SIGNALIZACE A LIPIDOVY METABOLISMUS

Obecnéjsi principy a jejich aplikace
v bunécéné fyziologii;

- Spolupusobeni latek ruzné chemické povahy

- Bunécné signalizace obecnéji s durazem na ulohu
fosfolipidu a jejich metabolitt

Alois Kozubik



Shrnuti a doplneni
probraneho uciva
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(obecnejsi vychodiska a modely)



Ktere faktory, a jak mohou modulovat

déleni, diferenciaci a zanik bunék?

PPl
Dochéazi k tomu zménami =0

- exprese anebo funkce molekul zapojenych v prenosu (transdukci)
signalu primo regulujicich proliferaci, diferenciaci a bunéénou smrt
vCetné exprese protoonkogenu a nadorové-supresorovych gend,

- signalu, které tyto funkce ovliviuji do ur€ité miry neprimo,
jako jsou posttranslacni zmény, inhibice mezibunécnych spojeni,
ovlivnéni funkce enzymu reparujicich DNA, metylace DNA,
metabolismus apod.

(na ruznych urovnich organizace
bunécénych systému)
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V bunce (bunéénych signalizacich a metabolismu

% spolupusobi latky ruzné chemické povahy

WEg WEW Y

Ctyfi nejdulezitéjsi skupiny
malych organickych molekul v burikach

jednotky vyssiho radu

mastné kyseliny

aminokyseliny
nukleodity

+ ionty atd.




Bunky prostoupeny
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Hladké endoplazmatickém retikulum: molecules

metabolismu lipid(i a metabolismu hemu,
regulované uvolfiovani Ca2* iontd.

molecules

Golgiho komplex slouzi (a)
k transportu, pfechovavani a
posttranslaéni modifikaci proteind,
navazovani a odstrariovani nebilkovinnych
(zejména cukernych) slozek, syntéze
polysacharid(l a imunoglobulind, tvorbé Jrf
vacku vyuzivanych pfi exocytoze. '

(b)

membranovymi systemy

tvofenymi z velké Casti
fosfolipidy

Cytoplazmaticka membrana: semipermeabilniobal
ohranicujici vnitfek bunék od vnéjsiho prostfedi a kontrolujici
pohyb latek do buriky a ven z buriky. Je selektivné permeabilni
pro ionty a organické molekuly.

Chréani bunku pred vnéjSimi vlivy.

Podili na rdznych bunéénych procesech jako bunééna adheze,
vyména iontt, bunéénych signalizacich.

Sklada se z lipidové dvouvrstvy se zakotvenymi
proteiny, glykoproteiny, cholesterolem, sfingolipidy.

Peripheral protein

phospholipid

odstrafiovani toxickych latek, nékteré casti

.y
Polar regions £—=={
of phospholipid
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Membrane channel protein

Carbohydrate

Drsné endoplazmatickeé retikulum: i chains Glycoprotein
syntéza nékterych bilkovin, oligomerizace Receplor protsin " aiveolioid Glycocalyx
proteind, rozklad poskozenych bilkovin. l':‘;';'g:f; 7 ycoup
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STRUKTURNI ULOHA
FOSFOPIDU v BUNKACH

MEMBRANOVE
SYSTEMY

a bunécnée
kompartmenty

protientropické
dusledky

> a BUNECNE FUNKCE



Kompartmenty

Funkéné nebo prostorové oddélené soubory prvku (slozek).
Dusledkem je kompartmentalizace — vznik a existence kompartmenta.

V dusledku toho jsou prvky (slozky), napf. latky, buniky atd.,
nerovhnomeérné rozmistény.

Priklady
VSechny membranami ohraniCené struktury maji své ,vnitini prostredi”.

Selektivné jsou v nich zadrzovany urcité molekuly proti koncentraCnimu spadu.
Nékteré reakce tak probéhnout mohou, jinym muze byt zabranéno.

Tato protientropicka distribuce molekul a bunéénych struktur,

smérujici proti neusporadanosti, ma velky vyznam pro bunécny metabolismus
a regulace.

Zakladem pro tento stav je existence bunécnych membran,
jeden ze zakladu existence biologickych systém.



