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ProC to delame??? — flux analysis
Sledujeme tok metabolitu (metabolic flux) v biochemickych drahéach
 doplnujici informace k namérenym koncentracim (plocham pik) metabolitu (metabolomika)

 informace o aktivité dané drahy
Bézny vystup z metabolomické analyzy - statickda informace
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MName -1/ Sheet ~ KEGG ID FoldCh. |~ T-Test FoldCh.  ~ T-Test . . .
’ o . o Dynamika — za jak dlouho projde

Betaine 1Carbon Mtb C00719 1z @ =:0.1 ® v p .

Betaine LeuVval C00719 fh12 ® =0.1 ® Znaceny metabolit danou

Betaine Proline Mtb C00719 ?1.2 {2 -::u.1 g metabolickou drahou

Tato data vSak sama o sobé nestaci k odhaleni intracelularnich tokl v riznych metabolickych drahach.



Metabolic flux

Metabolic flux — nelze mérit primo, pohyb metabolitl v biochemickych drahach
muze byt zjiStén pomoci ,izotopickych stoparu“ (isotope tracer)

Isotope tracer — l|atka, ve které je jeden nebo vice atomu nahrazen svym

izotopem
Carbon 12 Carbon 13 Carbon 14 NVUkIeonoYe cislo (Mas§ Number; OA)
®; o predstavuje celkovy pocet protonu a
A SR = neutronu.
Atom (\ @ \ \ \",“ X 1 2

\ Protonové cislo (Atomic Number; 7)
oznacuje pocet protonu

Atom
nucleus

Nukleonové Cislo rozliSuje rizné izotopy daného
-“i’“-"ﬂ One extra neutron Two extra neutrons ChemleéhO prVkU.




|sotope tracer

Isotope tracer — latka, ve které je jeden nebo vice atomU nahrazen svym izotopem

Naprosto stejné chemické chovani!!!
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Pouzivaji se pouze 13C? - NE
Mam se bat radioaktivity? — ANO i NE

NE

stabilni izotopy
13C, 15N, 180’ ZH(D)*

* Metabolity oznacené vice D se nepouzivaji

Detekce: Hmotnostni spektrometrie (MS)
Nuklearni magneticka resonance (NMR)

Zcela odlisny zpisob detekce!!!

Zcela odliSny zplsob detekce!!!

Neni predmétem dnesni prednasky!!!

ANO

nestabilni izotopy

3H, 14C, 32P, 355

Detekce: 1) Scintilaéni pocita¢ — emise zdblesk( vznikajicich
interkaci e- se scintilaCnim roztokem.
2) Autoradiograf — uréeni presné polohy
radioisotopu ve vzorku.




Jsou stabilni izotopy antropogenni?

Prirodni zastoupeni stabilnich izotop

Symbol Stabilni Prirodni zastoupeni
|zotop [%]

Vodik (H)

Uhlik (C)

Dusik (N)

Kyslik (O)

(1)
(3H)
(*¢0)
(20
(*7N)
(13N)
(*30)
(*30)

2

12
13
14
15
16
18

1.0078

2.0141
12.0000
13.0034
14.0030
15.0001
15.9949
17.9992

99,985

0,015
98,89

1,11 q

99,63

0,37

Na
100 *°Cv
prirode
1.11 13C

99,76
0,24

Pozor dulezité pri vyhodnoceni dat




Na co je dulezité myslet pred realizaci biologického pokusu

* \/lybér spravného rustového média
* Preferované chemicky definované oproti komplexnim
* Pozor na komplexni (nedefinované) soucasti média — Yeast Exctract

 Metabolicky(y) ustaleny stav - Hiladiny intraceluldrnich metabolitd a intracelularni
metabolické toky jsou konstantni. Casté&ji jsou experimenty provadény v pseudoustdleném stavu, kde
jsou zmeény v koncentracich metabolitll a tocich minimalni v ¢asovém ramci, béhem kterého je
méreni provadéno. Neplést s izotopicky ustalenym stavem.

e Exponencidlni rustovd faze bunék je povazovana za metabolicky pseudo-ustaleny stav, protoze burky v
kulture se stabilné déli svou maximalni rychlosti

e Komplexni vzorek - Nutné si uvédomit, 7e lze méfit pouze
primérny vzorek a hladiny metabolitl ve vSech kompartmentech
bunky najednou.

