Buneécny metabolismus a jeho adaptace

Jan Vondracek




Bunécény metabolismus
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Adaptace bunéecného metabolismu

» bunky v téle se rychle metabolicky adaptuji na
okolni prostredi — napr. zmény hladiny kysliku,
hypoxie, zdroje zivin a zaroven na potreby
organismu — specifické signalni drahy;

» bunécna proliferace a diferenciace vyznamnym
zpusobem urcuje typ bunééného metabolismu;

» patologické stavy — napf. nadorova transformace -
bunék vedou k unikatnim adaptacim bunééného
metabolismu;

» kmenové bunky jsou adaptovany na prostredi niky
(niche) kmenovych bunék a zaroven metabolické
faktory mohou ovliviiovat jejich kmenovost
(stemness) a diferenciaci;




Hepatocyt jako priklad diferencované bunky s
velmi intenzivhim metabolismem
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Hepatocyt jako priklad diferencované bunky s
velmi intenzivhim metabolismem

» Fada biochemickych principu — vznikla na zakladé studia
metabolismu hepatocytl — vynikajici model;

» jatra slouzi jako zprostredkovatel prenosu latek a energie
mezi dietarnimi zdroji a ostatnimi organy v téele;

» v pomeéru ke sve velikosti spotfebovavaji nejvétsi mnozstvi O,
— 20 — 30% prijatého O, je spotfebovano v jatrech — velmi
intenzivni energeticky metabolismus;

» hepatocyt — priklad diferencované burnky v dospélém
organismu, ktera vétsinu energie ziskava diky aktivité
mitochondrii — oxidativni fosforylace;

» bunka musi zajistit dostatek energie a udrzovat redoxni
rovnhovahu;



Hepatocyt jako priklad diferencované bunky s
velmi intenzivhim metabolismem

To vSe je spojeno s vyznamnou ulohou jaternich bunék v:

» metabolismu cukru (tvorba a odbouravani glykogenu,
glukoneogeneze);

metabolismu tuku (B-oxidace mastnych kyselin, tvorba
lipoproteinu, preména zivin na mastné kyseliny a
triglyceridy, syntéza cholesterolu a fosfolipidu);

» kriticka uloha v deaminaci a transaminaci aminokyselin,
syntéza neesencialnich aminokyselin a proteinu krevni
plazmy, tvorba mocoviny — metabolismus dusikatych
sloucenin;

» tvorba a sekrece zlu€i, odbouravani zplodin metabolismu,
eliminace hemu a bilirubinu, odbouravani rady endogennich
|latek a xenobiotik;

to vSe jsou procesy vyzadujici energii ve forme ATP, tvorbu
NADPH, apod.;




Zakladni zdroje energie

» oxidace MK
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» za normalnich podminek tvori hepatocyty vétsinu ATP prostrednictvim
oxidace MK — mnohem méné pochazi z oxidace pyruvatu (vznikajiciho bud
glykolyzou nebo z laktatu ze svalovych a krevnich bunék)



Vyuziti energie

> témeér 50% dostupné energie je vyuzito na aktivni
transport — ionty, substraty a produkty, udrzovani
osmotické rovnovahy, apod.;

» cast je vyuzita k tvorbé zasob — tvorba glykogenu,
syntéza glukozy (glukoneogeneze), syntéza triglyceridd,
apod.;

» syntéza specifickych produktu — lipoproteiny, proteiny
krevni plazmy, atd.;

» aktivita metabolickych drah v jatrech je fizena v ramci
celého organismu — hormonalni regulace (inzulin,
glukagon), nervova regulace, ale i jako reakce na prijem
potravy — dostatek zivin v portalnim obéhu;



Propojeni anabolickych a katabolickych drah metabolismu v hepatocytu
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Adaptace metabolismu na zakladé vnéjsSiho podnétu — potreby
organismu

» typ metabolické drahy, ktera je v daném hepatocytu prevazneé
aktivni, zavisi na vnéjsich (hormony, cytokiny a dalSi regulacni
molekuly, hladina glukézy, apod.) i vnitfnich faktorech
(transkripcni faktory kontrolujici diferenciaci hepatocytu a jaterni
zonaci);

» rychla adaptace metabolismu v zavislosti na potfebach organismu;