Dynamicky charakter biologickych membran - model

Znazornéna je dynamika ,samoorganizacnich schopnosti PG - fosfatidylcholin

modelového systému (v ps) vytvaret membranové dic 16 ~ k. paimitova
struktury ve vodném prostfedi, jsou-li dodany prekursory: chol - cholesterol

b
0 ps

PNAS | November 11, 2008 | vol. 105 | no. 45 | 17367-17372 o



Dynamicky charakter biologickych membran
(model) alipidové rafty

PNAS | November 11,2008 | vol. 105 | no.45 | 17367-17372
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Lpkds Ghgosyliphosphaticyinositol (GPY (\‘ Uprocehs ? Gholesterol
Q ) U ohydrate

Zajisténi vétSiny biologickych funkci

se neobejde bez

lipidovych komponent jako jsou VNMK,
fosfolipidy s dalSimi biologicky
vyznamnymi molekulami. ;

VNMK jsou soucasti

. H H L o n
Prerkursory: lipidovych raftu:
PC - fosfatidylcholin Cervena — nenasycené lipidy membrénovych mikrodomén
diC 16 — k. palmitova Zelena - nasycené lipidy g - IaF
diC 18:2 — k. linoleova B, D, E - planarni rozlozZeni ObOhacenyCh 0 glkaSfanOIIPIdy *
chol - cholesterol C - liposom cholesterol

Jejich modulace mohou vyznamné ménit
intenzitu a také smér signalové transdukce
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Struktura fosfolipidd a jejich orientace v plasmatické membrané

| —
il =

hydrophilic
head

3| |z ,_..L
3| |
two
hydrophobic % :E:: uﬂu

fatty acid
tails

| —
phospholipid molecule

Figure 2-22. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.
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Mastné kyseliny - struktura

hydrophilic carboxylic acid head —‘|

hydrophobic hydrocarbon tail—
(A) (B) (C)

Figure 2-21. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition. 12




logy of the cell, 4th Edition

Slozeni fosfolipidd a jejich
PANEL 2-5 Fatty Acids and Other Lipids §tépeni fOSfOIipézami (PL)

COMMON FATTY TRIACYLGLYCEROLS  Fatty acids are stored as an energy reserve (fats and
ACIDS = oils) through an ester linkage to glycerol to form
triacylgl Is, also kn trigl ides.
These are carboxylic acids Il et i e
with long hydrocarbon tails. HAC = ,/L\/\/\/\/\/\/\/\
H,C=0H
COOH COOH COOH ‘ Il
| | | P N HC—OH
CH, CH,  CH, HC—0 ]
‘ (l_l) H,C—OH
CH CH CH
[ F M sl S RN TN N NN A olycerol

CH, CH, CH,
| | |

CHy CHy  CH,
| |

|
CH, CH, CH, Hundreds of different kinds of fatty acids exist. Some have one or more double bonds in their
I [ ‘ hydrocarbon tail and are said to be unsaturated. Fatty acids with no double bonds are saturated.
CHy CH,  CH, N i
| o, [C e
G g S Nt
CH, ?Hl ﬁh
CH,  CHy  CH
CHy éH) I This double bond
i d and creates
CH, CH, ; i kink in the chain. ‘
|. | = eéc | The rest of the chain stearic
cl—Hz ‘I—Hz is free to rotate -
- ~ bout the other C-C
cH CH a
= [ bonds.
T‘H ;  CH,
CH,  CH,
éH; palmitic
| d
space-filling model carbon skeleton
UNSATURATED SATURATED
Phosphalipids are the major constituents
D|
CARBOXYL GROUP HOSPHOLIPIDS  [yoshheliPids are
If-frae thecatboxyl-group of a "V‘;:‘I’.:;"i“ — choline

fatty acid will be-ionized—

0 PLD =)

AAAAAAANAL e
o C:Jh PLC
CHy—CH—CH,
PLA-1 mmp
But mese-usually-it is linked to l | =p p0
ather groups to form either esters )
o 2 Phospholipases (P

INNNINNNTS N
A hydrophobic
fatty acid tails

or am_ides. space-filling model of
the phospholipid
phosphatidylcholine

i

(8]

«
VAVAAVAVAVE VAV In phospholipids two of the ~OH groups in glycerol are
linked to fatty acids, while the third -OH group is linked
general structure  to phosphoric acid. The phosph is further linked to
01 a phospholipid  one of a variety of small polar groups (alcohols).

Estery - Kyselina + alkohol (-OH skupina karboxylové kyseliny nahrazena organickym zbytkem
vzniklym z alkoholu po odstépeni vodiku z OH skupiny).
Amidy - nahradou skupiny OH karboxylove skupiny za amidovou skupinu NH,,
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https://cs.wikipedia.org/wiki/Hydroxyl
https://cs.wikipedia.org/wiki/Karboxylov%C3%A9_kyseliny

Fyzikalné-chemické vlastnosti
fosfo- a glykolipidu dovoluji
ve vodném prostredi vzniknout
strukturdm membranového
charakteru na samoorganizacnim
.Self-sealking“ principu. __

Dalsi formy lipida

Molecular Biology of the cell, 4th Edition

POLYISOPRENOIDS
Tl leng chan polymers of isoprene

Faty acids have  bycrophiichosd — 8 TIPSR R—
and a hydrophobic tail, *-—-l: o

|
?\:g__ |—micalla Q _'i =

Their derivatives can form larger aggregates held together by hydrophobic forces:

LIPID AGGREGATES

In water they can form a surface film
or form small micdles.

