina extraceluldrnich, ve vodé nerozpustnych proteint
* Pojivové tkané
e Cca 28 typu kolagenu

* Kolagen typu |
 Tti polypeptidy — dva identické al (COL1A1) a odlisny a2 (COL1A2)
* Proformy extracelularné enzymaticky upraveny do finalni podoby
* Polypeptidy se vzajemnée oviji a maji spolecnou osu, celkova délka 1 —20 um
 Mutace COL1A1 (Casto zména jediné AMK):

* Ehlerstiv-Danlos(v syndrom — hypermobilita kloub(, hyperelasticita klize a mnoho dalsich
» Osteogenesis imperfecta rlznych typu
* Polymorfismus v COL1A1 genu — zvysené riziko osteoporozy.



Osteoblasty

e Plvod v mezenchymalnich kmenovych burikach
* Periost/kostni dren

* Progenitorové bunky — regulacni transkripcni faktor
Cbfal/Runx2

* Dalsi transkripcni faktor osterix — diferenciace
osteoblastu

 Vliv rustovych faktoru
* Jednotlivé osteoblasty spojeny:

* Tight junctions - kompartmentace ECT

* Gap junctions —spojeni jednotlivych osteoblastd do
jednoho funkéniho celku

* Produkce kolagenu typu |, fady proteini kostni
matrix (osteokalcin, osteonektin, osteopontin)

* + alkalicka fosfataza
* Mineralizace kostni matrix

* Tvorba osteoprotegerinu = bazicky glykoprotein, 401
AMK, vazba s RANKL a inhibice diferenciace
osteoklastu



Osteocyty

 Zrala kost, typicky hvézdicovity tvar
e Velmi dlouha Zivotnost (polocas az 25 let)
e Lakuny kostni tkané
* Vzajemna komunikace
* Metabolicky malo aktivni
* Mozna diferenciace do osteoblastu

* Role v remodelaci a reparaci kostni tkane
(produkce nervoveho ristového faktoru

NGF)
 Kontrola funkce osteoblastl a osteoblastl?
(apoptéza = RANKL = zvySena tvorba

osteoklastl)

* Role v mineralizaci kostni tkané
* PHEX, DMP-1, MEPE, FGF-23
» Sklerostin — SOST, snizeni tvorby kostni tkané
* PTH inhibuje tvorbu sklerostinu

* Inhibice rovnéz mechanickou zatézi,
prostaglandin E2, onkostatin M, kardiotropin- 1
LIF (leukemia |nh|b|tory factor)



Osteoklasty

* Mnohojaderné buriky erodujici jiz dfive vytvorenou kost

* Interakce s kosti prostfednictvim integrini ve vybéZcich membran
(kontaktni zona)

* Protonové pumpy (H* dependentni ATPazy) nasledné okyseluji takto
izolovanou oblast (pH 4)

e Rozpousténi hydroxyapatitu vlivem nizkého pH
» Kyselé protedzy destruuji kolagen (katepsin K)
* Vznik resorpcnich lagun

* Produkty kostni resorpce se nasledne endocytuji a prochazeji pres
osteoklasty transcytozou a uvolnuji se do intersticialni tekutiny

* Pozn.

* MMP-9 — kostni mikroprostredi, exprimovana v osteoklastech, nezbytna
pro migraci osteoklastu

e MMP-13 —role v diferenciaci osteoklastu

* Protein RANKL (Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand) — TNF
superrodina, kontrola proliferace a diferenciace osteoklastu

* RANK (Receptor Activator of Nuclear Factor k B ) — skupina TNF receptor,
regulace diferenciace a aktivace osteoklastu

* Osteoprotegerin — viz vyse



BMP proteiny (kostni morfogenetické
proteiny)

. Ckelé skupina proteinu (cca 20), u kterych byla identifikovana stimulacni role na rlst kostni
tkané

* Nyni zkoumany v souvislosti s Lejich regulacni ulohou v tvorbe fady tkani (narusena BMP
signalizace u rady patologickych procesu, zejména nadorovych onemocnéni)

* \V metabolismu kosti (chrupavky):

« BMP1 — BMP1 gen, nékolik izoforem, indukuje rist chrupavek. Identicky s prokolagen C proteazou
(PCP). Patfi do skupiny metaloproteaz.

* BMP2 — superrodina TGF-B (transforming growth factor-beta), rast kosti, ale také diferenciace
kardiomyocytu a transformace epitelialnich bunek na mesenchymatické. Zvyseni produkce
extracelularni chrupavcité matrix

* BMP3 — negativné ovliviiuje hustotu kostni tkané (antagonista k ostatnim BMPs)

* BMP4 - wvznik osteoblastt z multipotentnich kmenovych bunék, jinak vyznamna role v
diferenciaCnich procesech ¢asného embryonalniho vyvoje. In vitro osteogeneze a chondrogeneze

* BMP5 —trabekularni kost a jeji vystavba
 BMP6 — indukce osteogennich prekurzorl, regulace absorpce Zeleza u savcl (hepcidin)

* BMP7 — homeostaza kostni tkane, V\'/VOL ledvin. In vitro inhibice proliferace mezenchymalnich
kmenovych bunék a stimulace produkce chrupavcité tkané

e BMP8a — homeostaza kostni tkané



Matrixove Gla proteiny

* Pozn. Co jsou proteiny s Gla doménou?

* Proteiny ,bohaté” na glutamatové zbytky, které jsou posttranslacne
modifikovany vitamin K dependentni karboxylaci na y-karboxyglutamat

* Pro pripomenuti — které proteiny patri do této kategorie?

e Koagulacni faktory VII, IX, X, XIV + protrombin

* Vitamin K dependentni protein S

e Vitamin K dependentni protein Z

* Transtyretin

» Osteokalcin

e Matrixovy Gla protein

e Gas-6 protein (growth arrest-specific protein 6)

* a nékteré dalsi

» Gla proteiny zapojené do hemokoagulace syntetizovany hepatocyty



Osteokalcin

* = BGLAP (bone gamma-carboxyglutamic acid-containing protein)
49 AMK, MR = 5800
Produkovan vyhradné osteoblasty — kostni tkarn/dentin

Produkce stimulovana 1,25-dihydroxycholekalciferolem, zavisla rovnéz na
vitaminu K

Uvolnovan kostni resorpci
Regulace velikosti a tvaru hydroxyapatitu

Prostfednictvim a helikalni Gla domény asociace s kostni mineralizovanou
matrix

Kédovan BGLAP genem

Receptor — GPRC6A (G protein-coupled receptor family C group 6
member A)

Ligandy — nékteré aminokyseliny (nejsiln€jsi agonista L-ornitin; alifaticke,
neutralni, zasadité AMK), vapnik (Ca%*), osteokalcin, nékteré steroidy =
dudlni sensitivita (extracelularni kationty + aminokyseliny)

Blizce pfibuzny CASR (calcium-sensing receptor; G protein), pro aktivaci
vSak nutné daleko vyssi koncentrace vapenatych iontu

