Metabolismus specifickych bunécnych typu

Metabolismus bunék obecné

- Glykolyza -> (B-oxidace FA) -> Krebs(v cyklus -> OXPHOS

VZdy balancovani v ramci potifeb energie x stavebnich latek/intermedidlnich metabolitti x substratt x stimuli

Specifické pozadavky bunék
- Quiescence — kmenové bunky; udrZovaci metabolismus, mald spotreba, mald produkce

- Proliferace — aktivované kmenové buriky, progenitory, nddorové buriky,... ; produkce intermedidlnich metaboliti

a anabolismus (syntéza) uprednostnény nad tvorbou energie stepenim substradti (katabolismus)
- Prace — myocyty, neurony, epitelie,... ; hlavné produkce ATP (energie)

- “Speciality” — erytrocyty, trombocyty, fagocyty, hnédé adipocyty,... ; specifické meziprodukty, ROS/RNS, teplo
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Glykolyza => tvorba ATP, prekurzory pro pentdzovy cyklus, intermedialni metabolity pro syntézu nékterych AA,

tvorba acetatového zbytku jako substratu pro Krebsav cyklus, syntézu FA, ...
Pentdzovy cyklus => tvorba ribdz/nukleotid(, redukované kofaktory NADP....
B-oxidace FA => tvorba acetylovych zbytkd jako substratu pro Krebsav cyklus, redukované kofaktory NAD, FAD,...
Krebslv cyklus => redukce kofaktor(i NAD a FAD, tvorba ATP, intermedidlni metabolity pro syntézu AA,...

Alternativni (+reversni) Krebstiv cyklus => tvorba ATP, intermedidlnim metabolitd pro syntézu AA,

tvorba acetylového zbytku pro syntézu FA, redukované kofaktory NAD a FAD,...

OXPHOS => oxidace kofaktor NADH a FADH2, tvorba ATP.,..



Kmenové bunky

Somatické adultni kmenové buriky jsou pomalu proliferujici/quiescentni, ¢asto v ,hypoxickém® prostredi
-> udrzovaci metabolismus:
- glykolyza = tvorba ATP
- pentézovy cyklus = tvorba nukleotid(
- tvorba AA z glykolyzy a alternativniho Krebsova cyklu minimalni

- silné potlaceny OXPHOS, minimum nezralych mitochondrii (hypoxie/HIF1)



Progenitory, potencialni (aktivované), embryonalni
(pluripotenti) a somatické embryonalni kmenové bunky,

obecné nezralé bunky => intenzivné proliferujici bunky

Rychle proliferujici, potfeba material pro bunécné déleni
=> glykolyza, pentézovy + modifikovany Krebstv cyklus, potlaceny OXPHOS
- Pro-proliferacni transkriptom pod regulaci vnéjsimi factory/faktory ontogeneze*,
=> mitogenni (FGF, EGF, IGF, Wnt...,), diferenciaci inhibujici ptisobky (Notch, LIF..)
- Wartburglv efekt, ¢asto hypoxické prostfedi —> podpora glykolyzy, alternativniho Krebsova cyklu
- UPC** —regenerace NAD+ pro stépeni substratl a oxidaci produktl bez produkce ATP.

- Podoba s bunkami nadort

*Faktory ontogeneze — rlstové faktory / morfogeny / cytokiny => regulace osudu bunék
**UPC (1,2,3) — uncoupling protein, tvori pory ve vnitfni membrané mitochondrii pro H* = inhibice tvorby ATP



Nadorové bunky = nezralé bunky

Rychle proliferujici, metabolismus podobny® jak progenitory a proliferujici kmenové buriky

*Fenotyp neni nastaven/regulovan faktory ontogeneze, ale:
- Zména exprese a/nebo aktivitu modulujici mutace prislusnych komponent drah transdukce signalu

a regulace genové exprese

- Zména exprese a/nebo aktivitu modulujici mutace prislusnych enzym{ metabolickych drah



Zakladni rozdil v energetickém metabolismu u diferencovanych/zralych proti nezralym bunkam

Zralé buniky — metabolismus se fidi hlavné dostupnosti a kapacitou pro vyuziti O,

V4

Nezralé bunky — metabolismus je rFizen pozadavky na bunécné déleni, proliferaci

Differentiated tissue Proliferative Tumor
3 ) tissue
' ',I_ Y, e
+0; \32 Zajisténi oxidace/redukce kofaktorti
G'”i’se Glucose Bl Oxidative Metabolism
O, Pyruvate i
Pyruvate
Lactate
Lactate
NADH > NAD+
e : - 2e-
Oxidative Anaerobic Aerobic
phosphorylation glycolysis glycolysis
~36 mol ATP/ 2 mol ATP/ (Warburg effect) Pyruvate ——> Lactate
mol glucose mol glucose ~4 mol ATP/mol glucose NAD+ :
Sy Fermentation