Telglycerides can form large sphodical Eraspheliplds and glycobpds form self-sealing lipld
fat droplets in the cell cytoplasam, balayers that are the basis for all coll i em branss,

O o e —®
| .::7:-.;

Lipids ara deflined as the watar-insolubla
OTHER LIPIDS molaciiles in calls that are sohibils in organic CF{’_ - ¢ >
solvents. Two other commen types of ipids GeEHe=ch
aro steroids and polyisoprenoids, Both are CH, isoprens
made from isoprens units.

STEROIDS  Seroidshave a ltiple-ring
M
HO o’ : f
chal —found in many b mala starcid b
GLYCOLIPIDS No phosphate
Like phospholipids, these compournds are composed of a lydrophobic
raglon, containing two long hydrocarbon tails, and o polae region,
which, Howees, ins one or mars sugar residies and no phospt |
H H o 2
(I: T I ?H ‘-‘\"ﬂ"
NN N, ;\‘x - poalckis
b!I H cloliched plospliste—uosed
1o carry activated sugars
P im the m embrana-associatad
. ,C=NH asimple synthesis of glycoproteins
i ! s r! I and some polysaccharides



4 Efekt koncentrace mastnych kyselin (VNMK)
na proliferaci krvetvornych nadorovych bunék

PROLIFERACE

n-=6 >
2 : 3 KONCENTRACE MASTNYCH KYSELIN

D.G.Cornwell and N.Morisaki, Free Radicals in Biology. Vol.6, 1984
15



Efekty koncentrace mastnych kyselin na proliferaci
krvetvornych nadorovych bunék (vliv peroxidace lipidu)

A

PROLIFERACE

= 3 3
[ T
SO L O

KONCENTRACE MASTNYCH KYSELIN

D.G.Cornwell and N.Morisaki, Free Radicals in Biology. Vol.6, 1984

A

PEROXIDACE LIPIDU
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Efekty koncentrace mastnych kyselin na proliferaci

krvetvornych nadorovych bunék (vliv prostaglandin()
A

PROLIFERACE

KONCENTRACE MASTNYCH KYSELIN

D.G.Cornwell and N.Morisaki, Free Radicals in Biology. Vol.6, 1984

A

PROSTAGLANDINY

17



Efekty zavisi na koncentraci

VLIV KONCENTRACE NENASYCENYCH MASTNYCH KYSELIN (VNMK)
' NA PROLIFERACI NADOROVYCH BUNEK — shrnuti (do r. 1985)

(,FATTY ACID PARADOXES" )

PROLIFERACE

PROLIFERACE
PROSTAGLANDINY

PROLIFERACE

PEROXIDACE LIPIDU

n-6 H ‘ n-6 n-6
. , . 3
E .9 KONCENTRACE MASTNYCH KYSELIN KONCENTRACE MASTNYCH KYSELIN n-9 KONCENTRACE MASTNYCH KYSELIN

U modelovych krvetvornyvh (nddorovych) populaci
mohou VNMK generovat jak (+) tak (-) signal na proliferaci

18



Spektrum eikosanoisu

19



Ctyii cesty premény AA na své metabolity

elkosanoidy

Arachidonic Acid (AA)

non- "\,

enzymartic

Lipoxins (LX)
Hydroxyeicosatetraenoic acids (HETE)

Epoxyeicosatrienoic acids (EET)
Prostaglandins (PG) Hydroxyeicosatetraenoic acids (HETE)

Leukotrienes (LT) Isoprostanes (Iso)
Hepoxilins (HX) Hydroxyeicosatetraenoic acids (HETE)

N-6 (CH3)

From: J. Lipid Res. 2009 June; 50 (6): 1015-1038.
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METABOLISMUS KYSELINY ARACHIDONOVE

MEMBRANOVE POSFOLIPIDY

PLA,
COOH
CYCLOOXYGENAZY EPOXYGENAZY LIPOXYGENAZY
(P450)
l
GG | =

‘e
‘e
’

CH,

CH CO NH CH,

COOH

NH

COCH,CH,CHCOOH
NH,




RozsSifené schéma hlavnich sméri biosyntézy eikosanoidu.