 Techniky déleni bunék na kompartmenty jsou v dnesni dobé
nedokonalé.
* Vidy se jedna spiSe o podil bohaty na izolovany kompartment,
nejcastéji mitochondridlni podil




* Doba znaceni |

* Do izotopicky ustaleného stavu (Steady state labeling)

* Doba potrebna k dosazeni izotopového rovnovazného stavu zavisi jak na rychlosti premeény zivin
na prislusny metabolit, tak na velikosti zasob tohoto metabolitu.

* Glykolyza 10 min,
e TCA cyklus 2 hod,
* Nukleotidy 1 den

 Pozor napr. nékteré aminokyseliny nemusi
dosahnout izotopicky ustaleného stavu z
divodu intraceluldarni x  extracelularni

vymeny metabolitu nikdy

100

% Isotopic Labeling

“Inactive” (i.e. unlabeled pools) l|
T
Inactive L' l 3 AI‘I'J
Chclverpools L 2
.............. Isotopic
I" ........ Steady State
5
I Transient l
;™ Labeling for émmnﬁ
I Nonstationary MFA v

Increasing Time

-

Current Opinionin Biotechnology 2016, 37: 45-52



* Doba znaceni Il

 Méreni dynamiky metabolickych drah
 Behem dynamického znaceni se méri, jak rychle se metabolicky pool znaci. Zakladnim
principem je, Ze Cim vétsi je tok, tim rychleji se metabolicky pool znadi
Pro smysluplnou pfimou interpretaci dynamiky mtb. drahy je nezbytné vhodné ¢asové
rozliSeni (tj. vice casovych bodu, které pokryvaji dynamiku znaceni)
» glykolyza v fadu sekund az desitek sekund
* TCA cCasové intervaly 15, 30, 60, 120 min

100
. . s v ’ o ’ . s “Inactive” (i.e. unlabeled pools)
* Interpretace jednotlivych ¢asovych bodu neni spolehliva hmm
. 7 v 7 . . V4 . : ’ L'L (—I— !
* Dynamické znaceni je omezeno proveditelnym %” oachve, o
¢asovym rozliSenim (napf. glykolyza) L s i, . e
Ve J4 Vé . Jé 7 . Isotopic
* Pozor pri velké provazanosti studované drahy s ‘gi i Steady%ltate
jinou (Casté vyméné mtb.) nelze primou 2 "T ]
. . . , v -0 ransient s _
interpretaci dynamiky mtb. drahy vyuzit *  Labeling for fctve o5 BT
I Nonstationary MFA U J'IJ[H%
0

Increasing Time

.

Current Opinionin Biotechnology 2016, 37: 45-52



Jaké mnozstvi Isotope tracer pouzit

* Nutné provést kvantitativni analyzu vzorku
* Nékteré mtb. jsou ve vyssSich koncentracich toxické (glycin atd...)
* VeétsSina mtb. je ve vzorku ptfitomna, znaceného alespon 1/3 idealné %, pozor na toxicitu!

Zamezit (omezit) ovlivnéni metabolickych drah pri zméné média
* Neni idealni biologicky pokus provadét v minimalnim médiu, nékdy ale nelze jinak

Zastaveni metabolické aktivity
* snizeni teploty,
e denaturace enzymu
* organicka rozpoustédla,
e zména pH (kyselina mravenci)

Stabilita analyzovanych metabolitd
* Neutralizace kyselé extrakéni smési (NADH - NAD, NADPH - NADP)
* Vyuzit specialnich pufrt (ATP - ADP - AMP)

Dostupnost a cena Isotope tracer

 Cambridge Isotope Lab PFi planovani myslet na to Ze:
* C/D/N Isotopes Inc 1! Organismy maji vice redundantnich signalnich drah, které
* Merck - Sigma Aldrich mohou zastupovat jedna druhou, odpovéd' na nepfiznivé

 TRC Canada podminky (treatment) musi byt (jsou) obvykle rozsahlejsi!!!



