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Abstrakt  

MitoĐhoŶdƌiálŶí isoĐitƌát dehǇdƌogeŶáza Ϯ ;IDHϮͿ katalǇzuje ƌeduktiǀŶí kaƌďoǆǇlaĐi ;RK, 

ƌeǀeƌzŶí dƌáhu Kƌeďsoǀa ĐǇkluͿ a sǇŶtézu Ϯ-hǇdƌoǆǇglutaƌátu ;ϮHGͿ.  

RK se podílí Ŷa pƌolifeƌaĐi ŶádoƌoǀýĐh ďuŶěk ǀe stížeŶýĐh podŵíŶkáĐh ;hǇpoǆieͿ. Ve 

zkƌáĐeŶéŵ Kƌeďsoǀě ĐǇklu ǀǇtǀáří ƌeǀeƌzŶí ƌeakĐí z 2-oǆoglutaƌátu ;Ϯ-OGͿ Đitƌát, kteƌý ŵůže 

ďýt eǆpoƌtoǀáŶ do ĐǇtosolu, kde slouží jako pƌekuƌzoƌ ŵastŶýĐh kǇseliŶ a dalšíĐh ŵolekul. 

)áƌoǀeň IDHϮ při RK spotřeďoǀáǀá ;stejŶě tak i při sǇŶtéze 2HG) NADPH. RK se tak z hlediska 

ǀýzkuŵu zdá ještě zajíŵaǀější, Ŷeďoť ŵůže oǀliǀŶit pƌodukĐi RO“ a ŵíƌu oǆidačŶího stƌesu. 

ϮHG ŵůže ďýt sǇŶtetizoǀáŶ (krom mitochondrie) také ǀ cytosolu, a v obou 

koŵpaƌtŵeŶteĐh se Ŷa jeho sǇŶtéze podílí ;ŵiŵo IDHϮ a IDHϭͿ i Ŷěkolik dalšíĐh eŶzǇŵů. 

2HG je ǀýzŶaŵŶou ƌegulačŶí ŵolekulou a v současŶé doďě je ǀǇužíǀáŶ v diagnostice jako 

marker akutŶí ŵǇeloidŶí leukéŵie. Býǀá ozŶačoǀáŶ jako ŵožŶý iŶhiďitoƌ α-ketoglutaƌát-

depeŶdeŶtŶíĐh dioǆǇgeŶáz ;ϮOG-DDͿ, jež se podílejí Ŷa ƌůzŶýĐh epigeŶetiĐkýĐh zŵěŶáĐh a 

zǀǇšují ŵaligŶitu ƌakoǀiŶŶého feŶotǇpu spojeŶou se zŵěŶou pƌolifeƌaĐe.  

V této pƌáĐi ďǇl poŵoĐí plǇŶoǀé Đhromatografie s hŵotŶostŶí detekĐí zkouŵáŶ ǀýzŶaŵ 

RK a sǇŶtézǇ 2HG  v ďuŶěčŶýĐh liŶiíĐh kaƌĐiŶoŵu pƌsu a v dalšíĐh ďuňkáĐh, ǀčetŶě pƌiŵáƌŶíĐh 

potkaŶíĐh fiďƌoďlastů ;F3).  

U liŶií pƌsŶího kaƌĐiŶoŵu ďǇla RK záǀislá Ŷa koŶĐeŶtƌaĐi O2, CO2 a aktivitě respirace. 

VýzŶaŵŶou aŶapleƌotiĐkou dƌáhou RK ďǇla glutaŵiŶolýza. 

VýsledkǇ také deŵoŶstƌují, že ϮHG je sǇŶtetizoǀáŶ i ǀ ŶeŶádoƌoǀýĐh ďuňkáĐh, a ŶaǀíĐ že 

ǀe zdƌaǀýĐh ďuňkáĐh zŵěŶǇ jeho fyziologickýĐh hladiŶ oǀliǀňují pƌolifeƌaĐi. 

IDH2 se tak Đelkoǀě jeǀí jako ǀhodŶý Đíl pƌotiŶádoƌoǀé teƌapie, zejŵéŶa ǀe sǀětle 

ŶedáǀŶýĐh oďjeǀů, ǀe kteƌýĐh se ukázalo, že ŵutoǀaŶá i ŶeŵutoǀaŶá IDH2 katalyzuje ve 

ǀelké ŵíře sǇŶtézu 2HG z α-ketoglutaƌátu. 

 

Klíčová slova: IDHϮ, ReduktivŶí karďoǆǇlaĐe, Ϯ-hǇdroǆǇglutarát, GC-MS, ďuňkǇ prsŶího 

karcinomu HTB-ϭϮ6, fiďroďlastǇ, ϮHG/ϮOG poŵěr, 13C izotopiĐké zŶačeŶí, proliferaĐe 

fiďroďlastů, hǇpoǆie 
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Abstract 

Mitochondrial isocitrate dehydrogenase 2 (IDH2) catalyzes reductive carboxylation (RC, 

reverse Krebs cycle pathway) and 2HG synthesis (2HG) – metabolite of which many scientists 

are interested. 2HG may be concurrently synthetized in cytosol by IDH1.  

RC is involved in anabolic reactions necessary for cell proliferation - produces citrate, fatty 

acid precursor – especially in hypoxia.  

IDH2 and IDH1 are not the only enzymes that are involved in 2HG synthesis. Recently, 

several enzymes, which participate in 2HG production, have been discovered. 

2HG is useful in cancer diagnostics due to its overproduction by transformed cells. 

Moreover, 2HG may cause epigenetic changes via inhibition of 2-oxoglutarate dependent 

dioxygenase.  

In this work, the importance of RC and 2HG synthesis in cancer and healthy cells was 

investigated by gas chromatography with mass spectrometry detection as well as IDH2 

influence. 

We found that IDH2 significantly participates in reverse RC and 2HG synthesis in breast 

cancer cell lines and uses glutaminolysis as a supplementary anaplerotic pathway. RC is 

increased by hypoxia, inhibition of respiration, and decreased by activation of respiration or 

hypocapnia.  

We confirmed 2HG synthesis and RC in healthy cells (fibroblasts, breast epithelial cells 

etc.) as well as in cancer cells. Interestingly, we observed changes of physiological 2HG levels 

in healthy cells which correlated with proliferation (This effect was not so obvious in cancer 

cells.).  

It seems that IDH2 could be suitable target of anticancer therapy. 

 

Key words: IDH2, Reductive carboxylation, 2-hydroxyglutarate, GC-MS, HTB-126 breast 

cancer cells, fibroblasts, 2HG/2OG ratio, 
13

C isotopic labelling, proliferation of fibroblasts, 

hypoxia  
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Seznam zkratek 

 

2HG – 2-hǇdƌoǆǇglutaƌát 

2OG – α-ketoglutaƌát, Ϯ-oǆoglutaƌát 

2OG-DD – α-ketoglutaƌát-depeŶdeŶtŶí dioǆǇgeŶáza 

6-PGL – 6-fosfoglukoŶolaktoŶáza 

Ac-CoA – acetylkoenzym A 

ACL – ATP:Đitƌát lǇáza 

ADP – adeŶosiŶdifosfát  

Ala – alanin 

AML – akutŶí ŵǇeloidŶí leukeŵie 

AMPK – z aŶgliĐkého ϱ' adeŶosiŶe ŵoŶophosphate-activated protein kinase 

ASCT2 – aŵiŶokǇseliŶoǀý tƌaŶspoƌtéƌ  

Asp – aspaƌtát 

ATP - adeŶosiŶtƌifosfát 

BrDU – bromodeoxyuridin 

CNS – ĐeŶtƌálŶí Ŷeƌǀoǀý sǇstéŵ 

CS – ĐitƌátsǇŶtháza 

CTRL – ozŶačeŶí koŶtƌolŶíĐh ǀzoƌků 

cx – ŵoláƌŶí koŶĐeŶtƌaĐe látkǇ X 

DNA – kǇseliŶa deoǆǇƌiďoŶukleoǀá 

EDTA – kǇseliŶa ethǇleŶdiaŵiŶtetƌaoĐtoǀá 

EGF – epideƌŵálŶí ƌůstoǀý faktoƌ 
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F3 – izoloǀaŶé fiďƌoďlastǇ 