Glutamine

Glutamine

Absence of growth factor

ATP production

Carbon Dioxide

Growth factor
v, Glucose

ADP

ATF'_)B.TP consumption to

maintain glycolytic flux

Lipids

A) Quiescentni buriky bez vnéjsich pro-metabolickych stimulQ,
Nizkda aroven metabolismu, snizeny prijem nutrientl (substratd),

Casta autofagie, pfi pfistupu O, jeho vyuziti pro OXPHOS.

B) Proliferujici burika pod instrukci vnéjSich stimull (ristové faktory),
zvyseny prijem substratl, Krebslv cyklus hlavné produkce

intermedialt pro vystavbu, OXPHOS potlaéen
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Onkogeni* stimulace pfijmu substratu
a syntézy zprostredkované signalizaci
tyrosinkinazy receptoru rlistového faktoru

a drahy PI3K>>Akt(PTEN**)>mTORC1

*¢&ast prooncogen(l / oncogend
**PTEN — Phosphatase and tensin homolog, nddorovy supresor



Uloha isoforem pyruvat kinazy (PKM1,2) pro bunéénou proliferaci & Watburgtiv efekt
PKM1,2 - pyruvat kinazal,2, koncovy krok v glykolyze
PKM1 - vysoce aktivni, podpora glykolyzy, velka produkce pyruvatu pro Kreb. cyklus/pro laktat* u zralych, neproliferujicich bunék

PKM2 — nizkd aktivita, zpomaleni glykolyzy = narlst koncentrace intermedidlnich produktl pro pentdzovy cyklus a syntézu AA

* V zavislosti na dostupnosti O,
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Exprese a aktivita PKM2 je regulovana

Vneéjsimi stimuly a metabolismem mitochondrii

Inhibovana tyrosin kinasami, ROS, acetylaci

=> Zvyseni prijmu substratl a zvyseni
intermediald z glykolyzy a Krebsova cyklu

pro anabolismus (nukleotidy, AA pro proteiny)
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A)
Isocitrat dehydrogenaza (IDH1,2) —>
isocitrat na a-ketoglutarat™

B)

Mutované, s nadory asociované IDH1 (cytoplasmatickd)
a IDH2 (mitochondrialni) - >

a-ketoglutarat na 2-hydroxyglutarat (oncometabolit)**

*a-ketoglutarat substrat zde pro enyzmz epigenetickych regulaci:
- TET2 DNA hydroxylaza —>
5-methylcytosine na 5-hydroxymethylcytosine = demethylace CpG

- JmjC domény histonovych demethylas

**2-hydroxyglutarat obecné inhibuje dioxygenazy, zde TET2, JmjC
= inhibice zmén v genové expresi a diferenciace
- asociovan i s hypoxickou odovédi a s utilizaci glutaminu

- v normoxii u zdravych bunék praktiocky nepfitomen
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Redukéni metabolismus glutaminu aktivovany hypoxii/HIF1

A) Normoxie — glutamin utilizovany v Krebsové cyklu za tvorby
redukovanych kofaktor( a tvorby ATP v OXPHOS + citrat pro syntézu FA,

o-ketoglutarat -> sukcinat

B) Hypoxie - alternativni draha Krebsova cyklu, reverzni syntéza citratu

prostrednictvim IDH2 (mitochondrialni isocitrat dehydrogenaza 2)

—> Podpora syntézy lipid( u proliferujicich bunék z a-ketoglutarat -> citrat

(kmenové, progenitory, nadorové)



VysSe zminéné procesy jsou spojeny s tzv.
WARTBURGOVYM EFEKTEM
=> potlaceny OXPHOS i za dostatky O,

=> ,podpora“ glykolyzy, zvyseny prijem glukdzy a glutaminu

=> zvyseny prijem FA*

=> posilena tvorba intermedialnich metabolittu pro syntézy
|latek potfebnych pro bunécnou proliferaci — nukleotidy,
FA -> lipidy, AA-> protein

=> potlacena epigenetické regulace vedouci ke zméné

transkriptomu = Inhibice diferenciace
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Priklady transkripcnich faktort
spojenych s regulaci metabolismu
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Alostericka regulace laktat dehydrogenazy (LDH)

laktat <=> pyruvat na tkanové urovni (savci)