V. o o
Cistota Isotope tracer a0 . i
& O 13/SH ’c
Pozor nutno kontrolovat Cistotu standardu +o (\ -— HO/ N3 NH,
pred samotnym biologickym pokusem!!! NH, //\
Prova’dét Slepé pokusy [M+H]+: 140.056094 Da [M+H]+: 389.142284 Da
;. vev, v ;e [M-H]-: 138.041541 Da [M-H]-: 387.127731 Da
Standard byva znecistén svymi izotopology [13]C4HINO2S [13]C4C10H20NBO5S
Homocysteine S-Adenosyl-Homocysteine
Zakoupeno
L-ME THIONINE (13C5, 99%) Biologicka interpretace
Item Number CLM-893-H-PK /\N
o N
Chemical Formula *CH3S*CH2*CH2*CH(NH2)*COOH ||
132 13 s o) CH3
Unlabeled CAS# 63-68-3 Ho/ ~13 13_~ \13CH3 13(|:|
Labeled CAS# 202326-57-6 — O_/ \13
NH,
Mol lar Weight* 15417 .
B [[r\,c,+,:|]]f'115535'o%7055296953a 2 [M+H]+: 404.161288 Da
Chemical Purity 98% [1.3](-.‘:5H11-N028 [M-H]-: 402.146736 Da
or oton: et e B s [13]C5C10H22N605S
or isotopically labeled compounds, MW listed is for the fully enriched product. Methionine

S-Adenosyl-Methionine

‘vv Methlonme 13C4) [Methionine (13C5 .'-

Namereno 11-20min 5964129 121812204

| m/z(M-H) [ Plocha piku__|Rela. zastoupeni | BTl 4819935 97217357 5.0
EEISTVEN 148.0438 2465347 0.03% —— [EBIN 4955254 102704112 4.8
efec]\588 151.0538 6348886 0.08% 11-40min 1840963 36500658 5.0
el 8 152.0571 366789810 5% m 3898603 81540796 4.8

ikfe5)\Y & 153.0605 7325878350 100% m 1392273 28725957 4.8



Kroky v metabolomické analyze

A

B

C

D

Metabolite extraction

Key: rapid enzyme quenching

’
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’.' >

Biofluids

(Serum, urine)

Cells and
media

‘;

Tissues

Cold organic

solvents
Samples
Cold organic
solvents
>
/ fi
Cold organic
solvents
quwd N,
/ cold grlndmg
and weighin
Smash gong
with liquid
N, cold
clamp

romatography
. separation

(e
=T
==

=

¢

Basis for
separation

GC: Volafflity
HILIG# Polarity

RP: Jdrophobicity

Mass spectrometry

Key: sensitivity

pecificity

TOF, ONpitrap:
Mass resoNgion

Triple-Quad:

Fragmentation

Data analysis

Key: metabolite
identification

Challenges

Metabolite
misidentification:

Fragments mimicking
real metabolites

Identifying unknowns:
Need MS/MS or NMR

Cell 173, May 3, 2018




A — Extrakce metabolitu (priprava vzorku)

1) Télni tekutiny
* precipitace - 80% organické rozpoustédlo (4°C, -40°C)

Postup: srazeni (odstranéni protein(i) - sonifikace - centrifugace > LC/MS

2) Bunécné kultury
* naruseni bunky - 80% organické rozpoustédlo (4°C, -40°C)
- tekuty dusik (rozmrazeni a zamrazeni vzorku)

e Rostliny —bunécna sténal!ll
« Vytvoreni krystalk( ledu (roztrzeni buriky)

Postup: 80% org.; N, (liquid) - sonifikace - centrifugace - LC/MS

3) Tkané
* Homogenizace (mechanické rozruseni tkdné)
- 80% organické rozpoustédlo (4°C, -40°C)
- tekuty dusik

Postup: Homogenizace (80% org.; N, (liquid)) - sonifikace = centrifugace - LC/MS

SOUHRN

Prenos metabolitl ze vzorku
Zastaveni enzymatické aktivity

Chemicka stabilita metabolitu
(OX-RED)

Individualizace postupu!!!

VVVVVV

Dobre pripraveny vzorek
||
Dobry vysledek
A naopak!!!