FADH2 - Flavinadenindinukleotid 

FASN – z aŶgliĐkého „fattǇ aĐid sǇŶthase͞ 

FCCP - 2-[2-[4-(trifluoromethoxy)fenyl]hydrazinyliden]-propandinitril 

FCS – fetal calf serum 

FH – fuŵaƌáthǇdƌatáza 

FTS – fetálŶí teleĐí séƌuŵ 

G1/G0, S, G2 – fáze ďuŶěčŶého ĐǇklu 

GC-MS (GC/MS) – plǇŶoǀá Đhƌoŵatogƌafie s hŵotŶostŶí detekĐí 

GDH – glutaŵátdehǇdƌogeŶáza  

GHB – γ-hǇdƌoǆǇŵáselŶá kǇseliŶa 

Glc – glukóza  

GLDC – glǇĐiŶdehǇdƌogeŶáza 

Gln – glutamin  

Glo-1 – glutathione-depeŶdeŶtŶí glǇoǆǇláza ϭ 

GLS – glutaŵiŶáza  

GLUT – glukózoǀý tƌaŶspoƌtéƌ 

GPRC – ƌeĐeptoƌǇ spřažeŶé s G proteinem 

GTP – guaŶosiŶtƌifosfát 

Hagh – glutathione-depeŶdeŶtŶí glǇoǆǇláza Ϯ 

HIFϭα – z aŶgliĐkého „HǇpoǆia-inducible factor 1-alpha͞ 

HOT – hǇdƌoǆǇaĐid oǆoaĐid tƌaŶshǇdƌogeŶáza 

HPV – lidský papiloŵaǀiƌus 
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HPX – hypoxie 

HRE – z aŶgliĐkého „hypoxia response eleŵeŶts͞ 

IDH (IC-DH) – isoĐitƌátdehǇdƌogeŶáza 

IGF-IR – z aŶgliĐkého  insulin-like growth factor 1 (IGF-1) receptor 

Km – Michaelisova konstanta 

KO – z aŶgliĐkého „kŶoĐk out͞ 

LAC – laktát 

LDH – laktátdehǇdƌogeŶáza 

MAL – ŵalát 

MAPK ;MAP kiŶázaͿ – z aŶgliĐkého ŵitogeŶ-activated protein kinase 

MCT – tƌaŶspoƌtéƌ ŵoŶokaƌďoǆǇloǀýĐh kǇseliŶ 

MDH, ME – ŵalátdehǇdƌogeŶáza 

mdm2 – uďiƋitiŶligáza z aŶgliĐkého „Mouse douďle ŵiŶute Ϯ hoŵolog͞ uďiƋitiŶuje pϱϯ 

mi280, mi308 – ozŶačeŶí ďuŶěčŶé liŶie se sileŶĐiŶgeŵ IDHϮ 

MOCK – koŶtƌola ďez přidáŶí plazŵidu 

Mr – ƌelatiǀŶí ŵolekuloǀá hŵotŶost 

 MTHFD – ŵethǇleŶtetƌahǇdƌofolátdehǇdƌogeŶáza 

 mTOR – z aŶgliĐkého „ŵaŵŵaliaŶ taƌget of ƌapaŵǇĐiŶ͞ 

Myc – ƌegulačŶí geŶ kódujíĐí tƌaŶskƌipčŶí faktoƌǇ 

NA – kǇseliŶa ŶikotiŶoǀá 

NAD+/NADH – oǆidoǀaŶý/ƌedukoǀaŶý ŶikotiŶaŵidadeŶiŶdiŶukleotid 

NADP+/NADPH – oǆidoǀaŶý/ƌedukoǀaŶý ŶikotiŶaŵidadeŶiŶdiŶukleotid fosfát 

NAPRT – ŶikotiŶaŵid fosfoƌǇďosǇltƌaŶsfeƌáza 
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NMN – nikotinamid mononukleotid 

NMNAT3 – ŶikotiŶaŵid ŵoŶoŶukleotid adeŶǇlǇl tƌaŶsfeƌáza ϯ 

NMX – normoxie 

NNT – ŶikotiŶaŵid Ŷukleotid tƌaŶshǇdƌogeŶáza 

NR – nikotinamid ribozid 

OAA/OA – oǆalaĐetát 

Oligo – oligomycin  

OXPHOS – oǆidatiǀŶí fosfoƌǇlaĐe 

p21
Waf1/Cip1 – inhibitor cyklin-depeŶdeŶtŶíĐh kiŶáz 

p53 – tuŵoƌsupƌesoƌoǀý pƌoteiŶ geŶu TP53 

PBS – izotoŶiĐký fosfátoǀý pufƌ pƌo oplaĐh ďuŶěk ;phosphate ďuffeƌet saliŶeͿ 

PDGF – diŵeƌiĐký glǇkopƌoteiŶoǀý ƌůstoǀý faktoƌ ;Platelet Deƌiǀed Gƌoǁth FaĐtoƌͿ 

PFK - fosfofƌuktokiŶáza 

PGAM1 – fosfoglǇĐeƌátŵutáza ϭ 

PH – pƌolǇlhǇdƌoǆǇláza 

PHD2 – pƌolǇlhǇdƌoǆǇlázoǀá doŵéŶe-oďsahujíĐí pƌoteiŶ ;hǇdƌoǆǇlase doŵaiŶ-containing protein 2 ) 

PHGDH – 3-fosfoglǇĐeƌátdehǇdƌogeŶáza 

PI3K – Fosfatidylinositol-3-kiŶáza 

PKM2 – pǇƌuǀákiŶáza isofoƌŵa MϮ 

PTEN – tumorsupresor  „phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate 3-phosphatase͞ 

PYR/Pyr – pǇƌuǀát 

Ras – též pϮϭRas je ƌodiŶa pƌotoŶkogeŶů  

RK – ƌeduktiǀŶí kaƌďoǆǇlaĐe 
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RNA – kǇseliŶa ƌiďoŶukleoǀá 

ROS – ƌeakiǀŶí kǇslíkoǀé ƌadikálǇ 

ROT – rotenon  

RPM – otáček za ŵiŶutu 

SCAD (ACADS) – z aŶgliĐkého „shoƌt-chain acyl-ĐoeŶzǇŵe A dehǇdƌogeŶase͞ 

SCR – ŶáhodŶá sekǀeŶĐe RNA ;sĐƌaŵďledͿ 

SDH – sukĐiŶátdehǇdƌogeŶáza  

sh – short hairpin RNA 

SHMT – seƌiŶ hǇdƌoǆǇŵethǇltƌaŶsfeƌáza 

SIRT – sirtuin  

SLC2A1 – z aŶgliĐkého „solute Đaƌƌieƌ faŵilǇ Ϯ, ŵeŵďeƌ ϭ͞ 

SN2 – aŵiŶokǇseliŶoǀý tƌaŶspoƌtéƌ  

SSA – sukcinyl semialdehyd 

SSADH – sukĐiŶǇl seŵialdehǇddehǇdƌogeŶáza 

THF – tetƌahǇdƌofolát 

TP53 – geŶ kódujíĐí pƌoteiŶ pϱϯ 

VEGF – z aŶgliĐkého VasĐulaƌ eŶdothelial gƌoǁth faĐtoƌ  

WT – z aŶgliĐkého „ǁild tǇpe͞ 
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1 Souhrn 

Incidence ŶádoƌoǀýĐh oŶeŵoĐŶěŶí ǀ České ƌepuďliĐe přesahuje ƌočŶě hranici 30% a jejich 

fatálŶí pƌůďěh z ŶiĐh dělá dƌuhou Ŷejčastější příčiŶu úŵƌtí. “taŶdaƌdŶí teƌapie se oďǀǇkle 

zaŵěřuje Ŷa ƌelatiǀŶě ŶespeĐifiĐké poškozeŶí jadeƌŶé DNA, kteƌé u ƌǇĐhle pƌolifeƌujíĐíĐh 

ŶádoƌoǀýĐh ďuŶěk ǀede k ďuŶěčŶé sŵƌti – apoptóze. TeŶto přístup ďohužel Ŷezajišťuje 

úplŶou eliŵiŶaĐi ŶádoƌoǀýĐh ďuŶěk, a ŶaǀíĐ je spojeŶ s ǀýzŶaŵŶýŵ poškozeŶíŵ zdƌaǀýĐh 

tkáŶí. HlaǀŶí ǀýzǀou současŶého oŶkologiĐkého ǀýzkuŵu je hledáŶí teƌapeutiĐkýĐh přístupů, 

kteƌé ǀǇĐházejí příŵo z feŶotǇpoǀýĐh speĐifik společŶýĐh Ŷádoƌoǀýŵ ďuňkáŵ a tíŵ pádeŵ 

je jejiĐh půsoďeŶí účiŶŶější a selektiǀŶější. 