Enzyme Regulation

The isozymes of lactate dehydrogenase (LDH). The
electrophoresis gel depicts the relative isozyme
types found in different tissues.
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Degradative

Fagocyty — fagocytdsa/oxidativni vzplanuti enzymes,
cytotoxic

- Stimulace fagocytl peptCas

(protilatky s antigenem, komplement, cytokiny, opsoniny, LPS,...) & e

- Tvorba reaktivnich kyslikovych radikalt a oxidd dusiku .- - Lysosome

o molecular— D) emmdl
(likvidace patogenu ve fagosomu) patterns :/ _. ooy tic
Eat-me o) = | receptors

- Narust spotreby O,

signals <& -

o e , o Oodort
- Zvyseni prijmu glukdsy (pentozovy cyklus) psonin

- Utilizace argininu (NO, ONOO) Target cell
- Zvyseni produkce NADPH (napf. pentdzovy cyklus)
- Narust spotreby energie

- ZvySeni ochrany proti ROS/NOS — antioxida¢ni mechanismy (metabolismus glutathionu a thiredoxin()

- Uloha na NADPH zavislych oxidaz (NOX1-4, DUOX1,2), fagocyty NOX2

- Uloha NO syntdasy (NOS; e-endotelialni, n-neuralni, i-indukovana), fagocyty iNOS

Phagocyte

Acidification

Degraded
target cell

) ol

Oxidation

Phagolysosome



Pentozovy cyklus
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Na NADPH zavila oxidasa

- Tvorba superoxidu O, a peroxidu vodiku H,0,

Resting Activated



superoxid

Vybér ROS produktl oxidativniho vzplanuti ~ L *RI=0,
« peroxid vodiku
Superoxidovy anion - O,” (NOX) -0, + e + 2H* = H,0,
. , . , * hydroxylovy radikal
Peroxid vodiku - H,0, (superoxid dismutasa) ~H,0, + & = OH + HO'
- HO +e =0OH

Singletovy kyslik - 10, (superoxid dismutasa)

dizmutace peroxidu

-0, +0,"+ 2H* = 0,+H,0,
Fentonova reakce

— H,0, + Fe2* =HO" + OH" + Fe®*

Kyselina chlorna - HOCI (myeloperoxidasa)

Hydroxylovy radikal — OH-

Vznik superoxidu 0, » O, Myeloperoxidésa - MPO
Superoxiddismutaza =4y 2k H,0,+ 0O, MPO Fo(V)™ C’
(Compound 1) > A+ H
Myeloperoxidaza H,0), 4 €l H* HCIO + H,0 or 2 MPO Fe(lV)
J - = o — H0; / {Compound I1)
Fentonovareakce Fe*+ H,0, » Fe3™+ OH' + OH- | MPO-Fe(l-NO == MPOFs(l) <L
202 ] (Ground State}w_
- Fe* t '
Haberova-Weissovareakce O, + H,0, - O+ 0OH-+0H o] : MPO-Fa(ih-0,
Vznik peroxynitritu O, NO? » ONOO- MPO-Felll-NO = MPO-Fefll) ="
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Detoxikace ROS - enzymy Glutathione peroxidase

superoxid dismutaza (PDB 2P31)
H203

2 G5H

katalaza

glutathione peroxidaza

GSS5G

SOD (PDB 2V0A) Catalase (PDB 1F4])



Detoxikace ROS - neenzymatické antioxidanty Thioredoxiny (Trx1,2,3) a glutaredoxiny (Grx1,2)
- malé peptidy s aktivnim disulfidovou skupinou)

- Trx reduktazy (3): Trx1 a TrxR1 — cytosol, nukleus

Glutathion (y-glutamyl-cystinyl-glycine; GSH) Trx2 a TrxR2 — mitochondrie

oxidace - Grx reduktazy (2): Grx2 a GrxR2 — mitochondrie,
GSH GSSG nukleus
GSH reduktaza
Pe tide Bonds H n ?Hz H
" T T
i
->\*’T A
Glutamate Cysteme Glycme |§|H2 H o9
a tal
202 » 2H:20:2 conee P 2Hz20 + Oz
4GSH HzOz2
PRxs + kys. Askorbova (vit. C)
+ tocoferol, (vit. E)
GSSG oH20 + kyselina mocova
+...