12-ox0LTB,

dhk PGFycu e s+ + SRS + < o« 00+ -
dhk PGE, <=2+ Kookt E— 20cooh LT,
PR e % 20HETE
» % 15-om0lXA, A 19HETE
—— w53 dinor PG | A 1sieTe
dhk LXA, tetranor PGF 1 )
i dinor PGE; 1L is.mn TE
# g tewanor PGE,
- h LT
= = Pdinor PGD, 200k LTBy
tetranor PGD,
-
== 3 200k PGD,
= 200h PGE,
” - 200h PGF,a
J =
z
X 18cooh LTB;
4
12¢pi LTB,
LTB, K LXA, & LXB,
12epi LTB
LTB, HXA, TeXA,
HXB, TeXB,
LTA
12-HpETE
l
EXC, LTC, — = Al1eLTC, l 5
5-HETE
EXDy LTD,—= Al1tLTD,
12-0x0ETE
5-ox0ETE
EXEy LTE, — 3= AlI-LTE,

Hlavni osy biosyntézy
eikosanoidu.
Metabolity hlavnich sméru

pfemény jsou barevné odliseny:

COX (fialove),
5-LOX (oranzove),
15-LOX (zeleng),
12-LOX ( ),

CYP epoxygenazy (cervene),
CYP w-hydroxylazy (modre),

nenzymatickd oxidace (sede)

From: J. Lipid Res. 2009 June; 50 (6): 1015-1038.
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STRUKTURY METABOLITU KYSELINY ARACHIDONOVE (AA)

O
o
20 8 8 8
Arachidonic Acid 12 12 12

OH Prostaglandin H, (PGH,)

12 GD
< HO 12

O PGD HO  PGI TXB

From: J. Lipid Res. 2009 June; 50 (6): 1015-1038.
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Struktury metabolitl AA, jejichZ vznik je katalyzovan cytochromy P450

Arachidonic Acid

CYP CYP
o-hydrolase o epoxidase

o-Hydroxyeicosatetraenoic Acids X Epoxyeicosatrienoic Acids
(20-HETE) (11,12-EET)

Fig. 7. Structures of cytochrome P450 metabolites. Cytochrome P450 enzymes can catalyze w-oxidation
(example: 20-HETE) and epoxidation (11,12-EET) reactions.

From: J. Lipid Res. 2009 June; 50 (6): 1015-1038.
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Struktury metabolitl AA, jejichz vznik je katalyzovan 12-lipoxygenazou

Hepoxilins (HXA;)

OH 12-HETE

12-HpETE

)
“oH

Structures of 12-lipoxygenase metabolites. 12-Lipoxygenase creates 12-HpETE, which can further isomerize to form HXA,

From: J. Lipid Res. 2009 June; 50 (6): 1015-1038.
25



Struktura metaboliti AA (peptidoleukotrien C4 a Lipoxin (LXA4)

OH OH o
Cysteinyl Leukotrienes (LTCy)
S ) 3 :  LTC4
A . .
Leukotrienes (LB, 0 - (peptidoleukotrieny)
: 0o
HN
O .
LTAH Lres ” o (cystein)
OH
L o
Xy :_ OH
SH o)
F
SH Lipoxins (LXA4)

26

From: J. Lipid Res. 2009 June; 50 (6): 1015-1038.



Struktura metaboliti AA (peptidoleukotrien C4 a Eoxinoxin (EXC4)

Eoxins o Cysteinyl Leukotrienes
(EXCy) H,N (LTCy)

OH

From: J. Lipid Res. 2009 June; 50 (6): 1015-1038.

27




CYP o-h
(200h-LTBy)

OH OH o}

OH

CYP w-hydrolase
OH (20cooh-LTBy)

OH OH o}

B-oxidation
OH (18cooh-LTBy)

OH OH (o]

Glucuronidation
o} (200h-LTB; glucuronide)

\‘\\\O H

OH

OH

Fig. 8. Examples of LTB,; metabolism by B-oxidation, CYP

w-hvdrolases, and glucuronidation.
From: J. Lipid Res. 2009 June; 50 (6): 1015-1038.

Priklad metabolismu LTB4

CYP w — hydrolasa

CYP w — hydrolasa

B - oxidace

glucuronidace

Glukuronidace - konjugace s kyselinou glukuronovou (glukosiduronovou).
Je to dé&j lokalizovany v nejvétSim poctu tkani a organa.

Ma nejvétsi spektrum xenobiotik, se kterymi vytvarfi konjugaty.

To zvySuje polarnost a rozpustnost substratu ve vodé, coz ulehéuje detoxikagi
a vylu€ovani.

8



Transdukce (prenos) signalu

Jklasické” schéma s. transdukce ristove signaly

l

receptory

molekuly
regulatory signalové

CDKs / transkripce transdukce

S

molekuly
zesilovaci
kaskady

29



Transdukce (prenos) signalu

’ kortisol

intracelularni
receptorovy
protein

aktivovany komplex receptoru
se steroidem proniké do jadra

aktivovany komplex steroidu
s receptorem se vaie

na regulaéni oblast cilového
genu a aktivuje transkripci

Zpusob signalizace odvisly od chemické podstaty ligandu

Lipofilni regulatory

konformaéni
zména aktivuje
receptorovy protein

plasmaticka membrana

cykliny molekuly
j regulatory signalové
CDKs / transkripce| |_transdukce
| THASFI‘(::;CE F:|2-7 /
p21
gig molekuly
zesilovaci

/\lT/Iembrénové
receptory

receptory \

Rustové signaly
hygrofilni povahy
(proteiny, katecholaminy, apod.