Osteokalcin pravdepodobné modifikuje, resp. zvySuje odpoved receptoru
na vapenaté ionty

Exprimovan v fadé tkani — plice, jatra, slezina, srdce, ledviny, kosterni
svalstvo, testes, mozek, kostni tkan

»,sensing mechanism“ pro extracelularni vapenaté ionty v osteoblastech

V pripadé L-ornitinu ovliviuji pozitivné odpovéd horecnaté ionty

Pozn. aplikace iontd stroncia pro jejich anabolicky ucinek na kostni tkan
zprostredkovan CASR



Osteokalcin

* Vyznam:
 Stimulace kostniho rustu
* Stimulace sekrece inzulinu
e Stimulace sekrece adiponektinu tukovou tkani, resp. adipocyty
e VVyznam v regulaci plodnosti muzu — pravdépodobné zvySuje syntézu testosteronu

 Marker metabolismu (formace) kostni tkane:
* Cca 20 % nove syntetizovaného osteokalcinu cirkulujici
* 9-42 ng/mlL*
 Zvysena hladina - osteopordza, osteomalacie, Pagetova choroba, rachitis,

therparathyreoidisr,nus, renalni osteodystrofie, tyreotoxikdza, kostni metastazy,
akromegalie, ale také fraktury

* Snizena hladina — hypoparathyreoidismus, hypotyreoidismus
* Marker terapie bisfosfonaty, pfipadné hormonalni substitucni terapii
e ? Marker statusu vitaminu K



Matrixovy Gla protein

Mr = 9600, vysoky podil hydrofilnich AMK
ALE velmi omezena rozpustnost ve vodé
V fadé tkani — hladiny mRNA nejvyssi v ledvinach, plicich, jatrech,
sleziné, srdci, cévni sténé
* Regulator a inhibitor kalcifikace cévni stény

* Uvolfiovani do krevniho obéhu (cirkulujici frakce)
* Vyznamna soucinnost s vitaminem K

Pomérné vyrazna frakce mRNA i v kostni a chrupavcité tkani
* Zde produkce zvysSena v zavislosti na vitaminu D

* Interakce s jinymi proteinovymi molekulami kostni a chrupavcité tkané
(kolagen, proteoglykany, glykosaminoglykany)

* Vysoka afinita k vapenatym iontlm
* Pozn. Keutellv syndrom

* Difuzni kalcifikace chrupavcité tkané a dalsi abnormality
(brachytelefalangie)

* Kalcifikace srdecnich chlopni
*  Mutace MPG genu
* Pozn. Nekarboxylovany MGP — marker kalcifikace cévni stény

Pozn. Protein S?
* Kofaktor pro aktivovany protein C
* Deficience spojena s osteopenii?
* Osteoblasty, podil na mineralizaci kostni tkané



Osteonektin (SPARC, BM-40)

Mr = cca 40 000, kysely, na cysteiny bohaty glykoprotein

3 domény:

* Vysoce kyseld doména
*  Pomérné nizka afinita k vapenatym iontlim
* Interakce s hydroxyapatitem
*  Mineralizace kostni a chrupavcité tkané

* Doména bohata na cysteinové zbytky

* Extraceluldrni vapnik vazajici doména
* Vazba s kolagenem regulovand vapenatymiionty

SPARC gen

Exprimovan u rady bunék

* Chondrocyty, fibroblasty, trombocyty, endotelidini bunky, epitelidini bunky,
Leydigovy buriky, Sertoliho buriky, atd.

* Overexprimovan u nékterych nadorli (angiogeneze, bunécéna proliferace, migrace)
Glykoprotein s afinitou k vdpenatym iontlim a kolagenu
Extracelularni matrix
Tvoren osteoblasty béhem formace kostni tkané
Iniciace mineralizace a tvorby kostnich mineralnich krystal

Interakce s matrix (zvySuje tvorbu matrixovych metaloprotedz a moduluje
jejich aktivitu)



Osteopontin

= kostni sialoprotein | (BSP, BNSP), ETA-1, SPP1, Ric

Skupina SIBLING proteint (small integrin-binding ligand, N-linked
glycoprotein)

Identifikovan 1986 v osteoblastech

Extracellularni strukturni protein
* CCA 300 AMK (lidsky 314 AMK), 30 cukernych zbytkU, z toho 10 kys. sialové
* Kysely protein (cca 30 — 36 % kys. glutamova nebo asparagova)

SPP1 gen

Silna vazba na dostupné vapenaté ionty
* Inhibitor mineralizace
* Regulace velikosti kostnich krystal(
* Remodelace kostni tkané —,uchyceni osteoklastl na kostni minerdlni matrix
* Nalezen v modi — inhibice tvorby krystal( a ledvinovych kamen(?

Dalsi funkce:
* Regulace bunécné adheze a migrace
* Chemotaktické vlastnosti
* Modulace imunitnich odpovédi
* Pravdépodobny vyznam v myokardialni dysfunkci (apoptéza myocytu)

* Role v patologickych procesech (kalcifikace, zanétlivé procesy, nadorova
onemocnéni, alergické reakce/astma)



SIBLING proteiny

* Osteopontin
» Kostni sialoprotein (BSP)

 DMP1 (dentin matrix acidic phosphoprotein 1)
* Protein extraceluldrni matrix
e Kostni tkan/dentin

* U nediferencovanych osteoblastl jaderny protein
= regulace exprese osteoblast-specifickych genU

* Béhem maturace osteoblastu je fosforylovan a
transportovan do extraceluldrni matrix

* Zde moduluje mineralizaci kostni tkané

* DSPP (dentin sialophosphoprotein)
* Pouze odontoblasty!
« Stépen na tfi funkéni proteiny:

* Dentinovy fosfoprotein (C-terminalni konec) -
regulace mineralizace dentinu

* Dentinovy sialoprotein (N-termindlni konec)
* Dentinovy glykoprotein (stfedni ¢ast molekuly)

* Pozn. dentinogenesis imperfecta iii. typu -
mutace v Casti dentinového sialoproteinu



SIBLING proteiny

* Matrixovy extracelularni fosfoglykoprotein (MEPE)

* Pozn. Zubni sklovina
* \lysoce organizované krystaly hydroxyapatitu (az 85 %)
* Ameloblasty a jejich interakce s peptidy/proteiny
* Enamelin — ENAM, mutace — amelogenesis imperfecta
* Amelogenin - skupina proteint extraceluldrni matrix
* Ameloblastin — kontrola mineralizace
 Tuftelin — kysely fosforylovany glykoprotein

e Pozn. Dentin

* Reelin — protein extracelularni matrix produkovan odontoblasty
* Mozny prenos signall bolesti



Rust kosti. Tvorba a resorpce kosti.