» nicméneé stale plati klasické schéma — hepatocyty v podminkach
dostatku kysliku pfedstavuji normalni diferencované bunky, které
vyuzivaji k tvorbé ATP oxidativni fosforylaci;



ALE!!! Charakter metabolismu v bunkach se rychle adaptuje na
zmeénéné podminky a zaroven ovliviuje chovani bunék

» 1924 — srovnani metabolismu jaterniho
nadoru a normalni jaterni tkané - nadorova
tkan spotfebovala 10x vice glukézy a
vyprodukovala 100x vice laktatu nez normalni
tkan:;

» nadorové bunky preferuji glykolyzu jako
zdroj energie — puvodné povazovano za
ddvod vzniku nadoru — nizka hladina kysliku je
charakteristicka pro nadorové bunky
(Nobelova cena 1931);

Dr. Otto Warburg (Oct 8, 1883 Aug 1, 1970)

“Cancer, above all other diseases, has countless secondary causes. But, even for cancer,
there is only one prime cause. Summarized in a few words, the prime cause of cancer is
the replacement of the respiration of oxygen in normal body cells by a fermentation of
sugar.”
» prestavba metabolismu je charakteristicka
pro bunéénou proliferaci — proliferujici
bunky vykazuji z pohledu metabolismu

radu vlastnosti bunék nadorovych;



Metabolismus diferencovanych bunék v klidovém stavu a metabolismus
bunék proliferujicich nebo nediferencovanych — vyznamné odliSnosti

» pfi dostate¢né hladiné kysliku diferencované buriky primarné vyuzivaji
ke tvorbé ATP oxidativni fosforylaci; pfijem zivin je spiSe limitovany —
bazalni metabolismus;

» pouze v hypoxickych podminkach vyuzivaji diferencované bunky
anaerobni glykolyzu, spojenou s tvorbou laktatu;
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Adaptace metabolismu u proliferujicich bunek

» proliferujici bunky vyzaduji nejen energii, ale i velké mnoZstvi substratu
pro anabolické reakce;

» intenzivni aerobni glykolyza - podpora syntézy bunéénych makromolekul,
kofaktori apod. — komplexni prestavba bunééného metabolismu;
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Adaptace (prestavba) metabolismu u proliferujicich
buneék

» v mnohobunéfném organismu maji buriky obvykle ve svém okoli
dostupné dostateéné mnozstvi zivin, které umoznuji nepretrzity rist a
proliferaci; rust a proliferace bunék ale musi byt kontrolovany pro
zajisténi udrzeni homeostazy tkani a organu;

> proto neni metabolismus fizen autonomné v ramci jedné bunky —
buriky tkani jsou kontrolovany signaly z okolniho prostfedi — teprve na
zakladé signalu stimulujiciho proliferaci dojde nejen ke spusténi
mechanismu zodpovédnych za pfechod bunky do dalSich fazi bunééného
cyklu, ale zaroven i ke spusténi specifickych signalnich drah a dalsich
mechanismu kontrolujicich zvySeny pfijem zivin a prestavbu
metabolismu proliferujici bunky;

> pro zajisténi spravné koordinace spravného pfijmu zivin (zda je jich
dostatek) a zaroven schopnosti bunék je zpracovavat je nezbytna
zpétna vazba — nékteré metabolity proto, napr. prostfednictvim kontroly
posttranslaénich modifikaci (glykosylace, acetylace) signalnich
proteint nebo pomoci ovlivnéni aktivit kliCovych (rate-limiting) enzymu
mohou kontrolovat aktivitu signalnich drah fidicich proliferaci nebo
intenzitu jednotlivych metabolickych drah;




Adaptace (prestavba) metabolismu u proliferujicich
buneék

» signalizace rustovych faktoru indukuje jak proliferaci, tak zmény
metabolismu;
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» zvySeny prijem zivin (glukéza, glutamin) — syntéza lipidu, proteina a
nukleotidu; prebytecny uhlik — vylou€en jako laktat, zvySena spotieba ATP
udrzuje glykolyzu (glycolytic flux);