'

Jaderné

kaskady

30


http://docplayer.cz/46279760-Obrazky-pouzity-z-lidske-telo-silbernagl-a-despopoulos-atlas-fyziologie-cloveka.html
http://docplayer.cz/46279760-Obrazky-pouzity-z-lidske-telo-silbernagl-a-despopoulos-atlas-fyziologie-cloveka.html

Transdukce (prenos) signalu - podstata

» Predstavuje zakonité koordinovanou (a nesmirné rychlou) souslednost déju
(reakci) vedoucich od vnéjsi plasmatické membrany

pres cytosol k jadru (expresi genetické informace).
Jedna se 0 PRENOS INFORMACE.

Vysledkem je zabezpec€eni vSech fyziologickych funkci bunék a organismu
vCetné regulace cytokinetiky (proliferace, diferenciace a smrti bunék v ¢ase).

Procesu se uc€astni rada regulatora rizné chemické povahy.

Charakter prenosu signalu se odviji se od specifické chemické struktury
jednotlivych komponent dané signalni drahy.
Podstatou je zmena konformace molekul (souslednost zmén konformaci).

Jeden z principialnich rozdili zplisobu signalizace spociva zejména v tom,
zda ma dany regulator povahu hygrofilni (lipofébni) anebo hygrofobni (lipofilni).

31



Receptorem zprostredkovana draha aktivace

(naznaceni souslednosti konformacnich zmeén)

: - STIMULUS
ﬁ receptor
B “‘la = o substrate
2 protein kinase C
- I
ﬁ - O

G protein PIP 2

/ phosplolipase C

ﬁ l
inositol P3 Y& ” RESPONSE

32



Podstatou e
zmena konformace

PRIKLADY - ENZYMY




Jak vznika komplex substrat — enzym

Substrat presné zapadne do |8zka v molekule enzymu.

V tomto |8zku ho poutaji riizné typy sil:

hydrofobni (modra), pfitahovani opacné nabitych
skupin (zelena v substratu a cervena v llzku),
vodikové mistky. Stépena vazba se tim dostane mezi
LN0Zky" silné poladrnich skupin (napf. karboxyld).

Pri ,vyvolaném prizplsobeni je
enzym teprve domodelovan silami, které
poutaji substrat k jeho IGzku.




Alostericka aktivace enzymu.

m

substrat

2 S

1
S/

Teprve navaze-li se

na jiné misto regulacni
regulacni molekula (hnéd3
molekula zprava),

nez se vaze substrat,
ziska funkéni formu.




Alostericka inaktivace enzymu.

‘“Regulacni molekula

Regulac¢ni molekula se pripojuje opét na jiném misté molekuly enzymu,
nez kam se vaze substrat.

Tim se li8i od pouhého blokovani l8zka, které mdze zplsobit latka podobna
substratu (soutéziva Cili kompetitivni inhibice).

Alostericka inaktivace patri k regulacnim pochodlm.



Struktura izoforem protein kinazy C (PKC) - schéma

Regulatory Domain Catalytic Domain
pseudosubstrate

"'1# Ciy Va2 C V3 C3 V4
Group A

P =
a.cﬂ].ﬂll,'f 2 A H

W Mooon

FEITa

Group B
8,&e,m(L), 8

Group C

AL

A, Basu: Pharmacol. Ther., 59 (3), 257-280, 1993
37




Model aktivace protein kinazy C

pseudosubstrate

'32 'H"z Ci J \"1

Site of
proteolysis

l Activation
Cofactor
Phorbol ester binding Proteolysis
DAG

A. Basu: Pharmacol. Ther., 59 (3), 257-280, 1993
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Bunécne signalizace
obecneji

s durazem na
metabolismus fosfolipidu

39



Pét zakladnich signalnich systému, které funguji
v eukaryotickych bunkach — zakladni schéma

Signal 1 Signal 2 Signal 3 Signal 4 Signal 5
l l l l l Outside
Receptor
Receptor Receptor Receptor Receptor  protein tyrosine Membrane
kinase
l Inside
v \ \ v
cyclic AMP  cyclic GMP Ca’+ Diacylglycerol X
\ l \J
PK-A Calmodulin PK-C Protein Ser/Thr
r/ \« / \ / \ N
v /N