Rust kosti

* Osifikace membran (intramembranozni)  versus
chrupavky (enchondralni)

* Epifyzy, epifyzarni stérbiny
* Uzaveér epifyzarnich stérbin

Stalé odbouravani a tvorba nové kosti
Obména az 100 % vapniku u kojenct
U dospélych cca 18 %

Osteoklasty — osteoblasty

Stala remodelace cca 5 % kostni tkane, ovlivneni
radou faktoru

Inkorporace jinych mineralt do kostni tkané
* Zejména prvky chemicky podobné vapniku
* Olovo
* Rychlé kostni vychytavani — detoxifikacni mechanismus?

* Vychytavani fluoridd - tvorba nové kostni hmoty,
ﬁabu)dovavanl do zubni skloviny (rezistence k zubnimu
azu

* Velké davky zplsobuiji diskoloraci zubni skloviny



Faktory ovlivnujici remodelaci kostni tkané

Genetické faktory
* 60 —-80 % mnozstvi kostni tkané determinovano geneticky
» Rozdily mezi rasami (nejvice Cernosi, nejméné Asiati)
Mechanické faktory

* Remodelace kostni struktury vzhledem k mechanickym pozadavkim
* Fyzicka aktivita nezbytna pro spravny vyvoj kosti

Cévni/nervové faktory
* Vaskularizace nezbytna pro spravny vyvoj kosti, zejména pro ossifikaci
* |Inervace — neuropeptidy a jejich receptory

Vyzivové faktory
* Pfijem vapniku
* Navyky — kava, koureni, alkohol, nadbytek soli — rizikové faktory osteopenie

Funkce endokrinniho systému

* Kromeé vyse uvedenych také:
* Androgeny — anabolicky efekt, stimulace osteoblastll, zména kostni density

* Estrogeny — estrogenni receptory nalezeny v osteoblastech, osteocytech, i osteoklastech, dualni efekt — stimulace osteoblastd, zvyseni hladiny
osteoprotegerinu, redukce resorpce

* Progesteron — anabolicky efekt na kostni tkan, osteoblasty — receptory - primy/nepfimy ucinek (kompetice s glukokortikoidy)
* Inzulin = stimulace tvorby matrix

* Glukokortikoidy — diferenciace béhem vyvoje, ale postnatalné inhibuji tvorbu kostni tkané, inhibice IGF-1/BMP-2, které jsou vyznamné pro
osteoblastogenezi

. E_ti’:cstovy hormon — pfimy Gcinek (stimulace osteoblast(, ), nepfimy Gcinek pfes zvySeni syntézy IGF-1/2 osteoblasty = stimulace proliferace a
iferenciace



Lokalni remodelace kostni tkane

» Zejména rustové faktory a cytokiny

* Rustové faktory:
* Polypeptidy produkovany kostni tkani nebo extraosealné
* Modulace ristu, proliferace, diferenciace
IGF-1/2
* Jatra/osteoblasty
* Ve vysoké koncentraci v kostni matrix
* Stimulace syntézy kolagenu
* Regulace interakce mezi osteoblasty a osteoklasty
* TGF-B (Transforming growth factor - 3)
* Inhibice resorpce inhibici diferenciace osteoklastl a indukci jejich apoptézy
* Stimulace tvorby kostni tkdné, indukce diferenciace a proliferace osteoblast(
* Inhibice syntézy matrixové proteazy (MMP)
* BMP
* PDGEF (Platelet - derived growth factor)
» Stimulace proteosyntézy
* Proliferace fibroblast(i, neovaskularizace, syntéza kolagenu

* FGF (Fibroblastic growth factor) — mitogenni UcCinek na osteoblasty, mutace v receptorech — napf. Apertdv syndrom (pfedcasny uzaveér
Sv(, syndaktylie, prodlouzeni lebky - turicefalie)

* EGF (Epidermal growth factor)

* VEGF (Vascular endothelial growth factor) — stimulace angiogeneze a proliferace endotelu, vyznam zejména v prvnich fazich
regenerace (fraktury)

* GM-CSF (Granulocyte / macrophage - colony stimulating factor) — osteoklastogeneze, osteopetrdza
* M-CSF (Macrophage - colony stimulating factor) — prvni faze osteoklastogeneze, bez primého ucinku na osteoklasty
* TNF (Tumor necrosis factor) — stimulace kostni resorpce



Lokalni remodelace kostni tkaneée

e Cytokiny — bunky imunitniho systému, celda rada uloh (imunitni odpoveéd, zanét,
hematopoéza, autokrinni/parakrinni efekt, pleiotropni efekt)
* Interleukin 1

* Prima stimulace osteoklastické resorpce

« Stimulace proliferace a diferenciace preosteoblastu

* Inhibice apoptdzy osteoklasti
Interleukin 6

» Stimulace resorpce kosti

* Role v Pagetové chorobé

* Inicialni faze osteoklastogeneze
Interleukin 11

* Kostni dren, stimulace osteoklastogeneze
Prostaglandiny

 Zejména PGE2

» Stimulace resorpce kostni tkané

e Experimentalné — inhibice COX2 = inhibice tvorby kostni tkané v zavislosti na mechanickém stresu
Leukotrieny



Kostni nemoci

e Osteogenesis imperfecta

e Osteopetroza
» Defektni osteoklasty
* Nefunkcni resorpce kosti

* Pomérné rozsahly molekularné biologicky
podklad

e Rachitis/osteomalacie — nedostatecna
akrece vapniku na jednotku kostni matrix

e Osteopordéza — ztrata kostni matrix i
mineralni slozky — estrogeny!



Markery metabolismu kostni tkane

* Markery tvorby kostni tkané

e Alkalickd fosfataza

* ,pfichycena” na vnéjSim povrchu osteoblastd
pomoci glykofosfatidylinositolu (ektoenzym)

e ALP je nespecificka

* Funkce - zvyseni lokalni koncentrace anorganického
fosfatu (= promoter mineralizace) a soucasné
snizeni lokalni koncentrace pyrofosfatu (inhibitor
formace kostniho mineralu)

* Vyznam v kardiovaskularni kalcifikaci
* Osteokalcin
* N-a C- terminalni prokolagenni propeptidy
* ZvySeny pri Pagetove chorobé a zvySené hladine
rastoveho hormonu
* Markery kostni resorpce
* Proteiny obsahujici hydroxyprolin
* Pyridinolin, deoxypyrindolin
» Stabilizace fetézcl kolagenu v extraceluldrni matrix
* Galaktosylhydroxylysin
* Kysela fosfataza
e =tartarat rezistentni kysela fosfataza (TRAP) 5b
* 5b izoforma specificka pro osteoklasty