Klicové signalni drahy — PI3K/Akt — metabolismus
glukozy a tvorba bun. makromolekul
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stimulace exprese a
translokace
transportéru glukézy
(GLUT1);

zvysuje aktivitu
enzymu — hexokinaza,
fosfofruktokinaza 1
(PFK1);

aktivace ATP citrat
lyazy (ACL) — kliCovy
enzym tvorby
cytosolového
acetylkoenzymu A —
syntéza MK;
aktivace
transkripénich
faktori SREBP —
exprese genu
podilejicich se na
syntéze MK a
cholesterolu;



Klicoveé signalni drahy —- mTOR komplex 1 a Myc —
metabolismus aminokyselin (a nukleotidu)
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» rastové faktory

(prostfednictvim
MAPkinaz) aktivuji
transkripéni faktor Myc
— transport glutaminu,
tvorbu glutamatu —
vyuzivan v Krebsové
cyklu (nahradi odebirané
komponenty —
anapleré6za) a pro
syntézu nukleotidl/AA;
dochazi k aktivaci
komplexii mTOR —
vysledkem je zvySena
exprese ribozomalnich
proteinu, aktivace S6
kinazy (podpora
translace) a inaktivace
4E-BP (blokujici
translaci) — podpora
proteosyntézy;



MTOR komplex 1 a jeho role
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inhibovan nedostatkem
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nedostatkem kysliku
nebo po poskozeni
DNA;
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Metabolity a meziprodukty enzymovych reakci —
zpétna vazba

N

Signalling

etabolite concentration & metabolic enzymes

» Metabolism
Post-translational modifications

etabolite concentration & metabolic enzymes

» alostericka kontrola enzymatickeé aktivity;

» intracelularni metabolity ¢asto kontroluji post-translac¢ni
modifikace (aktivitu) kliCovych proteinu — signalni proteiny i
metabolické enzymy

» glukéza je substratem pro tvorbu UDP-N-acetylglukosaminu (UDP-
GlcNac) — nezbytna pro glykosylaci receptort (folding, transport)
rustovych faktord; tvorba acetylkoenzymu A (aktivita ACL) je klicova
pro acetylaci histont — tvorba kliCovych enzymu a kofaktoru;

» hladina esencialnich aminokyselin kontroluje aktivitu mTOR
komplexu 1;



Produkty, meziprodukty a enzymy — kontrola
metabolické signalizace
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AMP-aktivovana protein kinaza — vyznamny senzor
kontrolujici energeticky metabolismus
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Metabolismus nadorovych bunék — priklad patologické adaptace
metabolismu — model proliferujici bunky

» specifickym prikladem rychle proliferujicich bunék jsou bunky
nadorové,

» pozorujeme u nich fadu mutaci a epigenetickych zmén (Ci zmén
transkripCni regulace) spojenych nejen s narusenim signalnich drah
zapojenych do kontroly metabolismu, ale i fady enzymu kontrolujicich
zakladni anabolické metabolické drahy — syntéza MK, AA a nukleotidu Ci
aktivita enzymu podilejicich se na metabolismu glukdzy;

» tyto poznatky nam umoznuji nejen hledani potencialniho vyuziti v terapii
nadorl, ale zaroven i identifikaci signalnich drah podilejicich se na
kontrole metabolismu za fyziologickych podminek v normalnich
proliferujicich bunkach;



Metabolismus nadorovych bunék — priklad patologické adaptace
metabolismu — model proliferujici bunky
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1) Zvyseny prijem glukozy a glutaminu (aminokyselin)
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Glucose

» rychla proliferace — zvySené naroky na
pfijem zivin — pfedevsim glukéza a Gin;
energeticky metabolismus (ATP, NADH,
FADH,, NADPH) + poskytuji intermediaty
pro syntézu aminokyselin, nukleotidu a
lipid;

i3

» GIn — zdroj uhliku i dusiku —

syntéza nukleotidt, G-6-P,
neesencialni AA;, ale také import
esencialnich AA pomoci LAT1
(vyzaduje soucCasny export
glutaminu); kultivované nadorové
bunky vyzaduji nadbytek Gin;

deregulace aktivity signalnich drah
ristovych faktor a kontaktu s
ECM — mutace, epig. zmény:
zvySeny prijem glukézy souvisi s
mutacemi komponent a aberantni
aktivitou PI3K/Akt drahy;

zvySena exprese a translokace
GLUT1, aktivace hexokinazy,
fosfofruktokinazy;

» zvySeny prijem GIn - dalSi

onkogeny — Ras, Myc;



2) Alternativni (oportunistickeé) zdroje zivin

nedostatek glukozy, Gin a dalSich AA — alternativni zdroje — predevsim proteiny;
nékteré mutace (Ras, c-Src) — lysozomalni degradace extracelularnich
proteint (plazma, intersticialni tekutina) — makropinocytéza;

fagocytdza apoptickych télisek;

nadorové burniky mohou také importovat lysofosfolipidy (s jednim fetézcem MK)
Ci pfijimat lipidy uvolhované okolnimi bufikami;



r .