Multifunctional Dedicated
kinases kinases

/N

P. Cohen: TIBS, 17 (10), 408—413, 1992
40




Péet mezibunécnych paralelnich signalnich drah
aktivovanych receptory svazanymi s G-proteiny,
tyrozin kinazovymi receptory nebo obéma typy

signal molecule

G protein — phospholipase C Grb2

/

G protein

Ras- GEF
adenylyl cyclase IP3 iacylglycerol J
Ras
C32+
cvcllc AMP
calmcldulin
PKA CaM-kinase

gene regulatory proteins  many target proteins

41
Figure 15-61. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.



/\ G proteins
tyr ¢ r-P_) ‘ \Eras/GAP’?)
nucleus— "= BRI \

e.g.u-PA, JE, KC \
B actin,

fibronectin R (B)
hck, frg, fos, jun,
myc G1 cyclins

Fluid-phase
pinocytosis

Glucose ‘

K+ 42




Jednotlivé urovné signalnich kaskad s naznacenim zapojeni
fosfolipidovych komponent

Oncogenes

Growth factor

fgf-5 sis
hst int-2
Growth factor >
Recept !
bek ( fms [) Receptor. ReceptoL ReceptoL Receptotm
Receptor
erb B mas ! l« l« z
fkg ros m
G protein G protein G protein =
- Transducer e
G protein ! \L \L \L )z>
:ZF a8 Effect Receptor m PLCy PLA, em=Na*/H = Adenylyll"
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Kaskada proteinovych kinaz v prenosu signalu
Vv propojeni se slozkami fosfolipidoveho metabolismu

spe] eppoons
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ATPase

protein
phosphorylation

~~ = \
~ N ~ N

| kinaza | | kindza | | kinaza ] | kinaza |
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ACTIVATIVACE CILOVYCH PROCESI
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MOLEKULARNi MECHANISMY pusobeni w-3 a w-6 VNMK

(mediatory a modulatory bunécné signalizacni sité)

(napf. cytokiny)

SIGNAL L
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rafty ///

membranova
fluidita
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vnitrobunécné
funkce

sekrece

\

inserce

Zmény
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proteiny

jaderné receptory
transkripcéni faktory
(NFKB, PPAR, AP-1..)

membréanové
fosfolipidy

bunééného rustu
diferenciace

a apoptozy

inhibice
(NSAID)

L
L
L
]
N
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n-3 PUFA

P450] | COX

membranové [~——, -

fosfolipidy kyselina arachidonova
n-6 PUFA B
G B Mimobunécné podnéty (cytokiny, hormony,
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receptor

growth factors
hormones

S

ANMNNAAN
PLA , — YVWWYYWY

B
PLAz/A/

1
' - ion channel activity

cyclooxygenases lipoxygenases - guanylate cyclase
CP450 monooxygenases
protein kinase C

l protein kinase A
eicosanoid =™ > tyrosine kinase

i MAP kinase
G-proteins

- adenylate cyclase

-~
-~
-
-~
-
-~

,_
v
<\_--

transcription factors

}

gene expression cell
growth

ZjednoduSené schéma ulohy eikosanoidl v bunéénych signalizacich

According to: A. Sellmayer et al.:

Prostaglandins, Leukotrienes and
Essential Fatty Acids ;

57: 353 - 357, 1997.
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Modulace cytokinetiky latkami tukoveé povahy
= (Shrnuti)

Fosfolipidy a zejména jejich slozky
vysoce nenasycené kyseliny (PUFA), v€etné jejich metabolitl eikosanoidui,
patfi mezi vyznamné epigeneticky pusobici faktory schopné ovlivnit

jak déleni a zanik normalnich,

ale i transformovanych bunéénych populaci,

tak proces maligni transformace.

Hlavni mechanismy plisobeni PUFAs

1) pfimé ovlivnéni aktivity transkrip&nich faktort regulujicich expresi genu
vyznamnych z hlediska cytokinetiky

2) produkce eikosanoidu pusobicich na pfenos signall rastovych regulatorq,
cytokinl a imunitni systém

3) produkce reaktivnich kyslikovych metabolitu vznikajicich peroxidaci lipidu.
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7

VSECHNY HLAVNI
KOMPONENTY SPOLUPUSOBI

Otazkou je charakter interakci




Casové hledisko: efekt je zavisly na délce pusobeni

/ SIGNAL a2

V/

iR

\

PhospholipaseC Phospholipase A, Phospholipase D

"\\K f,f"
pAG| [FFA E@ L

2

Transmnt PKC activation Sustained PKC achvahnn

doba pusobeni i i

dd

Ptdins(4,5)P, PC




V realném prostredi jednotlive faktory spolupusobi
v riznych koncentracich

Priklad interakce dvou faktoru
inhibujicich proliferaci
epitelialnich bunék CCL64 (%)
(Esculetin = Faktor 1) a (TGF-B1= faktor 2)

100
90 -
80 -
70 -
60 :

50 - 0,5 Interakce zavisi na

koncentraci latek a mohou

Biologicka odpoveéd’
(procenta kontroly)

40 ] 4 . fr o .
| é'bo mit razny charakter

30 1 & (antagonisticky, aditivni,
] & icky

20 S synergicky)

10 1

Synergické plisobeni a nelinearni
charakter odpovédi jsou zjevné po
kombinaci vysSich koncentraci obou
faktora.