Marker Tissue origin Amalytical Analytica
sample method
Hydroxyproline, total and dialyzable (OH-Pro, OHP); bone, skin, urine colorimetry,
specific for all fibrilar collagens and a part of collagen proteins, including cartilage, HPLC
Ciq and elastin; present in newly synthesized and mature collagen soft tissues
Pyridinoline (PYD, Pyr); bone, tendon, urine HPLC, ELISA
high concentrations in cartilage and bone collagen: not present in skin; cartilage
present only in mature collagen
Deoxypyrindoline (DPD, d-Pyr); bone, dentine urine HPLC, ELISA
high concentrations only in bone collagen: not present in cartilage orin
skin; present only in mature collagen
Cross-linked C-terminal telopeptide of type | collagen (ICTP); bone, skin serum RIA
high propertion from bone collagen in type | collagen; can partly originate
from newly synthesized collagen
Cross-linked C-terminal telopeptide of type | collagen all tissue con- urine, serum ELISA, RIA,
(fragments alpha-CTX, beta-CTX); taining type | ECLIA
intype| collagen; probably high proportion from bone collagen collagen
Cross-linked N-terminal telopeptide of type | collagen (fragments all‘tl‘ssue e Eﬂ i i el bk,
NTX); in type | collagen; big proportion from bone Wl aE Rt T
. g collagen (enly beta)

Hydroxylysine-glycosides (Hyl-Glyc); bone, skin, soft urine HPLC, ELISA
collagens and collagen proteins; glucogalactosy |- hydroxilysine is highly tissue, serum
represented in soft tissue collagens and Clq; galactosil-OHLys is highly rep- complement
resented in bone collagen
Bone sialoprotein (BSP); bone, dentine, serum RIA, ELISA
synthesized by active osteoblasts and lay in extracellular bone matrix; it hypertrophic
seems to express osteoclast activity catrilage
Tartarat-resistant acid phosphatase (TR-ACP); bone, blood plasma/serum colorimetry,
osteoclasts, thrombocytes, erythrocytes RIA, ELISA
Free gamma carboxyglutamin acid (GLA); blood, bone serum/urine HPLC

resulted from bone proteins (e.g. osteocalcin, matrix Gla protein) and from
coagulation factor

HPLC - high performance liquid chromatography; ELISA —enzyme-linked immunosorbent assay; RIA — radio immuno assay;

ECLIA — electrochemiluminiscence immunoassay: ICMA — immunochemiluminometric assay



Vitamin D a hydroxycholekalciferoly

* Vitamin D = skupina pfibuznych steroll, které vznikaji pfi
plsobeni UV (290 — 315 nm)

* D3 biologicky neaktivni!

* 1,25-dihydroxycholekalciferol = kalcitriol se tvofi rovnez v
placenté, koznich keratinocytech a makrofazich

* 25-hydroxycholekalciferol je hlavni cirkulujici forma, navazan
na plasmaticky DBP

« 25pg.l?
e Kalcitriol =30 ng.L?

* Regulace syntézy
* Tvorba 1,25-dihydroxycholekalciferolu je katalyzovana la-
hydgoxylézou je regulovana zpétnou vazbou plazmatickymi Ca%* a
PO,*
* Ddle usnadnéna PTH jako odpovéd na nizkou plazmatickou
hladinu vapniku

* Privysoké plasmatické hladiné vapniku nebo vysoké hladiné PO,
naopak tvorba omérné biologicky neaktivniho 24,25-
dihydroxycholekalciterolu

* Aktivita 1a-hydroxylazy se zvySuje prolaktinem

* Estrogeny — zvySena hladina vazebného proteinu (a tim zvySend i
hlaldi,nha celkového 1,25-dihydroxycholekalciferolu, ne vsak
volného

* Hladina 1,25-dihydroxycholekalciferolu se  snizuje  pfi
hypertyredze a metabolické acidoze
* Pozn.

 Na vitamin D rezistentni rachitis I. typu - mutace genu pro renalni
la-hydroxylazu

* Na vitamin D rezistentni rachitis Il . typu — mutace genu pro
receptor 1,25-dihydroxycholekalciferolu



Mechanismus pusobeni

1,25-dihydroxycholekalciferol = steroid
Regulace tvorby proteinu kalbildinG

« ZvySeni poctu molekul Ca?*H*ATPazy v enterocytech
= zvySeny transport vapenatych iontl do intersticia

e Zvyseni zpétné resorpce vapniku v ledvinach
ZvySeni poCtu osteoklastl — mobilizace Ca?* a PO,*

Receptory
e V radé tkani (kGze, lymfocyty, monocyty, kosterni a srdecni
sval, mlécna zlaza, adenohypofyza)
* Indukce diferenciace imunitnich bunék a keratinocytu v
kGzi
 Vjinych tkanich regulace rlstu regulace tvorby riastovych
faktord



Pristitna teliska
* Obvykle 4 pristitna teéliska (znacna
variabilita)

3 X 6 Xx 2 mm bohaté vaskularizovana
diskovita struktura

* Hlavni bunky

e Tvorba a secernovani parathormonu (PTH)
e Oxyfilni bunky

e PocCet se zvysuje s vékem

* Funkce doposud neznama
* Produkce PTHrP?



Syntéza a metabolismus PTH

Linearni peptid, 84 AMK, Mr = 9500
10-55ng.L?

rodlocas cca 10 min, odstépeni fragmentu ze stfedni oblasti a z C- konce v Kupfferovych burikach a nasledné vylouceni
edvinami

Plsobeni pfimo v kostni tkani
e ZvysSeni kostni resorpce a mobilizace vapniku = zvySeni plazmatické hladiny

*  Snizeni Flazmatlcke hladiny fosfatu — zvyseni sekrece fosfatu ledvinami na zakladé sniZeni zpétné resorpce fosfatu v
proximalnich tubulech

e ZvySeni resorpce vapenatych iontd v distalnich tubulech
*  ZvySeni tvorby 1,25-dihydroxycholekalciferolu zvySenim aktivity 1o-hydroxylazy

Dlouhodobé plisobeni — stimulace osteoblastl i osteoklastt, ale pfevazujici vliv na osteoklasty

e I Kratkodoby ucinek pres PTH receptory osteoblast(!
Sekrece PTH regulovana negativni zpétnou vazbou vapenatymi ionty (membranovy receptor — serpentinovy receptor
spraZzeny s G proteinem)

e Zvyseni hladiny fosfatu v plazmé = snizeni hladiny vapenatych iontd a inhibice tvorby 1,25-dihydroxycholekalciferolu

1,25-dihydroxycholekalciferol plsobi pfimo v pristitnych téliscich
e Snizeni hladiny mRNA preproPTH

Role horeénatych iontll — mirné zvyseni hladiny stimuluje tvorbu PTH

Pozn. Protein pfibuzny s parathormonem — PTHrP
*  Exprimovan v fadé tkani
* 140 AMK
e Vyrazna homologie s PTH v koncovych oblastech
e Stimulace proliferace chondrocytl a inhibice jejich mineralizace
e Ristovy faktor pro vyvoj klize, vlasovych folikull a prsa?
*  Vylu¢ovdn matefskym mlékem — nejasny vyznam
*  Mozkova kira, hipokampus, granularni vrstva mozecku



¥ [Ca*]

Vitamin D3 ”
activation ‘f PTH

Intestinal Ca*+ Renal Cat* Cattrelease
reabsorption reabsorption from bones

Figure 29-10

Compensatory responses to decreased plasma ionized calcium
concentration mediated by parathyroid hormone (PTH) and
vitamin D.