Lactate

3) Vyuziti meziprodukti glykolyzy (Krebsova cyklu) pro
syntetické reakce a tvorbu NADPH
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NADPH, nukleotidy

syntéza N-acetylgukosaminu
(GlcNac), kys. hyaluronova;

biosyntéza fosfolipidu

biosyntéza AA, serin jako
substrat pro folatovy cyklus
— tvori substraty pro syntézu
purind, tymidinu a S-
adenosylmethioninu — donor
methylové skupiny; syntéza
NADPH;

potencialni nadbytek
pyruvatu je eliminovan jako
laktat (udrzeni nizkého
poméru NADH/NAD?);

nadbytek citratu je v
cytoplazmé Stépen na
acetylkoenzym A (syntéza
lipidi) a malat — (zpét do
mitochondrii — anapleré6za);



Zvysena syntéza lipidu a mastnych kyselin
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4) Zvysené naroky na prijem dusiku

Glutamine O
¢ % rychle proliferujici nadorové buriky
m potfebuji syntetizovat velké
mnozstvi molekul obsahujicich
NH, @ Nucleotides dusik de novo;

» zvysSeny prijem Gln — zakladni
molekula transportujici redukovany
Glucosamine dusik v organismu;

NAD

» U, T(1GIn); C,A(2GIn); G (3 GIn);
Asparagine navic katabolity GIn slouzi pro
Glutamate QOO0 syntézu purinu a pyrimidinu (a take
® jako zdroj pro anaplerotické reakce);
m o-ketoacid . , .
: » tvorba asparaginu a glutamatu — zdroj
5 ATs Carbon source P s~
NH; @ , . dusiku pro transaminacni reakce —
NEAAs @ Nitrogen (Y)

@ Nitrogen (! syntéza neesencialnich AA;

a-ketoglutarate 000




5) Metabolity a regulace genové exprese

» produkované metabolity slouzi také jako kofaktory nebo substraty pro
nejriznéjsSi enzymatické reakce zapojené do tvorby a odstranovani
epigenetickych znacek — acetylace a methylace histonu, methylace DNA;

NAD-  Nicotinamide

Y

N

a-KG .," Succinate

% / -~
succinate , -
., fumarate] R L

2-hydroxyglutarateT

HAT, histone acetyltransferase;
SAM, S-adenosylmethionine;
DNMT, DNA methyltransferase;
HMT, histone methyltransferase;
SmeCyt, 5-methylcytosine;

5hmCyt, 5-hydroxymethylcytosine;

TET1/2, ten eleven translocation
methylcytosine dioxygenase 1/2;

a-KG, a-ketoglutarate;
SDH, succinate dehydrogenase;
FH, fumarate hydratase;

IDH1/2, isocitrate dehydrogenase
1/2



Specializované bunéc¢né typy mohou mit alternativni

»

metabolismus

vyuziti alternativniho metabolismu — nap¥r. glykolyzy — neni
typické pouze pro bunky proliferujici;

diferenciace a aktivace rady typu imunitnich bunék je spojen
s prestavbou metabolismu — napr. naivni T lymfocyty
primarné vyuzivaji oxidativni fosforylaci, zatimco jejich
aktivace vede k indukci glykolyzy; podobneé i aktivace
makrofagl a dendritickych bunék je spojena s aktivaci
glykolyzy;

nékteré kmenové bunky v dospélém organismu —napr.
hematopoetické kmenové buriky — primarné vyuzivaji glykolyzu
jako zdroj ATP a uhl. substratl; naopak v pribéhu diferenciace

napr. nervovych bunék dochazi k prechodu z aerobni glykolyzy
na oxidativni fosforylaci;

zména metabolismu muze byt nejen dusledkem, ale i pfi¢inou
nebo podpurnym mechanismem vedoucim k diferenciaci?