(Pouzita vlastni data z: Eur. J. Pharmacol. 316, 349-357, 1996) 50



Jednotlivé signalni drahy
byvaji mezi sebou propojeny.

Mohou interagovat, ,,spolupusobit®.
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Obecné schéma aktivace rec. TKs

(zde na pfikladu EGFR)

ligand se specificky vaze
na receptor

receptor dimerizuje

tyrosin-kinazove domeny

se navzajem fosforyluji

autofosforylace vede k
navazani (recruitment)
adaptérovych protein( |I

(zde Grb2) |
v zavislosti na receptoru Radiation

. “ or selected . -~ -
se aktivuji ,downstream®  chematherapy

signalni drahy — zde Ngnnta
napi‘_ /
Ras/Raf1/MEK/MAPK

kinazova draha,

. " ktera vede k regulaci
transkripce
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Ukazka propojeni nékterych klicovych signalnich drah

r i |
) Chemokines,
Hormones, EGF
Survival Factors Transmitters Growth Factors
(e9.IGF1)  (eg.interleukins,  (e.g. TGFa, EGF) o el extracellular
serotonin, etc.) —— EGFR
l i l cell
surface
GPCR - e . membrane
ntegrins
_RTK_ cdoaz Wt [P-
PO $rb2/SO8~>LyVShe Y cop  |erE2
5 i G-Protein = Ras FAK Dishevelled <— E: ses
B g o g T ()
PKC Adenylate Al I o Y
. edgehog
MEK
ﬁ; APC /
Cytoki g ; kK| MAPK MKk ; GDP
ytokines E |, ks IxB p-catenin g GTP
(eg. EPC) ' T STAT3S 2% | TCF z GTP
3 [4 o v 2
2
(&) Myc: = Mad
Bel-xL Max — Max ETK 2hea Il
1 2 RAF
Cytochrome C o

Caspase 9 / — Ez*F ~
\ \ | Gene Regulation 1p
Caspase 8 — ( Apoptosis e \‘&_ \_’ggg*—'pﬂ MEK
T~
T m}:mz @ 7 "1 MAPK
FADD
\ Bel-2 — Prollferatlon L
T Bad & Mt-— Bax ]
Abnormallty
Fas Sensor 4"3"'“
Zpétnovazebna
Death factors . e .
(e.g. FasL, Tnf) inhibice proliferace

https://en.wikipedia.org/wiki/Cell_signaling =

transcription  nucleus
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https://en.wikipedia.org/wiki/MAPK/ERK_pathway

Prenos signalu Epidermalniho Ristového Faktoru (EGF)
modulovany metabolity kyseliny arachidonove (AA)

1 LBl Il
<

ATETETRTRIRTRTRTRTRT
SHETE>|LTA4 > LTC4|H

/ \
/ v \

I Nuclear responses '

EGF: epidermalni ristovy faktor, PLA2: fosfolipaza A2, AA: kyselina arachidonovd, 5-LOX: 5-lipoxygenaza, SHETE: 5 hydroxykyselina,
LTA4, C4: leukotrien A4, C4, PKC: protein kindza C, DAG: diacylglycerol, PIP2: fosfoinositoldifosfat, PLC: fosfolipaza C, 54

Tyr K: tyrosin kindza
Podle:Peppelenbosh et al.:Cell, Vol. 69, 2, 1992, 295-303



http://www.sciencedirect.com/science/journal/00928674/69/2

Prostaglandin E,, Wnt, and BMP in gastric tumor
mouse models

Priklad propojeni (Wnt draha a jeji modulace eikosanoidy)

* H. pylori infection
———( Fiedod }—(E-cadhering 'V%
¥ i \

p-Catenin

_ ( cOX-2/mPGES-1)

p-Catenin
mutations )

nflammation
QPEM, Wntu

Q O Whnt signaling
OO0 activation
Qegradation

[Preneoplastic lesions j [ Adenocarcinoma J

(Cancer Sci 2009; 100: 1779-1785) 55



Prostaglandin E,, Wnt, and BMP in gastric tumor

mouse models

Nadmérna produkce PGE2 podporuje v zaludku a kolonu vznik nador

NSAIDs
Lze ovlivnit (NSAIDS) COXIB

[Arachidonic acid]