MitoĐhoŶdƌiálŶí isoĐitƌát dehǇdƌogeŶáza Ϯ ;IDHϮͿ katalǇzuje ƌeduktiǀŶí kaƌďoǆǇlaĐi ;RK, 

ƌeǀeƌzŶí dƌáhu Kƌeďsoǀa ĐǇkluͿ a sǇŶtézu Ϯ-hǇdƌoǆǇglutaƌátu ;ϮHGͿ – metabolitu, jehož 

fǇziologiĐký i kliŶiĐký ǀýzŶaŵ je ǀ posledŶíĐh leteĐh stále iŶteŶziǀŶěji zkouŵáŶ pƌáǀě ǀe 

spojeŶí s Ŷádoƌoǀýŵi ďuňkaŵi. ϮHG ŵůže ďýt sǇŶtetizoǀáŶ také ǀ cytosolu, a v obou 

koŵpaƌtŵeŶteĐh se Ŷa jeho sǇŶtéze podílí ;ŵiŵo IDHϮ a IDHϭͿ i Ŷěkolik dalšíĐh eŶzǇŵů. 

2HG je ǀýzŶaŵŶou ƌegulačŶí ŵolekulou a v současŶé doďě je ǀǇužíǀáŶ v diagnostiĐe Ŷádoƌů 

jako marker. Býǀá ozŶačoǀáŶ jako ŵožŶý iŶhiďitoƌ α-ketoglutaƌát-depeŶdeŶtŶíĐh dioǆǇgeŶáz 

(2OG-DDͿ, jež se podílejí Ŷa ƌůzŶýĐh epigeŶetiĐkýĐh zŵěŶáĐh, a zǀǇšují ŵalignitu 

ƌakoǀiŶŶého feŶotǇpu spojeŶou se zŵěŶou pƌolifeƌaĐe.  

V této pƌáĐi ďǇl poŵoĐí plǇŶoǀé Đhƌoŵatogƌafie s hŵotŶostŶí detekĐí zkouŵáŶ ǀýzŶaŵ 

RK, sǇŶtézǇ 2HG a zŵěŶ poŵěƌu 2HG/2OG v ďuŶěčŶýĐh liŶiíĐh kaƌĐiŶoŵu pƌsu a v dalšíĐh 

ďuňkáĐh, ǀčetŶě pƌiŵáƌŶíĐh potkaŶíĐh fiďƌoďlastů ;F3).  

U liŶií pƌsŶího kaƌĐiŶoŵu ďǇla RK záǀislá Ŷa koŶĐeŶtƌaĐi O2, CO2 a aktivitě respirace. 

Ukázalo se, že ǀ pƌostředí, jež siŵuloǀalo hojeŶí ƌaŶ spojeŶé s ǀǇšší pƌolifeƌaĐí fiďƌoďlastů 

;hǇpoǆie, stiŵulaĐe séƌeŵͿ, doĐházelo k dƌaŵatiĐkéŵu zǀýšeŶí hladiŶǇ ϮHG i poŵěƌu 
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2HG/2OG u F3, a k Ŷáƌůstu ďuŶěčŶé ŵasǇ. “tejŶé ǀýsledkǇ oǀšeŵ ŶeďǇlo ŵožŶé potǀƌdit u 

ďuŶěk lidského Ŷeuƌoďlastoŵu SHSY5Y.  Na základě těĐhto ǀýsledků ďǇl ϮHG přidáǀáŶ příŵo 

do ŵédia a pƌolifeƌaĐe Fϯ ďǇla úŵěƌŶá pƌáǀě jeho koŶĐeŶtƌaĐi.  

Ve sŶaze oďjasŶit ŵolekuláƌŶí ŵeĐhaŶizŵus řízeŶí ƌůstu fiďƌoďlastů ǀe spojeŶí se 

zǀýšeŶýŵi hladiŶaŵi ϮHG jsŵe se zaŵěřili Ŷa proteiny ŵTOR a HIFϭα, kteƌé paƌtiĐipují 

v regulaci metabolismu a proliferace. Metodou Western Blot jsme ale Ŷepƌokázali, že 

doĐhází k fosfoƌǇlaĐi ƌiďozoŵálŶího “ϲ pƌoteiŶu, kteƌý je „doǁŶstƌeaŵ͞ efektoƌeŵ ŵTOR. 

NaŵěřeŶá data ǀšak Ŷapoǀídají, že ŵůže doĐházet ke staďilizaĐi HIFϭα. Naše ǀýsledkǇ Ŷa 

dalšíĐh ŶádoƌoǀýĐh i zdƌaǀýĐh liŶiíĐh ŶazŶačují, že pƌáǀě poŵěƌ ϮHG/ϮOG ďǇ ŵohl ďýt 

poŵoĐŶý pƌo staŶoǀeŶí feŶotǇpu či tƌaŶsfoƌŵaĐe ďuňkǇ. 

VýsledkǇ také deŵoŶstƌují, že ϮHG je sǇŶtetizoǀáŶ i ǀ ŶeŶádoƌoǀýĐh ďuňkáĐh, a ŶaǀíĐ že 

ǀe zdƌaǀýĐh ďuňkáĐh jeho fǇziologiĐké hladiŶǇ oǀliǀňují pƌolifeƌaĐi. 

IDH2 se tak Đelkoǀě jeǀí jako ǀhodŶý Đíl pƌotiŶádoƌoǀé teƌapie, zejŵéŶa ǀe sǀětle 

ŶedáǀŶýĐh oďjeǀů, ǀe kteƌýĐh se ukázalo, že ŵutoǀaŶá i ŶeŵutoǀaŶá IDH2 katalyzuje ve 

ǀelké ŵíře sǇŶtézu 2HG z α-ketoglutaƌátu. 
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2 Úvod 

2.1 Metabolismus ŶádorovýĐh ďuŶěk 

VůďeĐ pƌǀŶí, kdo poukázal Ŷa ŵetaďoliĐké ƌozdílǇ ŵezi zdƌaǀýŵi a Ŷádoƌoǀýŵi ďuňkaŵi 

ďǇl ƌoku ϭϵϮϰ ŶěŵeĐký ǀědeĐ Otto Waƌďuƌg, kteƌý tǀƌdil, že Ŷádoƌoǀé ďuňkǇ ŵají Ŷatolik 

ŶefuŶkčŶí ŵitoĐhoŶdƌie, že u ŶiĐh pƌoďíhá zǀýšeŶá glǇkolýza a tǀoƌďa laktátu dokoŶĐe i za 

aeƌoďŶíĐh podŵíŶek (1). Pojeŵ „Waƌďuƌgůǀ efekt͞ či „aeƌoďŶí glǇkolýza͞ ǀstoupil téŵěř 

okaŵžitě ǀ platŶost, Đož ďǇlo ƌoku ϭϵϯϭ koƌuŶoǀáŶo Noďeloǀou ĐeŶou pƌo Otto Waƌďuƌga1
. 