B, C - Pro¢ chromatografie i hmotnostni Alanin
i 9 C;H,NO,
spektrometrie: o
Il Stejné elementarni slozeni rovna se stejna hmota !!! HsC
OH
Isobary NH,
isos — ,,stejny”“ + baros — ,vaha“
e 78 Alanine ﬁc_ﬁlz?)m
+ 3H7 N,
/ [C;H,NO,+H] - 5
m/z 90.0550 /\)J\
B-Alanine H,N OH
503 Sarcosine 10,26 Sarcosine RT 9.25 min
;‘2: Alanine RT 9.78 min Sarcosin
o B-Alanine RT 10.26 min C5H;NO,
3 5.37
OIIIélll4|-lllélIIéIII1|OIII1|2III1|4III1|6III1|8 HSC/ OH
Time (min)



Relative Abundance

Co meri hmotnostni spektrometr - typické hmotnostni spektrum

C,H,NO,
o ssooms Alanin C 3 x 12.0000000 = 36.0000000
. 0O H 7 x 1.0078250 = 7.0547750
o N 1 x 14.0030740 = 14.0030740
" H3C oH 0 2 x 15.9949146 = 31.9898292
o005 4 T T
ILE P NH, H* 1 x 1.0072766 = 1.0072768
o [C3H7NO +H]* = 90.0549550
35 é C3H7N02 ———————————
. | m/z 90.0550 | |
- [C3H7N02 H] = 88.04040243
2 “\ L b 2‘51‘0‘6?5‘ . h A > 13?1?2 a7 489, ‘241‘5 S ‘615‘ 1750 674, 1488 7544303 8600443 924.7215 996.9857

m /z 600 700 800 900 1000 Reélm'/ vzorek DM-CL8



Relative Abundance

CHROMATOGRAM isotopicky znacené x neznacené Fru-6-P

Retencni €as je pro znaceny a
neznaceny metabolit cca stejny.
Zalezi na druhu znacky.

D — mirny posun RT

LiSi se pouze hmotnostni

100 11.2
90 —
80 - O O /OH
0] "o /7 ~0H
E o)
3 HO OH
**7 Fructose-6-Phosphate OH
40 -
30~ 259.022442 Da
20 C6H1309P
10
0:
1003 11.2
90 - OH Y.
a0 13C6-Fructose-6-Phosphate /\13(0 13 / Pr: -
: ~on  3C-totoiny RT
70E O
60 HO/\ 13(\OH
. OH
40— |
30 - | 265.042571 Da
e 13]C6H1309P
o L [19] spektrum.
10E |
%0 T > 4 6 s 0 1. 1 14 . 16 18 20 22 24 26 28 30



Hmotnostni spektrum —Smés Fru-6-P a *C.Fru-6-P (1:1)