Kmenové bunky a jejich metabolismus

embryonalni kmenové bunky (ESC) maji méne
mitochondrii — jejich membrana je méné Clenéna, mensi
mnozstvi mitochondrialnich krist;

» to umoznuje napr. snizovat tvorbu reaktivnich
kyslikovych metabolita (ROS), které mohou negativné
ovliviiovat funkce kmenovych bunek;

» transkripcni regulatory kmenovosti (napr. OCT4)
kontroluji Fradu metabolickych genu;

» inhibice mitochondrialni aktivity posiluje expresi markeru
kmenovych bunék v ESC — ma prepnuti metabolismu i
regulacni u€¢inky na kmenovost a schopnost
sebeobnovy?



Kmenové bunky vyuzivaji k tvorbé ATP zejména glykolyzu — to
muze souviset i s nizkou hladinou O, v nice kmenovych bunék

High [0,]?

Glucose

-

Nucleus

Pyruvate
- Ea;él genes y

Stem cell niche

Mitochondrion

Stem cells Differentiated cells




Kmenové bunky a jejich metabolismus

» vyuzivani glykolyzy pro tvorbu ATP neni jediny druh
adaptace;

» vyuziti Thr jako zdroje pro tvorbu acetylkoenzymu A;

» zmeény metabolismu lipidu — indukce syntézy mastnych
kyselin je napf. spojena s indukci proliferace nervovych
kmenovych bunék;

» signalni regulatory zapojené do vnimani metabolitl a Zivin
jsou zapojeny také do kontroly funkci kmenovych bunék -
insulin-forkhead box O factors (FOXO), mammalian target of
rapamycin (mTOR), AMP-activated protein kinase (AMPK) a
dalSi; metabolismus by tedy mohl byt dulezitym faktorem
kontrolujicim diferenciaci kmenovych bunék;

» do budoucna zbyva rada otevienych otazek;



K zamysleni

metabolismus bunék ve tkanich je regulovan nejen na zakladée
dostupnych zivin, ale zejména specifickymi signalnimi
drahami, které koordinuji udrzovani homeostazy (hormony,
cytokiny); to umoznuje burikam ve tkanich rychlé adaptace na
zmeény v prostredi i potreby celého organismu;

metabolismus je ¢asto tkanové specificky a zavisi také na
faktorech jako je napr. hladina kysliku;

diferencované bunky vyuzivaji jako zdroj tvorby ATP primarné
oxidativni fosforylaci;

naproti tomu rychle proliferujici bunky vyuzivaji aerobni
glykolyzu nejen jako zdroj energie (ATP) ale také jako zdroj
uhl. substrati a NADPH pro syntetické reakce a udrzeni redoxni
rovnovahy;



K zamysleni

» podobné jako proliferujici bunky, i bunky nadorové vyuzivaji
aerobni glykolyzu nejen jako zdroj energie (ATP) ale také jako
zdroj substrati a NADPH; zaroven ale maiji fadu dalSich
adaptacnich mechanismU umoznujicich jim preziti a proliferaci v
pripadé nedostatku zivin nebo kysliku — deregulace prijmu
glukdzy a aminokyselin, oportunisticky prijem zivin, apod.;

» glutamin je vyznamnym zdrojem uhliku a zejména dusiku pro
proliferujici buriky, a to zejména pro extrémneé rychle proliferujici
bunky nadoroveé;

» u nadorovych bunék byla identifikovana cela frada mutaci a
epigenetickych zmén vedoucich k deregulaci metabolismu a
podpofe proliferace;



K zamysleni

» metabolismus v nadorovych bunkach hraje i ulohu regulaéni
— zmény regulace transkripce (epigenetické zmény
chromatinu), interakce s nadorovym mikroprostredim;

specifické typy bunék jako jsou napf. kmenové bunky nebo
aktivované buriky imunitniho systému Casto také vyuzivaji
glykolyzu jako zakladni drahu pro syntézu ATP; ne univerzalni!

metabolické procesy pravdépodobné souviseji s regulaci
kmenovosti a schopnosti sebeobnovy kmenovych bunék — mohou
tedy aktivné ovliviovat bunéénou proliferaci a diferenciaci
bunék v populacich kmenovych bunék;