AeƌoďŶí glǇkolýza byla opakoǀaŶě potǀƌzeŶa jako feŶotǇpoǀý pƌojeǀ, ale už Ŷěkolik let poté 

byl Warburgůǀ objev aktualizoǀáŶ. Ukázalo se, že i Ŷádoƌoǀé ďuňkǇ ŵohou ǀ případě 

Ŷedostatku glukózǇ zapojit do sǀé ďioeŶeƌgetikǇ oǆidatiǀŶí fosfoƌǇlaĐi ;OXPHO“Ϳ, a dokonce, 

že je pƌo pƌogƌesi tuŵoƌu ŶedílŶou součástí (2). V této teoƌii se ǀǇĐházelo z pozoƌoǀáŶí 

Herberta G. Cƌaďtƌee, kteƌý pozoƌoǀal teŶto jeǀ půǀodŶě Ŷa kǀasiŶkáĐh (3). V 50. letech 20. 

století pak došlo k revizi Warburgoǀa čláŶku (4), kteƌý záƌoǀeň odstaƌtoǀal ďooŵ zaďýǀajíĐí 

se ŵetaďolisŵeŵ ŶádoƌoǀýĐh ďuŶěk (5, 6, 7, 8).  

V současŶé doďě se ǀýzkuŵeŵ ƌakoǀiŶǇ zaďýǀá ǀelké ŵŶožstǀí ǀědeĐkýĐh skupiŶ, kteƌé 

jsou za jedno v toŵ, že ŵetaďolisŵus ŶádoƌoǀýĐh ďuŶěk fuŶguje Ŷa pƌiŶĐipu tzv. 

ŵetaďoliĐkého ƌeŵodeliŶgu, kde jsou ǀeškeƌé ŵetaďoliĐké dƌáhǇ ǀ tƌaŶsfoƌŵoǀaŶé ďuňĐe 

ǀǇužitǇ pƌo tǀoƌďu eŶeƌgie, staǀeďŶíĐh jedŶotek a iŶteƌŵediátů potřeďŶýĐh k proliferaci 

ďuŶěk (7). OďeĐŶě se ŵezi ŵodifikoǀaŶé dƌáhǇ ǀ ŶádoƌoǀýĐh ďuňkáĐh řadí glǇkolýza, 

Kƌeďsůǀ ĐǇklus, pǇƌuǀátoǀý ĐǇklus ;kaƌďoǆǇlaĐe pǇƌuǀátuͿ, lipogeŶeze a peŶtózo-fosfátoǀý 

cyklus (8). 

  

                                                      
1
 (http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/1931/warburg-bio.html) 
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2.1.1 GlǇkolýza  

AeƌoďŶí glǇkolýza je poǀažoǀáŶa za ǀýzŶaŵŶý alteƌŶatiǀŶí zdƌoj ATP (9), kteƌý 

kompenzuje poškozeŶí ƌespiƌačŶího řetězĐe tƌaŶsfoƌŵoǀaŶýĐh ďuŶěk (10). Oǀšeŵ kƌoŵě 

ŶádoƌoǀýĐh ďuŶěk, kteƌé pƌodukují pƌokazatelŶě ǀǇšší ŵŶožstǀí laktátu (6, 12, 13), je 

fenotyp aeƌoďŶí glǇkolýzǇ zŶáŵý i u zdƌaǀýĐh, ƌǇĐhle se dělíĐích buŶěk, Ŷapř. u kŵeŶoǀýĐh 

buŶěk (13) nebo Sertoliho buŶěk (14). Dle eŶeƌgetiĐké ďilaŶĐe ;Ϯǆ ATP při glǇkolýze ǀs. ϯϲ – 

ϯϴǆ ATP při OXPHO“Ϳ ďǇ se paƌadoǆŶě ŵohlo zdát, že glǇkolýza je ŵálo efektiǀŶí a slaďý zdƌoj 

energie, ale fakteŵ je, že ŵůže pƌoďíhat řádoǀě až ϭϬϬǆ ƌǇĐhleji (1). Dokáže pokƌýt 

energetické potřeďǇ ƌakoǀiŶŶýĐh ďuŶěk, a to i ǀ přeĐhodŶé či tƌǀalé hypoxii, kdy je prakticky 

jediŶýŵ zdƌojeŵ ATP (15). 

RǇĐhle pƌolifeƌujíĐí Ŷádoƌoǀé ďuňkǇ se zǀýšeŶou eǆpƌesí koŶkƌétŶíĐh geŶů adaptují Ŷa 

potřeďu zǀýšeŶé glǇkolýzǇ, ƌespektiǀe ATP (16). S up-ƌeguloǀaŶou glǇkolýzou tedǇ souǀisí 

zǀýšeŶá eǆpƌese speĐifiĐkýĐh glukózoǀýĐh ;GLUTsͿ a laktátoǀýĐh ;MCTsͿ tƌaŶspoƌteƌů a 

současŶě i glǇkolǇtiĐkýĐh eŶzǇŵů (15). DíkǇ řadě puďlikaĐí Ŷa toto téŵa lze aeƌoďŶí glǇkolýzu 

ŶádoƌoǀýĐh ďuŶěk zoďeĐŶit: 

DoĐhází k up-ƌegulaĐi eǆpƌese fosfofƌuktokiŶázǇ Ϯ ;PFKϮͿ, kteƌá pƌodukuje fƌuktózu-2,6-

bisfosfát jako poteŶĐiálŶí alosteƌiĐký aktiǀátoƌ PFKϭ, kteƌá je důležitá pƌo udƌžeŶí glǇkolýzǇ. 

DíkǇ fuŶkĐi PFKϮ doĐhází k překleŶutí ŶegatiǀŶí alosteƌiĐké odpoǀědi pƌo PFKϭ při ŶadďǇtku 

ATP.  

DíkǇ up-ƌegulaĐi LDH doĐhází k zǀýšeŶé pƌodukĐi NAD+, ŶutŶéŵu pƌo udƌžeŶí glǇkolýzǇ.  

U ŶádoƌoǀýĐh ďuŶěk doĐhází také k ŶaǀýšeŶí hladiŶ alosteƌiĐkǇ řízeŶé pǇƌuǀát kiŶázǇ MϮ 

;PKMϮͿ, přeŵěňujíĐí fosfoeŶolpǇƌuǀát Ŷa pǇƌuǀát a pƌodukujíĐí ATP (17).  

V koŶteǆtu řízeŶí ŵíƌǇ glǇkolýzǇ jsou ŶeŵéŶě důležité i speĐifiĐké ƌegulačŶí dƌáhǇ 

zpƌostředkoǀaŶé Ŷapř. MǇĐ, K-Ras, HIFϭα a dalšíŵi faktory.  
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U ďuŶěk HPDE, kteƌé ŵají ǀiƌoǀě iŶdukoǀaŶou tuŵoƌogeŶiĐitu tƌaŶsfoƌŵaĐí K-Ras, 

doĐhází in vitro k přepŶutí OXPHO“ Ŷa aeƌoďŶí glǇkolýzu, up-ƌegulaĐi GLUTϭ a MCT a záƌoǀeň 

in vivo dojde k sĐhopŶosti těĐhto ďuŶěk lépe foƌŵoǀat Ŷádoƌ (18). 

“taďilizaĐe tƌaŶskƌipčŶího faktoƌu HIFϭα je ǀ saǀčíĐh ďuňkáĐh ƌeguloǀáŶa úƌoǀŶí kǇslíku. 

Ve zdƌaǀýĐh ďuňkáĐh se podílí Ŷa aŶgiogeŶezi ǀ hǇpoǆiĐkýĐh ƌegioŶeĐh, Ŷa ďuŶěčŶé 

proliferaci (19) a na eƌǇtƌopoéze (9).  K hypoxii u rakoviny doĐhází ǀliǀeŵ ƌǇĐhlé pƌolifeƌaĐe 

ďuŶěk a foƌŵoǀáŶím Ŷádoƌoǀé ŵasǇ. Ačkoliǀ ze začátku pƌoďíhá u Ŷádoƌu, kteƌý je ŵeŶší 

Ŷež ϭ ŵŵ, ǀýŵěŶa žiǀiŶ ďěžŶou difúzí, později doĐhází u ǀětšího útǀaƌu k isĐhéŵii tkáŶě, 

ŶedostatečŶé aŶgiogeŶezi a aďŶoƌŵálŶí ǀaskulaƌizaĐi (20). HIFϭα se tedǇ staďilizuje při 

deficienci kǇslíku a glukózǇ (21), a kƌoŵ eǆpƌese glukózoǀýĐh tƌaŶspoƌtéƌů ;ŶejǀíĐe GLUTϭ a 

GLUT3) posiluje i expresi geŶů kódujíĐíĐh glǇkolǇtiĐké enzymy, číŵž zǀýƌazŶí Waƌďuƌgůǀ 

ƌakoǀiŶŶý feŶotǇp (22). V ŶádoƌoǀýĐh ďuňkáĐh HPV-ϭϲ ;ďuňkǇ lidského papilloŵaǀiƌu ϭϲͿ je 

aktiǀoǀaŶý HIFϭα i ǀ Ŷoƌŵoǆii, Đož způsoďuje pƌáǀě Waƌďuƌgůǀ efekt (23).  