- 259.0222 265.0425
%4 ESl-neg

% OH 13 OH

o0 O. O /
] HO ~p HO P
o // ~OH 13( 13( h

80 T

] O 13 O
£ HO OH HO™ r/m“OH
70 -

65 OH OH

Relative Abundance

60 |
55%
50%
45%
07
35
30%

25

________
~~~~~~
- ~o

~

~ -
-~ -
—————————————

C6H1309P

Fructose-6-Phosphate

______
__________
- ~

~

~ -
~ -
N e e e e e e e

[13]C6HT309P

13C6-Fructose-6-Phosphate

20
. 264.0392

15
] 255.2329
10

5 B 228.T317 237T244
R }\ ‘ miuh W Lo ‘

ZT0.0ZSG

0 = = ‘\ T “‘i““ ‘“V“ 2l ——— “\““ g L S A s s B # T I T \‘ I "\‘”‘ T “1““ Tt i‘ T H” e “1““ L L 1‘ T “i”“ 7

I | — 1} w‘“‘ I \ T hi‘m‘ I
225 230 235 240 245 250 255 260 265 270 275 280 285

m/z



Prirodni zastoupeni stabilnich izotopu (izotopova obalka)

Hmotnostni spektrometr méri monoisotopickou hmotnost molekuly.
Soucet hmotnosti jednotlivych isotopu — nikoli jejich prumérna hmotnost (MW)

Kazda nameérena latka, nema na hmotnostnim spektru pouze jednu hmotu, ale tzv.
izotopovou obalku.

Proc?

Protoze, kazdy atom ma v prirodé bézné se vyskytujici izotopy a hmotnostni spektrometr
meri monoizotopickou hmotnost.

Pro kazdou molekulu existuje nékolik ruznych hmot podle zastoupeni jednotlivych
izotopl v molekule. Je to kombinatorika, ¢im zastoupenéjsi izotop, tim intenzivnéjsi
protoze je pravdépodobnéjsi jeho vyskyt.

Nejintenzivnéjsi je kombinace nejzastoupenéjsich izotopl v prirodé (1°C, tH, t°0O, “N atd.)



_179.0561 Jak vypada izotopova obalka
9o—f
. m/z Relativni intensita [%)]
803 Glucose 179.0561 100.00
- 13
705 12C,1H,,160 C 180.0595 6.49
- _ 170 180.0603 0.23
60 [M-H]" 179.0561 ’H 180.0624 0.13
- 180 181.0604 1.23
07 13C, 181.0628 0.18
405 13C+170 181.0637 0.01
3 13C +2H 181.0657 0.01
303 13C + 180 182.0637 0.08
- 180, 183.0646 0.01
20—
104 180.0595
. 181.0604  182.0637 183.0646 184.0680 185.0688 186.0722
rrr r.r| rrr 1 rrrtrjgrrr 1t rrrrt1t [ 1111 [ T T 1T T 1
179 180 181 182 183 184 185 186

m/z



ProC dnes mluvime o izotopové obalce?

Neni rozdil mezi metabolitem prirodné a uméle oznacenym.

13C
170

180

13(:2

13C + 170
13C +D
13C + 180
1802

m/z
179.0561

180.0595

180.0603
180.0624
181.0604

181.0628

181.0637
181.0657
182.0637
183.0646

m/z
\ 179.0561 mM/z179.0561 - Glucose CsH1,06
13¢C, 180.0595 m/z 180.0595 - [1-13C]Glucose
13C, 181.0628 m/z181.0628 - [1,2-°C]Glucose

~

Pozor shoda hmotnosti !!!

¥

Nutno kompenzovat.




Pri vwvhodnoceni nutno kompenzovat prirodni

ofispévek, zejména u 3C! PFirodni
zastoupeni [%]

Pro¢ zrovna zejména u 3C?

Vodik (H) (FH) 99,985
Jak kompenzovat? 1H) 0,015
m/z Relative intensity [%] Uhlik (C) (*20) 98,89
179.0561 100.00 (130) 111

3¢ 180.0595 6.49 [1-13C]Glucose , i
180  181.0604 1.23  [1,2-13C]Glucose Dusik (N)  (7N) 2hos
13C,  181.0628 0.18 (*5N) 0,37
Kyslik (0) (*80) 99,76
Cim méné znadena molekula, tim vétéi kompenzace. (*50) 0,24

Kompenzace neni nutna cca pri pouziti izotop traceru s 3 a vice izotopy.

* To ze na zacCatku pouziji dostateCné znacCeny izotope tracer, neznamena, ze nemusim
kompenzovat viibec. V pribéhu metabolismu nebo ionizace (El) ztracim znacku, nékdy i celou
naraz. Vidy musim tento fakt reflektovat pfi vybéru izotope traceru.

Ke studiu: Biotechnology and Bioengineering, 113, No. 5, May, 2016; .Anal. Biochem. 520, 27-43.



D — AnaIVza dat - Metabolomika a izotopové znaéeni

Mass distribution vector (MDV) nebo tzv. mass isotopomer distribution (MID) vector
Neplést s relativnim zastoupenim izotopologu v isotopické obalce.

MDV popisuji zastoupeni kazdého izotopologu normalizovaného na soucet vSech moznych izotopolog.

Izotopology - Latky z chemického hlediska stejné, které se liSi pouze ve sloZeni izotopt (*H,0,°H,0, 3H,0)
Izotopomery - Latky se stejnym izotopovym sloZzenim ale riznym rozmisténim izotopUl v molekule

O1EC . 130

raw labeling data  ion count (IC) total ion count (TIC) MDYV (IC/TIC)

(freely chosen example)

2 M+0 10500 0.12 lzotopomery Ize mérit pouze pomoci