4Hz0




Erytrocyty_ . - pfenos O, a CO,, zapojeni do acidobazické homeostaze

Nemaji jaddro, mitochondrie, endoplasmatické retikulum => Nemaji moznost proteosyntézy (120 dntl) a OXPHOS
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Metabolismus erytrocytu

- Glykolyza (ATP)

- Pentdzovy cyklus (regenerace a produkce glutathionu,..)
- Metabolismus adenosinu (ATP; aktivace trombocyt()

- Rapoport-Leubering cyklus (Rapoport-Leubering shunt)

- (Syntéza hemu/porphyrinu — erytroblast/retikulocyt)
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METABOLISMUS NUKLEOTIDO
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Metabolické drahy v erytrocytu

AK-adenylatkinasa, HK - hexokinasa, GPI - glukosa-
6fosfatisomerasa, PFK - fosfofruktokinasa, GAPDH -
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa, PGK -
fosfoglyceratkinasa, PGM - fosfoglyceratmutasa,

PK -pyruvatkinasa, LDH - laktatdehydrogenasa, TPI -
triosafosfatisomerasa, Cb5R - cytochrom-b5-reduktasa,
BPGM - bisfosfoglyceramutasa, MPGM -
monofosfatglyceratmutasa, GGCS - y-
glutamylcysteinsynthetasa, GS - glutathionsynthetasa,

GPx - glutathionperoxidasa, GR - glutathionreduktasa,
G6PD - glukosa-6-fosfatdehydrogenasa, 6PG - 6-
fosfoglukonolakton, ADPRT - adeninfosforibosyltransferasa,
ADK - adenosinkinasa, ADA - adenosindeaminasa, 5'N - 5°-
nukleotidasa, AK - adenylatkinasa, GSH - redukovany

glutathion, GSSG — oxidovana forma glutathionu (upraveno dle

Kaushansky et al., 2010).



Rapoport-Lueberingav cyklus Oy_OPO;” :
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1 I 2,3-B(D)PG — podporuje uvolnéni O, z hemoglobinu
- Intenzita syntézy zavisi na pH
Gluconeogenese
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Myocyty
Preference produkce ATP => prace, dominuje OXPHOS

- Ale rlizné podminky / dostupnost zdrojl + rlizné pozadavky

- Rychle, silné svaly x pomalé vytrvalé => nastaveni metabolickych drah — glykolyza x OXPHOS B o
- Nastaveni buriky - isoformy myozinQ, ¢etnost a zralost mitochondrii

+/- mitochondrie — Glykolyzy (rychlost) x OXPHOS (vytrvalost) => naroky na redoxni rovnovahu

RGzné myoziny — isoformy tezkych fetezcl — rGzna sensitivita na hladinu ATP, Ca?*, pH (laktat)

, er 7. p v v o Motor d i 51
+ odpovidajici isoformy lehkych retézcu m¢.f'7$? e

I | RLC — regulacni lehky fetézec
ELC — esencialni lehky retézec

Nyosin tail of heavy chain or LM HM
(Rod)



Isoformy tézkych retézcti myosinu u clovéka

Gene Ch. Alias Muscle type
MYH16 7 MyHC-masticatory Specialized”
MYH15 3 N.S. Specialized
MYH7b 20 N.S. Specialized
MYH13 17 MyHC-extraocular Specialized

MyHC-perinatal Developmental

_[ MYH8 17
MYH4 17

MyHC-IIb Fast skeletal
MYH1 17 MyHC-lIx/d Fast skeletal
— { MYH2 17 MyHC-lla Fast skeletal
— | MYH3 17 MyHC-embryonic Developmental
MYH7 | 14 B-MyHC Cardiac and slow
MYH6 14 a-MyHC Cardiac

*MYH16 is a pseudogene in humans, but is expressed in specialized muscles of

other vertebrates.

Zastoupeni MHC6/7 (a/b) myokardu

u potkana a kralika béhem vyvoje
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MYOKARD

Pomaly myokard — dominance MHC-(7)p — vysoka afinita k ATP a k Ca?*, ale pomalejsi reakce

Rychly myokard — dominance MHC-(6)a. - nizka afinita k ATP a k Ca?*, ale rychlejksi reakce

- Specifita druhova: rychly myokard mali savci, pomaly myokard velci savci

- Specifita lokalni: predsiné (rychly MHC) x komory (pomaly MHC)

V pribéhu embryonalniho/fetdlniho vyvoje prevaha pomalého myokardu,

MW

RA LA

s st St b e

The myosin heavy chain (MHC) region of a silver-stained

SDS gel on which were loaded 3 fetal samples of the following: right
atrium (RA) at gestational (from left to right) day 87 (fetus 328), day
94 (fetus 323), and day 101 (fetus 321); left atrium (LA) at gestational
day 87 (fetus 328), day 94 (fetus 323), and day 108 (fetus 322); right
ventricle (RV) at gestational day 87 (fetus 300), day 105 (fetus 289),
and day 87 (fetus 328); and left ventricle (LV) at gestational day 82
(fetus 329), day 87 (fetus 328), and day 87 (fetus 300). A set of
molecular weight standards (MW St) containing myosin was loaded
in the first lane.