HIFϭα ǀ Pϯ ďuňkáĐh způsoďí jejiĐh lepší iŵuŶitŶí adaptaĐi při ǆeŶotƌaŶsplaŶtaĐi (ďuňkǇ 

embrǇoŶálŶího teƌatokaƌĐiŶoŵuͿ díkǇ dƌáze AKT/ERK (23). 

“taďilizaĐe HIFϭα v HeLa ďuňkáĐh aktivuje pǇƌuǀát dehǇdƌogeŶáza kiŶázu ;PDK), 

zodpoǀědŶou za iŶhiďiĐi pǇƌuǀát dehǇdƌogeŶázǇ ;PDH), dále aktiǀuje již zŵíŶěŶou 

glykolytickou PKM2 (24, 25).  

Dalším z faktoƌů oǀliǀňujíĐíĐh glǇkolýzu je oŶkogeŶ Đ-MǇĐ. Jeho aktiǀaĐí dojde k stimulaci 

OXPHOS a k inhibici glǇkolýzǇ. VýzŶaŵŶým prekurzorem pƌo tǀoƌďu ŵetaďolitů Kƌeďsoǀa 

ĐǇklu, jejiĐhž hladiŶǇ oǀliǀňují i tǀoƌďu ATP, se tak Ŷaŵísto glukózǇ stáǀá glutamin (26).  

VýzŶaŵŶý tuŵoƌsupƌesoƌoǀý pƌoteiŶ pϱϯ Ŷaopak stiŵuluje glǇkolýzu a iŶhiďuje OXPHO“ 

skrze inhibici komplexu IV (27).  
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Fosfoinositid 3-kináza/protein kináza B/mammalian target of rapamycin (PI3K/Akt/mTOR) 

ŵůže fosfoƌǇloǀat hǇdƌoǆǇloǀé skupiŶǇ Ŷa iŶositoloǀéŵ kƌuhu ŵeŵďƌáŶoǀýĐh fosfolipidů, 

číŵž aktiǀuje GLUTϭ (28). RoǀŶěž ŵůže stiŵuloǀat aktiǀitu PFKϮ (28), kteƌá se podílí ŶejeŶ Ŷa 

pƌogƌesi ŶádoƌoǀýĐh ďuŶěk, ale Ŷapříklad i ǀ záŶěteĐh (29). )áƌoǀeň up-regulace PFK2 

spouští ďuŶěčŶou záǀislost Ŷa hǇpeƌglǇkéŵii (9). Akt krom GLUT1 a PFK2 up-reguluje i 

heǆokiŶázu-2 (30). 

2.1.2 MitochondriálŶí ŵetaďolisŵus 

Výzkuŵ ŵitoĐhoŶdƌií sahá až do deǀadesátýĐh let 19. století, kdǇ ďǇlǇ v ďuňkáĐh ǀůďeĐ 

popƌǀé oďjeǀeŶǇ (1). JejiĐh stáří se odhaduje Ŷa ϭ,ϴ ŵiliaƌd let (31). 

MitoĐhoŶdƌie jsou speĐifiĐké, seŵiautoŶoŵŶí oƌgaŶelǇ, kteƌé hƌají důležitou roli 

v oǆidačŶíŵ ŵetaďolisŵu glukózǇ, ŵastŶýĐh kǇseliŶ a dalšíĐh uhloǀodíků, jež jsou 

kataďoliĐkǇ přeŵěŶěŶǇ Ŷa aĐetǇl-CoA ƌeagujíĐí s oǆalaĐetáteŵ ǀ osŵistupňoǀéŵ Kƌeďsoǀě 

cyklu za vzniku Đitƌátu a dalšíĐh ŵezipƌoduktů, GTP a redukčŶíĐh ekǀiǀaleŶtů (NADH, FADH2), 

potřeďŶýĐh pƌo tǀoƌďu ATP poŵoĐí dýĐhaĐího řetězĐe a OXPHOS (32). Mitochondrie se také 

podílejí Ŷa apoptóze (1). 

VýzŶaŵ pƌo Ŷádoƌoǀé ďuňkǇ spočíǀá hlaǀŶě ǀ sǇŶtéze suďstƌátů a pƌekuƌzoƌů dalšíĐh 

látek, jako jsou Ŷapříklad lipidy, puriny, pyrimidiny, aminokyseliny a v ŶeposledŶí řadě i ATP. 

2.1.2.1 Kreďsův ĐǇklus 

VýzŶaŵŶýŵ ŵilŶíkeŵ, zĐela zásadŶím pro poĐhopeŶí ďuŶěčŶého ŵetaďolisŵu spojeŶého 

s mitochondriemi, byl objev z 30. let 20. století ;ϭϵϯϳͿ, dnes zŶáŵý jako Kƌeďsůǀ, Ŷeďoli 

citƌátoǀý ĐǇklus.  

Několik eŶzǇŵů Kƌeďsoǀa ĐǇklu je spojeŶo s tumorigeŶezí, koŶkƌétŶě 

sukĐiŶátdehǇdƌogeŶáza ;“DHͿ, fuŵaƌáthǇdƌatáza ;FHͿ a isoĐitƌátdehǇdƌogeŶáza ;IDHͿ (33).  
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MutaĐe “DH a FH ďǇlǇ ŶalezeŶǇ u dědičŶýĐh ŶádoƌoǀýĐh oŶeŵoĐŶěŶí a způsoďují 

hƌoŵaděŶí sukĐiŶátu, respektive fuŵaƌátu, Đož způsoďuje iŶhiďiĐi pƌolǇl hǇdƌoǆǇláz ;PHDͿ 

zodpoǀědŶýĐh za degƌadaĐi HIFϭα. Tíŵ dojde Ŷapříklad u lidskýĐh eŵďƌǇoŶálŶíĐh ďuŶěk 

(HEK293) k pseudohǇpoǆiĐké odpoǀědi a ŶásledŶéŵu zǀýšeŶí glǇkolýzǇ, Đož zǀýhodňuje 

tumorigenezi (34, 35). 

IDH eǆistuje ǀe třeĐh izofoƌŵáĐh, ďěžŶě ozŶačoǀaŶýĐh IDHϭ, IDHϮ a IDHϯ, přičeŵž IDHϮ 

kƌoŵě ƌeǀeƌzŶí ƌeduktiǀŶí kaƌďoǆǇlaĐe (RK), reakce 2OG zpět Ŷa isoĐitƌát, katalǇzuje ještě 

sǇŶtézu Ϯ-hǇdƌoǆǇglutaƌátu ;ϮHGͿ – ǀýzŶaŵŶého oŶkoŵetaďolitu a diagŶostiĐkého ŵaƌkeƌu. 

NedílŶou součástí ǀšeĐh saǀčíĐh ďuŶěk je eǆpoƌt Đitƌátu do ĐǇtosolu ;Đitƌát – ŵalát 

antiport). Citƌát slouží jako pƌekuƌzoƌ sǇŶtézǇ ŵastŶýĐh kǇseliŶ a Đholesteƌolu a tato dƌáha je 

v ŶádoƌoǀýĐh ďuňkáĐh sigŶifikaŶtŶě zǀýšeŶá ;zǀýšeŶé požadaǀkǇ Ŷa tǀoƌďu ŵeŵďƌáŶ při 

proliferaci). Nádoƌoǀé ďuňkǇ oďeĐŶě sǇŶtetizují lipidǇ přeǀážŶě de novo (36). DíkǇ toŵu jsou 

poĐhopitelŶě ǀǇšší i hladiŶǇ koŶkƌétŶíĐh lipogeŶŶíĐh eŶzǇŵů a aktiǀita Đitƌátoǀého 

tƌaŶspoƌtéƌu, Đož souǀisí pƌáǀě se zǀýšeŶou potřeďou Đitƌátu (37, 38) k čeŵuž dopoŵáhá i 

RK.  