2 detekénich metod, schopnych urcit
N .y

2 M1 55000 0.95 konkvretnl polohu 13C v molekule
kS (napf. NMR, MS").

< - T = 88000

S

2 M+-2 15000 0.17 Poloha 13C se bézné nesleduje,
§ merime izotopology nikoli
g ] M+3 40500 0.46 |ZOtOp0mery.

Curr Opin Biotechnol. 2015; 34: 189-201



e Kvantitativni analyza —v LABM QQQ
* MRM ladime ze standardu (12C) a nasledné prepocteme
e v pripadé nedostupnosti ladime ze vzorku
* kolizni energie stejné pro 12Ca 13C
e provadime kvantifikaci 13C mtb. na kalibracni krivku 12C

Name EC RT [min] Precursor Product1l CE1 Product2 CE2
Inosine C10H12N405 6.8 269.2 137.0 24 110.0 52
Inosine-13C5 [13]C5C5H12N406 6.8 274.2 137.0 24 110.0 52
NH
O
NH g /// —
7 N (137.0 Da)

NH
_~-0
13)K\o|_| /l/ 7/ 110.0D

Inosine-13C5 (274.2 Da) NH,



* Pozor vzdy je nutné pri interpretaci brat ohled na experimentalni chybu
mereni.
* Vhodné ovérit napr. pomoci QC vzorku (pool sample) — RSD [%]
 Je nutné vzdy provadeét vice pravych opakovani min 3, idealni min 5
 Malo abundantni metabolity
* Metabolity se Spatnou odezvou v MS

* Vzdy je potreba provadét analyzu slepého vzorku

* Idealni vyuzivat procesni slepy pokus, nikoliv pouze analyticky
e Pripravu vzorku provadi vice lidi

» Kontaminace z prostredi (laktat, acetat atd...)

e Kontrola Cistoty pouzitého izotop traceru

Ke studiu: Scientific Reports (2019) 9:13705; Anal. Chem. 2017, 89, 11, 5940-5948

* Pro vyhodnocovani znacenych biologickych pokusu existuje mnoho
softwarovych reseni.

* GC/MS x LC/MS




Software

T

DEXxSI Bioinformatics. 2018 Jun 1; 34(11): 1957-1958
13CFLUX2 Bioinformatics. 2013 Jan; 29(1): 143-145
OpenFLUX2 Microbial Cell Factories 13, 152 (2014)
mzMatch—ISO Bioinformatics, 2013 Jan 15;29(2): 281-3
X13CMS Anal Chem, 2014 Feb 4;86(3): 1632-9

geoRge Anal Chem, 2016 Jan 5;88(1): 621-8

HiResTEC Anal. Chem, 2018, 90, 12, 7253-7260
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Priklady vyuzit

Metabolomics and Isotope Tracing

Cholsoon Jang,! Li Chen,! and Joshua D. Rabinowitz'-*

Leading Edge

Lewis Sigler Institute for Integrative Genomics and Department of Chemistry, Princeton University, Washington Rd, Princeton,

NJ 08544, USA
*Correspondence: joshr@princeton.edu
https://doi.org/10.1016/j.cell.2018.03.055

Jang, C,, et al. (2018). "Metabolomics and Isotope Tracing." Cell 173(4): 822-837. - Table 2

Table 2. Isotopic Tracers for Measuring Pathway Activities

Interpretation

Application Tracer Metabolite readouts

Pentose phosphate pathway (PPP)

PPP overflow [1,2-'3C]glucose Lactate M+1, M+2

Source of ribose [1,2-1*C]glucose Ribose phosphate M+1, M+2

(oxidative versus
non-oxidative branch
of PPP)

Flux through the combined oxidative and
non-oxidative PPP generates M+1 lactate from
[1,2-'3C]glucose, while glycolysis generates
only M+2 lactate (Lee et al., 1998). LacM+1 /
LacM+2 reflects ratio of PPP overflow to
glycolysis.

The oxPPP make M-+1 ribose phosphate; the
non-oxPPP makes M+2. Ratio of M+1/M+2
depends on the gross flux (net flux + exchange
flux) of each branch: Reversibility of the
non-oxPPP can make M+2 even if all net ribose
production is by oxPPP.
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Pentose
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Hledani aktivnich metabolickych drah  eiycolysis  phosphate

, pathway
PPP x glka VZ4d Glc —> G6P ——» P5P
P B /8
* Znaceni v ustaleném stavu F6P E4P
e glukoza znacena selektivné na uhlicich 1 a 2 (1,2-13C2 glukoza). g g g
* Tok skrz kombinovany oxidacni a neoxidacni PPP vytvari M + 1 Y
laktat. GAP
 zatimco glykolyza generuje pouze M + 2 laktat 81@
 LacM + 1/ LacM + 2 odrazi pomér PPP/glykolyzy

Pyr — Lac

88

Zdroj ribozy (oxidacni versus neoxidacni vetev PPP),

Ox PPP tvori M + 1 ribdza fosfat;
non-oxPPP vytvari M + 2 ribdza fosfat.

(Lee et al., 1998).
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