Reiser et al.,

RV LV

___MHC-a
~ MHC-B

MHC-a
it

—\MHC-B

The MHC region of a silver-stained SDS gel on which were
loaded samples of adult left atrium from 2 nonfailing (NF)
individuals and 2 individuals with dilated cardiomyopathy

2001 (DCM) or ischemic cardiomyopathy (ICM).



Struktura a mechanismus tepelné produkce hnédou tukovou tkani

Hnédé adipocyty
(BAT — brown adipose tissue)

Lipoprotein

COCH
.............
-----

cAMP

-
@ m m '.4.'1ri‘

FFA — volné mastné kyseliny
(free fatty acid)

NE — norepinefrin (noradrenalin

- buriky dfené nadledvin)

TG — termogenin

HSL — hormony aktivovana lipaza
(hormone-sensitive lipase)

Cell

Outer

Inner

% o
b, membrane

Mitochondrial
membrane




Regulace netresové
termogeneze v BAT

INDUKTOR

katecholaminy / noradrenalin / norepinefrin
(stressoveé mediatory)

ZDROJE induktoru

- nervova zakonceni sympatiku
- dfen nadledvin

- makrofagy v tukové tkani
(induktor — IL4 a dalSi cytokiny)

White fat
tissue

g %, Anti-inflammatory

| macrophage
Lipids Brown fat
tissue
Alternative
‘Winn / ;
IL-4, ather
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Mervous system

Catecholamines

Macrophage

cytokines Nguyen et al. 2011




Trombocyty

Nemaji jadro, bez moznosti transkripce

Maji mitochondrie, endoplasmatické retikulum,...

Metabolismus — glykolyza-OXPHOS

Aktivace trombinem, integriny, TXA, serotonin, ADP...

=> aktivace OXPHOS = produkce ATP
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Modulace OXPHOS

—> modulace aktivity trombocytt

Aktivace trombocytu je zavisla
na indukci jejich OXPHOS
metabolismu a produkci ATP

PS exposure « Integrin activation (Platelet aggregation)
(Prggﬁsg;;a“t ¢ Granule release (Thrombus reinforcement)
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Modulace OXPHOS

— modulace aktivity trombocytti

Diky zavislosti na OXPHOS, Ize aktivaci trombocytl

modulovat inhibitory pochodu sprazenymi

s OXPHOS
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activation

Glucose

Glucose
ATP

Pyruvate—L> Lactate ATP

Fatty
amds\*AcetyI coA

Oxaloacetate ™

Citrate
TCA

cycle
Succinyl coA
a-KG 4—— Glutamine

Vehicle

Glucose

Glucose

ATP

{ GLUCOSE-6-P

LRI 2 PEP% Pyruvate / _ﬁ.ﬁ%

Decreased
platelet
activation

Fatty 1
acids {
N Pyruvate Lactate

g _\\ i

X
Acetyl coA

Oxaloacetét%\

Citrate
[ TCA
cycle )

Succinyl coA

a-KG €+— Glutamine

Trimetazidine/Etomoxir

Agonist-
stimulated
platelet

x\/b LAcetyl N

« Platelet aggregation
+ Granule secretion
* Procoagulant activity

’DASA’-

."‘ ‘_-‘
-'.‘
CoA - i
N L// 5 #_ « Haemostasis
— . e * Thrombosis
T ..w-l"""'". .---"'.ﬂ
1t httetstessanasrsrareessssrssttpsaprrst 18T .---"'.‘




ROS - podporuji koagulaci — nadprodukce ROS = patologicka koagulace

Physinlogical Activated Impaired
Blood Clot Blood Clot
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PLATELET . \ .

BLOOD VESSEL

Resting platelet
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Priklady otazek

Charakterizace energetického metabolismu bunky a preference
jednotlivych metabolickych drah

Metabolismus zralé a nezralé bunky, preference drah a proc.
Principy regulace metabolismu zdravé a nadorové bunky.
Wartburglyv efekt a jeho vyznam.

Uloha glukdzy a glutaminu v metabolismu bufiky.

Co podporuje metabolismus nadorové bunky a jaké jsou
dUsledky.

Specificky metabolismus vybranych bunék, jak a proc.