Miŵo Ŷádoƌoǀé ďuňkǇ ŵá ŵŶožstǀí Đitƌátu ǀelký ǀýzŶaŵ u pƌostatiĐkýĐh ďuŶěk, kteƌé 

akumulují zinek, jenž iŶhiďuje Đis-akonitázu, Đož způsoďí hƌoŵaděŶí Đitƌátu a jeho ŶásledŶý 

tƌaŶsŵeŵďƌáŶoǀý eǆpoƌt. Část ĐǇtosoliĐkého Đitƌátu se pak podílí Ŷa sǇŶtéze ŵastŶýĐh 

kǇseliŶ a část je dále eǆpoƌtoǀáŶa z ďuňkǇ do sekƌetu, kteƌý se ŵísí se speƌŵiemi a 

pƌodlužuje tíŵ jejiĐh žiǀotasĐhopŶost. )dƌaǀé ďuňkǇ předstojŶé žlázǇ tíŵ ztƌatí zhƌuďa ϲϯ % 

poteŶĐiálu sĐhopŶého tǀořit ATP, naopak u buŶěk rakoviny prostaty je díkǇ sŶížeŶé hladiŶě 

zinku potlačen eǆpoƌt Đitƌátu a aŶaďolizŵus Đitƌátu je přesŵěƌoǀáŶ na oxidaci v Krebsoǀě 

cyklu a tvorbu ATP, což se ŶegatiǀŶě pƌojeǀí Ŷa ǀiaďilitě speƌŵií (39, 40, 41).  
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2.1.3 GlutaŵiŶolýza 

Glutamin (Gln) je z hlediska metabolismu ďuŶěk ǀýzŶaŵŶá a hlaǀŶě ŶejƌozšířeŶější 

aminokyselina, z kteƌé je aŶapleƌotiĐkǇ sǇŶtetizoǀáŶ α-ketoglutaƌát ;2OG). Dále se Gln podílí 

Ŷa detoǆikaĐi aŵoŶiaku ŵočoǀiŶoǀýŵ ĐǇkleŵ ;podílí se Ŷa ƌegulaĐiͿ, slouží jako pƌekuƌzoƌ 

pro tvorbu dalšíĐh aŵinokyselin, glutathionu a pƌoteiŶů, a také je potřeďŶý pro produkci 

pǇƌiŵidiŶů (42, 43). Dalším jeho ŶespoƌŶýŵ ďeŶefiteŵ je ǀliǀ Ŷa zlepšeŶí iŵuŶitǇ, Đož 

ǀǇužíǀají pƌofesioŶálŶí spoƌtoǀĐi užíǀajíĐí glutaŵiŶ jako doplŶěk stƌaǀǇ (44, 45). 

PřeŵěŶa glutaŵiŶu na 2OG pƌoďíhá dǀoustupňoǀou deaŵiŶaĐí, Ŷa kteƌé se podílí nejprve 

glutaŵiŶáza ;GL“Ϳ přeŵěňujíĐí glutaŵiŶ Ŷa glutaŵát a ŶásledŶě glutaŵát dehǇdƌogeŶáza 

;GDHͿ pƌodukujíĐí 2OG. GDH ŵůže ďýt zastoupeŶa tƌaŶsaŵiŶačŶí ƌeakĐí, katalyzovanou 

glutaŵát-pǇƌuǀát Ŷeďo glutaŵát-oǆalaĐetát tƌaŶsaŵiŶázou (46). VýzŶaŵ této aŶapleƌotiĐké 

dƌáhǇ spočíǀá v její sĐhopŶosti doplŶit Kƌeďsůǀ ĐǇklus o ŵezipƌoduktǇ, kteƌé jsou 

odčeƌpáǀáŶǇ a úzĐe spjatǇ i s pƌodukĐí ATP (47). Tento jev ďǇl pozoƌoǀáŶ ŶejeŶ ǀ pƌaĐujíĐíŵ 

svalu, enterocytech, retikulocytech a lymfocytech (43), potkaŶíĐh fiďƌoďlasteĐh (48), ale 

předeǀšíŵ u mnoha ŶádoƌoǀýĐh ďuŶěk ;Ŷapř. HeLa, HTB-ϭϮϲ, a ŵŶoho dalšíĐh), kteƌé ŵají 

díkǇ ƌǇĐhlé pƌolifeƌaĐi zǀýšeŶé ŶáƌokǇ Ŷa sǇŶtézu ATP (46, 49, 50, 51, 52).  

2.1.3.1 Vliv oŶkogeŶů, tuŵor supresorů a dalšíĐh faktorů Ŷa glutaŵiŶolýzu 

p53 

p53 je tumor-supƌesoƌoǀý pƌoteiŶ geŶu TP53, zŶáŵý tƌaŶskƌipčŶí faktoƌ, kteƌý je zapojeŶ 

v ŵŶoha ďuŶěčŶýĐh fuŶkĐíĐh, zahƌŶujíĐíĐh zastaǀeŶí ďuŶěčŶého ĐǇklu, apoptózu, seŶesĐeŶĐi 

a difeƌeŶĐiaĐi. Může tedǇ ƌeguloǀat v záǀislosti Ŷa staǀu ďuňkǇ expresi geŶů pozitiǀŶě či 

ŶegatiǀŶě. pϱϯ ŵá tedǇ sĐhopŶost selektiǀŶě likvidovat aďŶoƌŵálŶí či stƌesoǀaŶé ďuňkǇ a 

ďƌáŶí tíŵ jejiĐh tƌaŶsfoƌŵaĐi Ŷa Ŷádoƌoǀé ďuňky (53). 
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VýzŶaŵ při glutaŵiŶolýze spočíǀá ǀ jeho oǀliǀŶěŶí GL“. Eǆistují dǀě fosforylaĐí aktiǀoǀaŶé 

izoformy GLS: GLS1 a GLS2 (54). GL“ϭ se podílí Ŷa ďuŶěčŶé pƌolifeƌaĐi, zatíŵĐo GL“Ϯ ďýǀá 

oďǀǇkle spojoǀáŶa s ŶedělíĐíŵi se ďuňkaŵi. GL“Ϯ ďýǀá iŶdukoǀáŶa poŵoĐí pϱϯ jako odpoǀěď 

na ROS a její zǀýšeŶá exprese vede k ƌedukĐi ƌůstu ŶádoƌoǀýĐh ďuŶěk ;Oďƌázek ϭͿ (55). 

NedáǀŶo se oǀšeŵ oďjeǀilǇ důkazǇ o toŵ, že ǀ ďuňkáĐh jateƌŶího kaƌĐiŶoŵu, ǀe kteƌýĐh je 

iŶhiďoǀáŶa GL“Ϯ ĐheŵiĐkýŵi půsoďkǇ ;přesto, že je její hladiŶa Đelkoǀě ŶižšíͿ, doĐhází 

k ǀýzŶaŵŶéŵu sŶížeŶí pƌolifeƌaĐe, způsoďeŶé iŶhiďiĐí ŵTORCϭ (56). 

VǇšší fosfoƌǇlace p53 a apoptóza v DMBA (7,12-dimethylbenz[a]anthracen) (57) 

iŶdukoǀaŶéŵ pƌsŶíŵ kaƌĐiŶoŵu po peroƌálŶí supleŵeŶtaĐi glutaminem ŶazŶačuje ǀliǀ 

glutaŵiŶolýzǇ Ŷa aktiǀitu pϱϯ (58, 59). Tato zǀýšeŶá tuŵoƌ supƌesiǀŶí aktivita p53 je spojena 

i s ǀǇšší eǆpƌesí Đílů pϱϯ: pϮϭWaf1/Cip1
, PTEN, mdm2 a IGF-IR, Đož ǀe spojeŶí s dodáŶíŵ 

glutaŵiŶu ŵůže ǀést k ǀǇšší Đitliǀosti Ŷa Đhemoterapii (60). TǇto pozŶatkǇ tedǇ podpoƌují 

předĐhozí hǇpotézu, kde iŶdukĐe GL“Ϯ koƌeluje s aktivitou pϱϯ, Đož se ǀe ǀýsledku pƌojeǀí 

sŶížeŶou pƌolifeƌaĐí.   