Factors That Alter Renal Calcium Excretion

4 Calcium Excretion T Calcium Excretion

T Parathyroid hormone (PTH) ! PTH

1 Extracellular fluid volume T Extracellular fluid volume
| Blood pressure T Blood pressure

T Plasma phosphate l Plasma phosphate
Metabolic acidosis Metabolic alkalosis

Vitamin D,

Guyton and Hall Textbook of Medical Physiology. 12th Ed.
Elsevier 2006



Mechanismus ucinku PTH

* Nejméné tfi rGzné receptory pro PTH
* G protein
* RUzna exprese v rdznych tkanich

* Pro regulaci metabolismu vépniku patrné nejddleZitéjsi PTHIR s
afinitou PTHrP, serpentinovy receptor

* PTH2R v rlznych (CNC, pankreas, testes, placenta) bez afinity k PTHrP,
serpentinovy tkanich receptor

* CPTHR? —ligandem je C-terminalni ¢ast PTH

* Pozn. Pseudohypoparatyredza
* Mutace receptor(?

* Pozn. Paratyreoidektomie
* Trvaly pokles hladiny vapniku v krvi a soucasny vzestup hladiny fosfat(
* Tetanie, Chvosteklyv ptiznak, Trousseaulv priznak

* Pozn. Nadbytek PTH

* Hyperkalcémie, hypofosfatémie, demineralizace kosti, hyperkalciurie,
tvorba ledvinovych kamen(

e QOsteitis fibrosa

* Sekundarni hyperparatyre6za — pfi chronicky snizenych hladinach
vapenatych iontd v krvi, stimulace pfistitnych telisek, kompenzacni
hypertrofie, hyperfosfatémie

* Familiarni hyperkalcémie/hypokalcémie



Kalcitonin

Hormon snizujici hladinu vapenatych iont(
parafolikularni bunky (bunky C)

Ic\:il4rL213500, 32 AMK, vyznamna variabilita u rlznych druhd v AMK,

Tvorba peptidu spfiznéného s kalcitoninovym genem (CGRP)
Sekrece se zvysuje az pfi pomérné vysoké hladiné vapniku (vyssi
nez 95 mg.L?)

* Sekreci zvySuji B-andrenergni agonisté, dopamin, estrogeny

* Dale gastrin, cholecystokinin, glukagon, sekretin

* Pravdépodobné je secernovan i jinymi tkanémi

Polocas cca 10 minut

Serpentinové receptory v kostech a ledvinach
* Inhibice kostni resorpce - inhibice aktivity osteoklastu

* ALE pouze zanedbatelné dlouhodobé ucinky na kalcémii (Zadny
syndrom deficitu kalcitoninu, medularni karcinom stitne zlazy -
vysoké hladiny kalcitoninu, ale bez symptom)

* U mladsich vyssi hladiny — vyznam pfi vyvoji skeletu?
* Ochrana matky pred nadmérnymi ztrdtami vdpniku v téhotenstvi
* Ochrana pred postprandidlni hyperkalcemii (gastin)

Pozn. CGRP - Calcitonin gene-related peptide
* 37 AMK
* Produkce centrdlnimi i perifernimi neurony
* Vasodilatace, uloha v pfenosu signalu bolesti (senzoricka funkce)
* Funkce efektorova
* Pravdépodobné daleko vice fyziologickych funkci

Pouziti — Iécba Pagetovy choroby



Endokrinni pankreas

Langerhansovy ostrivky pankreatu
* Inzulin
* Glukagon
* Somatostatin
* Pankreaticky polypeptid (PP)

Zejména v ocasu pankreatu

Pouze 2 % celého pankreatu

1 -2 miliény

Bohaté krevni zasobeni, jaterni portalni zila

Bunécna struktura
* A, B, D aF burnky
* A -—glukagon, obklopuji buriky B, cca 20 %
* B —inzulin, nejpocetnéjsi, 60 — 75 % bunék ostrivk
* D -somatostatin
* F - pankreaticky polypeptid, zejména zadni ¢ast hlavy pankreatu

Humordlni, cell-cell, a neurdlni komunikace



Inzulin

* Polypeptid, 2 fetézce, vznika z prepropeptidu, ktery je kédovan INS
* Vysoce konzervativni

* Pozn. Frederick Sanger 1951

* Chromozom 11

* Neékolik regulacnich sekvenci v promotoru — vazba transkripcnich
faktor( (Parl, Pdx2, Octl1, ISF, Pax4, USF1/USF2, CREB, CREME2A,
NeuroD1, HEB)

* Dalsi regulace pUlsobeni inzulinu
* Stabilita mRNA
* Translacni procesy
* Posttransla¢ni modifikace

* Po Upravach v granuldch plivodem v GA
* Ty jsou dale transportovany, exocytoza

* Prechod pres bazalni membranu B buneék, fenestracemi se dostava
ddle do krevniho obéhu

* NSILA — Nonsupressible Insulin-Like Activity, IGF-1/II
* Polocas cca 5 min
* Vazba nainzulinové receptory a ¢astecna internalizace

* Rozkladan endozomy, zejmeéna inzulinovou proteazou, ktera je
internalizovana spolu s inzulinem

* 80 % secernovaného inzulinu degradovano v jatrech a v ledvinach



Inzulinovy receptor

* Transmembranovy, skupina receptorl s
tyrosinkinazovou aktivitou

e Aktivace inzulinem, IGF-I a IGF-II

* INSR gen, alternativni sestrih, vznik IR-A
(exon 11+ = + 12 AMK) a IR-B (exon 11-)
isoformy

e Tetramer, Mr = 340 000, dva alfa a dva beta
retézce, které jsou glykosylované

* Velka podobnost s receptorem pro IGF-l,
ale odlisny od receptoru pro IGF-II



Po vazbé ligandu (o retézec) autofosforylace tyrosinovych zbytk( intraceluldarni TK katalytické
domény 3 retézce
Dale nabor adapterovych protein(

* RS (insulin receptor substrate proteins) — IRS1 - IRS4

e SH-2B (SH2 domain-containing adapter protein B)

 APS

 PTP1B (protein-tyrosine phosphatase 1B)
IRS-1 aktivuje P13 kinazu, ktera katalyzuje fosforylaci PIP2 za vzniku PIP3
PTEN (phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate 3- phosphatase) katalyzuje zpétnou konverzi PIP3
na Pl2
Nasleduje vazba a aktivace proteinkinazy Akt (proteinkinaza B, serin/threonin specificka kinaza)
Fosforylace dalSich proteinu:

* GSK3 (Glycogen synthase kinase 3) a nasledna aktivace glykogen syntazy
Aktivace transportu vezikul s GLUT-4, transport a splynuti s plazmatickou membranou a jejich
vystaveni
Pozn. Vstup GLUT-4 rovnéz po fyzické namaze mechanismem kinazy aktivované 5'-AMP