COX-1 — cox-2

TXA, 4——“'__

H. pylori
Infection

NF-«B, MAPK

Cytokines
Transcription factors

Chronic inflammation

PGI, “// <4—[MPGES-1
PGF
Gb @ 017,';iﬁfaectur:arn
J > A

Macrophage accumulatmn

Angmgenea

EGFR activation
Gastric tumorigenesis J

(Cancer 5ci 2009; 100: 1779-1785)

| SPEM ]

: Wnt promotiD
Propojenti

signalnich drah
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NSAIDs mohou ué€inkovat i na jiné typy nadorovych bunék

120
%

Vlastni vysledky - Priklad praktického vyuziti NSAIDs

NSAIDs inhibuji COX2 a pusobi protizanétlivé

Preziti

—— Kontrola
= =Dicloph 0.15 mg p<0,01
=*=Dicloph 0.5 mg p<0,05

leuprof 0.5mg

=*=|buprof 0.15 mg p<0,01

=®=Flurbiprof 0.5 mg

== Flurbiprof 0.15 mg p<0,05

e E B E B & E E W M & & @ [E
Doba preziti (tydny)

Pldsobeni NSAIDs na
nadorové bunky in vivo

Inhibitory COX-2
tlumi zanét a inhibuji proliferaci
nékterych typu nadorovych bunék

PREZiVANIi ZVIRAT
s nadorem
(fiborosarkom G:5:113)

PO TERAPII INHIBITORY COX-2
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K zamysleni

Dovedes popsat a vysvetlit
» strukturu biologickych membran a co jsou tzv. lipidové rafty?

» Co je ,transdukce signalu“ (molekularni podstata) a jakym zpusobem
dochazi k multiplikaci signalu? Obecné principy.

> Ulohu lipid( a fosfolipidt obecnéji, jejich vyznam pro regulaci
bunéénych procesu a pro organismus (v€etné ulohy v energetickém
a intermediarnim metabolismu)?

» Metabolismus kyseliny arachidonové (AA) a hlavni drahy pfemény?
Co muZzete odvodit z jeji struktury a ze struktury jejich metabolit(?
Nakreslit tyto struktury (AA, LTC4, PGE atd.)? Nakreslit schéma
libovolného fosfolipidu a vyznacit mista jeho §t€peni fosfolipazami
s uvedenim jejich nazvu?

> Molekularni mechanismy pusobeni konkrétnich vysoce nenasycenych
mastnych kyselin (n-3, n-6) a eikosanoidu, jejich fyziologickou ulohu?

> Spolupusobeni latek rizné chemické povahy a propojeni jednotlivych
signalnich drah? Uved pfiklady.
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Dekuji za pozornost
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http://www.sciencedirect.com/science/journal/00928674
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00928674

	Alois Kozubík�
	Snímek číslo 2
	Snímek číslo 3
	Buněčný metabolismus
	Snímek číslo 5
	Snímek číslo 6
	Snímek číslo 7
	Snímek číslo 8
	Snímek číslo 9
	Snímek číslo 10
	Snímek číslo 11
	Snímek číslo 12
	Snímek číslo 13
	Snímek číslo 14
	Snímek číslo 15
	Snímek číslo 16
	Snímek číslo 17
	Snímek číslo 18
	Snímek číslo 19
	Snímek číslo 20
	Snímek číslo 21
	Snímek číslo 22
	Snímek číslo 23
	Snímek číslo 24
	Snímek číslo 25
	Snímek číslo 26
	Snímek číslo 27
	Snímek číslo 28
	Snímek číslo 29
	Snímek číslo 30
	   Transdukce (přenos) signálů - podstata
	Snímek číslo 32
	PŘÍKLADY - ENZYMY
	Jak vzniká komplex substrát – enzym
	Alosterická aktivace enzymu. 
	Alosterická inaktivace enzymu. 
	Struktura izoforem protein kinázy C (PKC) - schéma
	Model aktivace protein kinázy C
	Snímek číslo 39
	Pět základních signálních systémů, které fungují �v eukaryotických buňkách – základní schéma
	Pět mezibuněčných paralelních signálních drah aktivovaných receptory svázanými s G-proteiny, tyrozin kinázovými receptory nebo oběma typy
	Snímek číslo 42
	Snímek číslo 43
	Kaskáda proteinových kináz v přenosu signálů �v propojení se složkami fosfolipidového metabolismu
	Snímek číslo 45
	Snímek číslo 46
	Snímek číslo 47
	Všechny hlavní Komponenty spolupůsobí��Otázkou je charakter interakcí
	Snímek číslo 49
	Snímek číslo 50
	Snímek číslo 51
	Snímek číslo 52
	Snímek číslo 53
	Přenos signálu Epidermálního Růstového Faktoru (EGF)                                          modulovaný metabolity kyseliny arachidonové (AA)
	Snímek číslo 55
	Snímek číslo 56
	Snímek číslo 57
	K zamyšlení
	Snímek číslo 59