Na dƌuhou stƌaŶu, pϱϯ je potřeďŶý pƌo přežití ŶádoƌoǀýĐh ďuŶěk v ŶízkýĐh koŶĐeŶtƌaĐíĐh 

glutaŵiŶu, tedǇ pƌo adaptaĐi ďuŶěk Ŷa jeho Ŷedostatek. Je zatíŵ doložeŶo, že ǀ tomto 

ŵeĐhaŶizŵu hƌaje ǀýzŶaŵŶou ƌoli fosfatáza ϮA ;dƌáha Bϱϱα-EDD-p53 ), kteƌá aktiǀuje pϱϯ 

(60, 61).  

V současŶé doďě je spojeŶí pϱϯ a glutaŵiŶolýzǇ pƌo sǀou koŶtƌoǀeƌzi jedŶotliǀýĐh důkazů 

stále ŶedořešeŶýŵ téŵateŵ.   

Myc 

)a jakýsi pƌotipól pϱϯ ďǇ se dal poǀažoǀat Myc (c-Myc), tƌaŶskƌipčŶí faktoƌ, kteƌý ďýǀá 

oďǀǇkle deƌeguloǀáŶ ǀ ŶádoƌoǀýĐh ďuňkáĐh. Ve zdƌaǀýĐh ďuňkáĐh je poǀažoǀáŶ za pƌoto-

oŶkogeŶ, kteƌý Ŷapoŵáhá ďuŶěčŶéŵu ƌůstu a pƌolifeƌaĐi (62, 63). Jeho aktiǀita ďýǀá oďǀǇkle 
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také ƌeguloǀáŶa ďuŶěčŶýŵi sigŶálǇ, souǀisejíĐíŵi s ďuŶěčŶýŵ ĐǇkleŵ, a ƌoǀŶěž i eǆteƌŶíŵi 

sigŶálǇ. V nedělíĐíĐh se ďuňkáĐh je MǇĐ ŵálo, oǀšeŵ jakŵile se začŶou ďuňkǇ dělit, dojde 

k  sigŶifikaŶtŶíŵu ŶaǀýšeŶí jeho hladiŶǇ (64), kteƌá iŶdukuje záǀislost ŶádoƌoǀýĐh ďuŶěk Ŷa 

glutaminu, k čeŵuž ǀýzŶaŵŶě přispíǀá pƌáǀě transformace tohoto proto-onkogenu. 

V souvislosti s tíŵto jeǀeŵ se uǀádí, že ŵŶožstǀí GlŶ, kteƌý je utilizoǀáŶ Kƌeďsoǀýŵ ĐǇkleŵ 

přeǀǇšuje ŵŶožstǀí, kteƌé je ǀǇužito pƌo sǇŶtézu dalšíĐh aŵiŶokǇseliŶ a Ŷukleotidů (43, 65, 

66). AďŶoƌŵálŶí ƌegulaĐe MǇĐ tedǇ ǀede k ŶekoŶtƌoloǀaŶé pƌolifeƌaĐi a ŶedostatečŶé 

apoptóze (67).  

)ǀýšeŶá glutaŵiŶolýza souǀisí se zǀýšeŶou eǆpƌesí Đ-Myc (68, 69). )ǀýšeŶá glutaŵiŶolýza, 

kteƌá Ŷapříklad u glioŵoǀýĐh ďuŶěk “Fϭϴϴ Ŷeďo u Pϰϵϯ-ϲ ďuŶěk Buƌkittoǀa lǇŵfoŵu 

koƌeluje se zǀýšeŶou eǆpƌesí MǇĐ, se přeǀážŶě podílí Ŷa doplňoǀáŶí TCA, přičeŵž záƌoǀeň 

doĐhází ke zǀýšeŶé sǇŶtéze GL“ϭ (26, 68). V ďuňkáĐh Buƌkittoǀa lǇŵfoŵu Pϰϵϯ slouží Gln 

pƌokazatelŶě i jako alteƌŶatiǀŶí zdƌoj eŶeƌgie ǀ případě Ŷedostatku glukózǇ (70). Další důkaz 

o ǀýzŶaŵu MǇĐ poskǇtlǇ ďuňkǇ koloƌektálŶího kaƌĐiŶoŵu, v nichž doĐhází při sŶížeŶé eǆpƌesi 

Myc k potlačeŶí glutaŵiŶolýzǇ i glǇkolýzǇ (71). U lidskýĐh ŶeuƌoďlastoŵoǀýĐh ďuŶěk BE-2C a 

KellǇ ďǇlo pƌokázáŶo, že N-MǇĐ ;ǀýzŶaŵŶě aŵplifikoǀaŶý z MYCN pƌáǀě u 

ŶeuƌoďlastoŵoǀýĐh liŶií, ǀýzŶaŵŶý čleŶ ƌodiŶǇ MǇĐͿ ƌeguluje aktiǀitu GL“Ϯ, kteƌá je klíčoǀá 

pƌo jejiĐh ƌůst (72).  

Myc tedǇ ƌeguluje glǇkolýzu i glutaŵiŶolýzu a ǀ současŶé doďě se ukazuje i jako 

zpƌostředkoǀatel akuŵulaĐe oŶkoŵetaďolitu 2HG (73).  

Sirtuiny 

)a ǀýzŶaŵŶé ƌegulačŶí pƌoteiŶǇ jsou poǀažoǀáŶǇ i siƌtuiŶǇ ;“IRTsͿ. “edŵičleŶŶá ƌodiŶa 

těĐhto pƌoteiŶů, ozŶačoǀaŶýĐh obvykle SIRT 1-7, zpƌostředkoǀáǀá přeǀážŶě deaĐetǇlačŶí 

reakce, a podílí se na řadě koŶkƌétŶíĐh ƌegulačŶíĐh ŵeĐhaŶizŵů (74). SIRT 4 a SIRT 6 
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katalǇzují ADP-riďozǇlačŶí ƌeakĐi, jež je součástí posttƌaŶslačŶíĐh ŵodifikaĐí.  ZďǇlé “IRTs 

naproti tomu půsoďí jako deaĐetǇlázǇ (75, 76). JedŶotliǀé pƌoteiŶǇ se ǀǇskǇtují ǀ ƌůzŶýĐh 

koŵpaƌtŵeŶteĐh ďuňkǇ (77). SIRT ϯ, ϰ, ϱ jsou ǀýhƌadŶě ŵitoĐhoŶdƌiálŶí (74). V případě 

glutaŵiŶolýzǇ hƌaje ǀýzŶaŵŶou ƌoli “IRT3 a 4, jejiĐhž půsoďeŶíŵ se inhibuje aktivita GDH 

(69, 74).  

SIRT3 ŵůže také aktivovat IDH2, kteƌá ŵůže katalǇzoǀat stejnou reakci jako IDH3, tedy 

přeŵěŶu isoĐitƌátu Ŷa ϮOG za současŶé pƌodukĐe NADPH. TeŶto jeǀ se oďjeǀuje často ǀe 

spojeŶí s ǀýzkuŵeŵ ǀliǀu  kalorické ƌestƌikĐe a ŵá za Ŷásledek u WT ŵǇší zǀýšeŶou pƌodukĐi 

NADPH a tíŵ pádeŵ i zǀýšeŶou aŶtioǆidačŶí kapaĐitu ŵitoĐhoŶdƌií. SIRT3-defiĐieŶtŶí ŵǇši 

tento efekt postƌádají a doĐhází u nich ŵŶoheŵ dříǀe Ŷapříklad k hluĐhotě. FuŶkčŶí SIRT 3 se 

tedy Ŷepříŵo podílí Ŷa pƌeǀeŶĐi ŶeuƌodegeŶeƌatiǀŶíĐh Đhoƌoď, spojeŶýĐh s poškozeŶýŵi 

Ŷeďo ŶefuŶkčŶíŵi ŵitoĐhoŶdƌieŵi (78). 

mTOR 

Další ŶezaŶedďatelŶý ǀýzŶaŵ glutaŵiŶu spočíǀá ǀ jeho podílu Ŷa ďuŶěčŶé sigŶalizaĐi. 