U&inky inzu

inu

Velmi komplexni

Rychlé/stfedné
rychlé/zpozdéné

Nejznamejsi je hypoglykemicky
ucinek

Vliv na transport aminokyselin
a elektrolytu

Vysledkem je ukladani cukruq,
proteinu a tuku
Dalsi ucinky
 Vstup drasliku do bunék =
pricina hypokalémie u
diabetickych ~ nemocnych s
acidozou po |écbé inzulinem

e Zvyseni aktivity Na*K* ATPazy



/ /e

Hlavni ucinky inzulinu

* Prijem a utilizace Glu kosternimi svaly béhem télesné ndmahy a postprandidlné
* Usnadnéni transportu Glu

* ,uskladnéni” Glu ve formé energie v jatrech
* Inaktivace jaterni fosforylazy, ktera stépi jaterni glykogen na Glu
* Zvyseny pfijem Glu mechanismem zvyseni aktivity glukokindzy — fosforylovana Glu neni schopna prejit zpét pres plasmatickou membranu
* ZvySeni enzymu syntézy glykogenu, zejména glykogensyntazy
* ZvySena konverze nadbytecné Glu na MK
* Inhibice glukoneogeneze inhibici pfislusnych jaternich enzymu

* | Inzulin nema vliv na prijem Glu neurony (pasivni transport)

* Inzulin zvysuje utilizaci Glu perifernimi tkanémi

* VIlivinzulinu na tukovou tkan

* Zvy3eni transportu Glu do jater, nad urcitou koncentraci glykogenu (5 — 6 %) je jeho dal3i syntéza blokovana — Glu je konvertovana na pyruvat a
ten nasledné na acetyl-Coa, ktery je vychozim substratem pro syntézu MK

* MK jsou uvolfiovany z jater ve formé triglycerid( v lipoproteinech

* Inzulin aktivuje lipoproteinovou lipazu ve sténach kapilar tukové tkané — stépeni triglycerid(i a uvolnéni MK, nasledné vstup do adipocytli a
konverze na triglyceridy

* Inzulin inhibuje hormon-sensitivni lipdzu = inhibice uvolfiovani triglyceridd z tukové tkané do krve
* ZvysSeni transportu Glu do adipocytl — minoritné pouzita na syntézu MK, majoritné a-glycerolfosfat

* Inzulin a metabolismus proteind
* Inzulin indukuje proteosyntézu
* Stimulace transportu (zvySeni kapacity transportnich systémui) mnoha AMK do bunék (zejména valin, leucin, izoleucin, tyrosin a fenylalanin)
* Zvyseni translace mRNA — tvorba protein(
* ZvySeni transkripce DNA
* Inhibice katabolismu protein(i — sniZeni celuldrni degradace proteinu
* SniZeni glukoneogeneze v jatrech — substratem jsou plasmatické AMK!




Glukozove transportéry

. racilitov?]né difuze, sekundarni aktivni transport s Na* ve strevech a
edvinac

 Svaly, tukova tkan a dalsi — glukdzoveé transportéry

* 12 transmembranovych dsekd, N- a C- termindlni konce
intracelularne

e U savcl popsano 12 rlznych glukozovych transportért rozdéleno do
tfi trid, bézné uvadéno 7
* Lisi se afinitou ke glukdze, stejné jako expresi v jednotlivych tkanich
* Pr. GLUT-1 — zejména ve fetalni tkani, u dospélych zejména v Ery a
enterocytech a zodpoveédny za bazalni hladinu Glu pro zajisteni zakladnich
bunécnych pochodu
* GLUT-4
* Svalova a tukova tkan
* Vyrazna stimulace inzulinem

* Po vstupu Glu do bunék je dale reﬁulovéna rychlost fosforylace (rustovy
hormon a kortizol ji v nékterych tkanich inhibuji)

e ZvySeni vstupu Glu inzulinem do jater mechanismem zvysené
fosforylace Glu



Function

Ky, (mM)?

Major Sites of Expression

Secondary active transport
{Na1-glucose cotransport)

SGLT1
SGLT 2
Facilitated diffusion

GLUT 1
GLUT 2

GLUT 3

GLUT 4

GLUT 5
GLUT 6

GLUT 7

Absorption of glucose

Absorption of glucose

Basal glucose uptake

B-cell glucose sensor; transport out of intestinal
and renal epithelial cells

Basal glucose uptake

Insulin-stimulated glucose uptake

Fructose transport
None

Glucose 6-phosphate ransporter in endoplasmic
reticulum

0.1-1.0

1.6

1-2

12-20

<1

Small intestine, renal tubules

Renal tubules

Placenta, blood-brain barrier, brain, red cells,
kidneys, colon, many other organs

B cells of islets, liver, epithelial cells of small in-
testine, kidneys

Brain, placenta, kidneys, many other organs

Skeletal and cardiac muscle, adipose tissue,
other tissues

Jejunum, sperm
Pseudogene

Liver, ? other tissues

Barret, K.E., Boitano, S., Barman, S.M., Brooks, H.L. Ganong’s Review of Medical Physiology. 23rd Ed. McGraw-Hill Companies 2010
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Nedostatek inzu

Diabetes mellitus

Experimentalné aloxan, streptozocin
Inhibice sekrece inzulinu
Protilatky
Polyurie, polydipsie, ztrata na vaze pres polyfagii, hyperglykémie,
glykosurie, ketdza, aciddza, kdma
* SniZeny vstup Glu do perifernich tkani
* ZvysSené uvoliovani Glu do krve z jater

* Nadbytek extracelularni Glu a naopak nedostatek Glu intracelularni —
yhladovéni uprostred nadbytku“

* Dadle absolutni nebo relativni hypersekrece glukagonu
Test tolerance glukdzy, porusena glukdzova tolerance

* SniZena periferni utilizace Glu bez zmény stfevni resorpce a zpétné
resorpce v ledvinach

* Porucha glukostatické funkce jater (inzulin podporuje syntézu glykogenu
a inhibuje vydej Glu jatry)
* Inaktivace jaterni fosforylazy
* Snizeny pfijem Glu hepatocyty (sniZeni aktivity glukokindazy)
* SniZena syntéza glykogenu
J¢inky hyperglykémie
* Hyperosmolarita krve
* Glykosurie
* Znacné ztraty vody (osmotickd diuréza) — polydipsie
* Neenzymova glykosilace hemoglobinu A (HbA,) — marker
Intracelularni deficit glukdzy
* ZvySeni katabolismu tukd a protein(i — ketoaciddza
* Pravdépodobné pric¢inou diabetické hyperfagie



Nadbytek inzulinu
e Zejména ucinky hypoglykémie na nervovy systém —
proc?
* Omezené zasoby sacharid(
e Dale prijem Glu

* Palpitace, poceni, nervozita = aktivita vegetativniho nervstva —
proc?

* Neuroglykopenické priznaky
Pocity hladu, zmatenost, letargie, kdma, kiece, smrt

 Kompenzacni mechanismy

* |Inhibice sekrece inzulinu

» Sekrece glukagonu, adrenalinu (zvyseny vydej Glu z jater),
ristového hormonu a kortizolu (snizeni utilizace Glu tkanémi)




Diabetes mellitus a zmény v metabolismu

* Metabolismus protein(

Zvysena rychlost katabolismu AMK a jejich zvySena konverze na Glu v jatrech
Méreni poméru Glu k dusiku v moci (D/N pomér)
Vyznam glukagonu a hyperglukagonémie (stimulace glukoneogeneze) a adrendlnich glukokortikoid(

N(?glgtilvni dusikova bilance (glukoneogeneze versus snizena proteosyntéza) spojena se snizenou rezistenci k
infekcim

* Metabolismus tuku

Zrychleni katabolismu tukt se zvySenou tvorbou ketolatek

Snizena syntéza mastnych kyselin a triacyglycerol( (30-40 % versus 5 % u DM; sniZzena konverze Glu na MK v
tukovych zasobdch)

ZI\</y§en|' hladiny volnych MK (NEFA, UFA, FFA) — nepfitomnost inhibice hormondlné senzitivni lipdzy v tukové
tkani

Hladina FFA méni paralelné s hladinou Glu
Katabolizace MK na acetyl-CoA, nadbytecny acetyl-CoA je preménén na ketolatky
* Vznik acetacetyl-CoA a konverze na acetacetat a aceton a B-hydroxybutyrat
* Vyznamny zdroj energie pfi hladovéni, nicméné velmi vysokd hladina ketoldtek spolu se sniZzenou utilizaci keton(
* Inzulin zvySuje utilizaci ketonu ve svalech
* B-hydroxybutyrat je pfi¢inou acidozy (stimulace respiracniho centra, Kussmaulovo dychani), nasledné ztraty Na* a K*
* Kéma nastdva dehydrataci a aciddzou (laktatova aciddza, hyperosmolarni kéma)

* Metabolismus cholesterolu
Obvykle zvysena plasmaticka hladina, zejména VLD a VLDL



Diabetes mellitus

Lidé, ale také jini zivoCichové

Cetné komplikace
* Cévni zmény
* Konverze intraceluldrni glukdzy na Amadoriho produkty

* Ty tvori AGE (Advanced Glycosylation Products) — zmény
proteind matrix

* Mikrovaskuldrni zmény
* Diabeticka retinopatie
* Diabetickd nefropatie

* Makrovaskularni zmény

* Zrychleny pribéh aterosklerdzy — vyssi Cetnost nékterych
dalSich onemocnéni (IM)

* Diabeticka neuropatie
* Snizend rezistence k infekcim

* DM . typu = inzulin dependentni (deficit inzulinu),
autoimunni onemocnéni ? Protilatky proti B bunkam

* DM II. typu = rezistence na inzulin + poruchy sekrece
inzulinu (vyCerpani bunék B)

* Sekundarni diabetes — chronicka pankreatitida, totalni
pankreatektomie, Cushinguv syndrom, akromegalie



/

INnu

Regulace sekrece inzu

U zdravych jedincl nalac¢no je hladina inzulinu do 502 pmol.L?
Po poziti potravy nastava az 10nasobny vzestup
Denné se secernuje cca 287 mmol

Regulace — zejména zpétnovazebnd plsobenim krevni Glu pfimo v B bunkach pankreatu
* GLUT-2

Stimulace také nékterymi AMK, acetacetatem
* Pravdépodobny mechanismus zprostfedkovan NO (arginin =prekurzor NO)

Inzulin a vegetativni nervy
e o2-adrenergni receptory inhibuji sekreci inzulinu
* B-adrenergni receptory stimuluji sekreci inzulinu
* M4 receptory — stimulace sekrece inzulinu n. vagus, opét zvyseni Ca?*+ uvolnéni z ER

Strevni hormony
* Glukagon, sekretin, cholecystokinin, gastin, Zalude¢ni inhibi¢ni peptid (GIP)
* Glukagonu podobny polypeptid 1 (GLP-1)
* Influx Ca?* pres napétoveé fizené vapnikové kanaly

Deplece K+ - snizeni sekrece inzulinu

Pozn. Peroralni hypoglykemika — stimulace sekrece inzulinu
* Pouze u pacientll se zachovanymi B burikami
* Inhibice K* kanalu
* Biguanidiny fenformin a metformin
* SniZeni glukoneogeneze
* Thiazolidindiony
e Zvysuji periferni utilizaci Glu, sniZuji rezistenci na inzulin
*  Mechanismus ucinku pres PPAR-y receptor



Adipokiny

Tukova tkan = endokrinni, produkce proteint (peptida) s autokrinnim, parakrinnim, nebo
endokrinnim ucinkem

Adipokiny — zapojeny do regulace energetické homeostazy

Adipokiny podporujici Cinnost inzulinu
* Leptin — prevazné adipocyty, regulace pfijmu potravy? (adaptacni reakce organismu na
dlouhodobé hladovéni)
* Adiponektin — adipocyty, vztah k inzulinové rezistenci

* Visfatin — produkovan zejména adipocyty visceralni tukové tkane, aktivace inzulinove signalizacni
kaskady — zvyseni transportu Glu v myocytech, stimuluje lipogenezi a diferenciaci adipocytu a
snizuje produkci Glu v hepatocytech

Adipokiny inhibujici ¢innost inzulinu

* TNF-a — produkce adipocyty koreluje s mirou obezity, hladinami inzulinu a inzulinovou rezistenci,
pfimé pusobeni na inzulinovou kaskadu (fosforylace substratu inzulinového receptoru), zvyseni
uvolnovani FAA

* Rezistin — adipocyty, bunky imunitniho systému, vliv rezistinu na inzulinovou rezistenci neni tak
vyrazny, jak se drive soudilo

* IL-6 — adipocyty, bunky imunitniho systému, endotelialni bunky, myocyty, fibroblasty, sekrece
vyraznéjsi ve visceralnim tuku, podili se na rozvoiji inzulinové rezistence



Glukagon

. ﬁl\?l?(ﬁky pankreatu, Linearni peptid, Mr = 3485, 29

* Preproglukagon — 179 AMK
A bunky, L bunky dolni casti traviciho uUstroji a v
mozku
* V A bunkach se preproglukagon sStépi na vétsi
proglukagonovy fragment MPGF

* V L bunkach se zpracovava primarné na glicentin

* V A a L bunkach se tvori rovnéz oxyntomodulin a
zachovava se glicentinu pribuzny polypeptid GRPP
(zvySuje hladinu inzulinu, snizuje hladinu glukagonu)

* GLP-1 (7-36) je silny stimulator sekrece inzulinu,
spolu s GLP-2 se tvori také v mozku
* Indukce sekrece somatostatinu
e Trofické ucinky na B bunky, snizeni chuti k jidlu
* Vlyrazné snizuje postprandialni glykémii
* Pozn. Analoga — liraglutid/



Pusobeni glukagonu

Glykogenolyza (ne ve svalech!), stimulace glukoneogeneze z dostupnych AMK, lipolyticky a ketogenni ucinek
(lipolyticka aktivita)

Receptor — Mr = 62000, 485 AMK, serpentinovy receptor, GCGR gen
V jatrech prostrednictvim Gs aktivuje adenylatcyklazu = zvysSeni intracelularni koncentrace cAMP

cAMP pres protein kinazu A aktivuje fosforylazy (aktivace fosforyldaza b kinazy a vznik fosforylazy a) — stépeni
glykogenu na Glu-1P, vzestup glykémie po odstépeni P

Aktivace fosfolipazy C, zvySeni koncentrace volnych vapenatych iont( a stimulace glykogenolyzy
Proteinkinaza A snizuje metabolismus Glu-6P = zvysSeni Glu

Inhibice konverze Fru-6P na Fru-1,6-PP

Dale inhibice skladovani triglycerid( v jatrech

I Aktivuje adipocytarni lipazu = zvySené mnozstvi MK v krvi

Pozitivné inotropni Uc¢inek na srdce (zvySeni obsahu cAMP)

Stimulace sekrece rlistového hormonu

Zvyseni krevni cirkulace (ledviny)

Inhibice sekrece HCl v Zaludku a zludi

Polocas v cirkulujici krvi 5 -10 min
Degradovan zejména v jatrech, ale i dalSich tkanich

Secernovan do portalni Zily



Receptor
Location

Effect

Liver

Adrenal gland
Kidney

Adipose tissue
Duodenum

Stomach
Heart

Brain

B-Cell
a-Cell

Stimulates glycogenolysis and glyconeogenesis

Inhibits glycolysis and glycogenesis

Inhibits ACTH-stimulated cortisol production

Stimulates bicarbonate secretion

Reduces urinary acidification

Increases glomerular mesangial cell proliferation

Promotes natriuresis

Stimulates K™ excretion

Increases glomerular filtration rate

Stimulates brown fat thermogenesis

Stimulates brown fat cell growth

Inhibits gastrointestinal motility

Promotes relaxation of Sphincter of Oddi

Stimulates ghrelin secretion

Increases heart rate and myocardial contractility
and improves atrioventricular conduction

Suppresses ghrelin secretion

Stimulates somatostatin release from
hypothalamus

Stimulates neuronal ketone metabolism

Suppresses feeding

Stimulates sympathetic nervous activity

Promotes glucose-stimulated insulin secretion

Stimulates a-cell exocytosis

Bansal P, Wang Q: Insulin as a physiological modulator of glucagon secretion.
American Journal of Physiology-Endocrinology and Metabolism 2008,
295(4):E751-E761.



Regulace sekrece glukagonu

e Zvyseni sekrece pri hypoglykémii

* Spolu se sekreci glukagonu se uvolnuje |
GABA, ktera inhibuje v bunkach A sekreci
glukagonu aktivaci GABA, receptoru

* ZvySena po stimulaci sympatickeé inervaci
pankreatu ([3-adrenergni receptory, cAMP)

e vagova stimulace
* Inhibice po aktivaci a-adrenergnich receptoru

e Zvysena sekrece po na proteiny bohatém jidle

* Pozn. Protektivni vyznam, zabranéni vzniku
hypoglykémie

e Zvysena pri hladovéni



Inzulin versus glukagon

Meal
INSULIN AND GLUCAGON hd Hepatic Glucose Storage (S)
125 Condition or Production (P)* G
Metabolism is controlled by the insulin : glucagon ratio. ;'S:g;; i . Glucose avallabllity
concentration - 140 Ijig.'sae boh |
(a) Fed state: insulin dominates (po/ml) 9 . Large carbohydrate meal 4+ (S) =
concentration
G, 90 4. .90 (mg/dL) Intravenous glucose 2+ (5) 25
Ca
Jon small meal 1+(S) 7
;‘ n 4 Glucose oxidation 130 Glucose need
Sy tal nthesi ]
/ * yoogen syninesis Plasma )
N 4 Fat synthesis insulin Overnight fast 1+ (P) 23
4 Protein synthesis F;an‘:'ﬂ;rat'on Low-carbohydrate diet 2+(P) 1.8
| | | 10 4 Starvation 4+ (P) 04
-B'lﬂl ! .ID ! a.lo ! 12|0 ! -|EI|_O ! 2:10 21+ to 4+ indicate relative magnitude.

Minutes Courtesy of RH Unger.

(b) Fasted state: glucagon dominates

el

4 Glycogenolysis O{\
$ Gluconeogenesis « G\ang

4 Ketogenesis
| |

Silverthorn, D. U. Human Physiology — an Integrated Approach. 6th. edition. Pearson Education, Inc.
2012.

(e) Glucose, glucagon, and insulin levels before and after a meal



ENDOCRINE RESPONSE TO HYPOGLYCEMIA

Glucagon helps maintain adequate plasma glucose levels
by promoting glycogenolysis and gluconeogenesis.

Lactate, pyruvate,

amino acids
|«—— Fatty acids

Silverthorn, D. U. Human Physiology — an
Integrated Approach. 6th. edition. Pearson
Education, Inc. 2012.



Somatostatin

D bunky pankreatickych ostrivku
14 AMK
Extrémné kratky polocas (cca 3 min)

Sekreci zvysuje:
« ZvysSeni hladiny glukozy v krvi
e Zvyseni hladiny AMK, zejména argininu a leucinu
e Zvyseni hladiny FAA
« Zvysena koncentrace nékterych hormonu horni ¢asti GIT jako odpovéd na prijem potravy

Funkce:
* Snizuje sekreci glukagonu a inzulinu, ale také pankreatického hormonu
* Snizeni utilizace pfijatych Zivin tkanémi — adaptace pro jejich delsi dostupnost a utilizaci?
* Snizuje motilitu zaludku, duodena a zlucniku a zluCovych cest
* Snizuje sekreci a absorpci v GIT
* ProC? — pravdépodobné zvyseni doby pro pfijem zivin z GIT



Pankreaticky polypeptid

* Linearni peptid, 36 AMK, tvoren bunkami F
* Pribuzny polypeptidu YY (PYY, strevo, GIT hormon) a neuropeptidu Y
* Cholinergni regulace, plasmatické hladiny klesaji po podani atropinu

» Sekrece se zvysuje po jidle s vysokym podilem proteind, ale také po
télesné namaze a pri akutni hypoglykémii

* Hladinu snizuje somatostatin a i.v. podana glukoza
e Zpomaleni adsorpce Zivin (vyrovnavani ,vrchol(“?)

e Zvysena hladina pri anorexia nervosa — regulace prijmu potravy?