DuƌáŶ a kol. pƌokázali, že glutaŵinolýza aktivuje mTOR (mammalian target of rapamycin), a 

tíŵ potlačuje autofagii ďuŶěk a záƌoǀeň podpoƌuje jejiĐh ƌůst a pƌolifeƌaĐi (79).  

TOR je seƌiŶe/thƌeoŶiŶe kiŶáza, kteƌá ƌeguluje ďuŶěčŶý ƌůst, ŵetaďolisŵus a stáƌŶutí (80, 

81). Tǀoří dǀa stƌuktuƌŶě a fuŶkčŶě odlišŶé koŵpleǆǇ, ŶazǀaŶé TORCϭ a TORCϮ, u saǀĐů se 

pak odlišují od jiŶýĐh tříd písŵeŶeŵ M:  ŵTORCϭ a ŵTORCϮ. )atíŵĐo ŵTORCϭ je aktiǀoǀáŶ 

ŵŶožstǀíŵ aŵiŶokǇseliŶ, ƌůstoǀýĐh faktoƌů a ATP, ŵTORCϮ je aktiǀoǀáŶ pouze ƌůstoǀýŵi 

faktory. Z aminokyselin je ŶejúčiŶŶějším aktiǀátoƌem mTORC1 leucin. Mechanismus 

půsoďeŶí leuĐiŶu spočíǀá ǀ jeho alosteƌiĐké aktiǀaĐi GDH, Ŷa kteƌou se příŵo ǀáže. LeuĐiŶ tak 

stimuluje deaminaci glutaŵátu a sǇŶtézu 2OG, kteƌý aktiǀuje ŵTORCϭ skƌze pƌolǇl 

hǇdƌoǆǇlázǇ, eŶzǇŵǇ spadajíĐí do ƌodiŶǇ 2OG depeŶdeŶtŶíĐh dioǆǇgeŶáz (82). ŵTORCϭ ŵůže 
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ďýt reguloǀáŶ poŵoĐí GL“Ϯ. Ukazuje se, že aktiǀita této jateƌŶí isofoƌŵǇ GL“, jejíž ǀýzŶaŵ 

v ŶádoƌoǀýĐh ďuňkáĐh ŶeŶí dosud příliš jasŶý, koƌeluje u buŶěk HepGϮ s aktivitou mTORC1 

(56).  Je zŶáŵo, že aktiǀaĐe GDH leuĐiŶeŵ hƌaje klíčoǀou ƌoli ǀ sekreci inzulínu 

paŶkƌeatiĐkýŵi ďeta ďuňkaŵi. Je tedǇ hǇpotetiĐkǇ ŵožŶé, že se ŵTORCϭ také podílí Ŷa 

sekƌeĐi iŶzulíŶu (43).  

mTORC1 se ŶaǀíĐ podílí i Ŷa sǇŶtéze pƌoteiŶů při již zŵiňoǀaŶéŵ ƌůstu a proliferaci ďuŶěk. 

VšeĐhŶǇ tǇto aspektǇ, kteƌé jsou ǀzájeŵŶě pƌopojeŶé s glutaŵiŶolýzou, ƌoǀŶěž ǀǇsǀětlují 

záǀislost ŶádoƌoǀýĐh ďuŶěk Ŷa glutaŵiŶu a předeǀšíŵ fakt, že sǇŶtéza mTORC1 je 

v ŶádoƌoǀýĐh ďuňkáĐh zpƌaǀidla zǀýšeŶá (83).  

“ǇŶtéza glutaŵiŶu poŵoĐí glutaŵiŶ sǇŶtetázǇ z glutaŵátu naopak způsoďí inhibici 

ŵTORCϭ, číŵž zapříčiŶí zǀýšeŶou ŵíƌu ŶepatologiĐké autofagie a tíŵ tedǇ adaptaĐi Ŷa 

Ŷedostatek žiǀiŶ a eŶeƌgie (84).  

HIFϭα 

HIFϭ ďǇl popƌǀé oďjeǀeŶ díkǇ ideŶtifikaĐi HRE ;hǇpoǆia ƌespoŶse eleŵeŶt; ϱ′-RCGTG-ϯ′) ve 

ϯ´enhanceru genu pƌo eƌǇthƌopoetiŶ, kteƌý stiŵuluje pƌolifeƌaĐi eƌǇthƌoĐǇtů a podléhá 

hǇpoǆií řízeŶé tƌaŶskƌipĐi. Hƌaje zásadŶí ƌoli při aŶgiogeŶezi tuŵoƌů a jedŶá se o tƌaŶskƌipčŶí 

faktoƌ, kteƌý je záǀislý Ŷa koŶĐeŶtƌaĐi kǇslíku. HIFϭ se skládá z podjedŶotkǇ α a β (85). 

V hǇpoǆii doĐhází k staďilizaĐi HIFϭα a k jeho translokaci z ĐǇtoplazŵǇ do jádƌa, kde 

dimerizuje s HIFϭβ a ǀzŶiklý HIF koŵpleǆ začíŶá ďýt tƌaŶskƌipčŶě aktiǀŶí (86). HIF komplex 

asociuje s ƌegulačŶíŵi ƌegioŶǇ HRE a ǀáže se Ŷa tƌaŶskƌipčŶí koaktiǀátoƌǇ, přičeŵž stiŵuluje 

genovou expresi ƌůzŶýĐh geŶů (87). Naproti tomu v Ŷoƌŵoǆii se HIFϭα ƌozpadá a Ŷelze ho 

staŶdaƌdŶíŵi metodaŵi ;Ŷapř. western blot) téŵěř detekoǀat  (88). 

HIFϭα se podílí na angiogenezi Ŷa Ŷěkolika úƌoǀŶíĐh. Krom stimulace VEGF (vascular 

endothelial growth factor), kteƌý aktiǀuje pƌolifeƌaĐi eŶdoteliálŶíĐh ďuŶěk (89), je 
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zodpoǀědŶý Ŷapříklad i za ĐéǀŶí ǀazokoŶstƌikĐi či ǀazodilataĐi díkǇ ƌegulaĐi geŶů, pod kteƌé 

spadá pƌáǀě řízeŶí ĐéǀŶího toŶu (90).  

Pƌáǀě aktiǀaĐe VEGF pƌostředŶiĐtǀíŵ HIFϭα ŵůže paƌtiĐipoǀat Ŷa iŶǀaziǀitě ŶádoƌoǀýĐh 

ďuŶěk. PodoďŶý případ ďǇl potǀƌzeŶ u ďuŶěk osteosaƌkoŵu (91) Ŷeďo u ďuŶěk pliĐŶího 

adenokarcinomu (92). V eǆpeƌiŵeŶtu, kde ďǇlǇ iŵuŶodefiĐieŶtŶíŵ ŵǇšíŵ tƌaŶsplaŶtoǀáŶǇ 

ďuňkǇ se staďilŶí eǆpƌesí HIFϭα, doĐházelo u těĐhto eǆpeƌiŵeŶtálŶíĐh zǀířat k ǀǇšší pƌolifeƌaĐi 

a ƌǇĐhlejšíŵu ƌůstu Ŷádoƌu (93). HIFϭα u ďuŶěk kaƌĐiŶoŵu tlustého střeǀa HCTϭϭϲ aktiǀuje 

expresi řady geŶů, ǀčetŶě ƌůstoǀýĐh faktoƌů, Ŷapř. TGFα ;tƌaŶsfoƌŵiŶg gƌoǁth faĐtoƌ αͿ; 

Ŷeďo u ďuŶěčŶé liŶie ŵǇšíĐh fiďƌoďlastů MEF ƌůstoǀý faktoƌ IGFϮ ;insuline-like growth factor 

2). 

Je zŶáŵo, že HIFϭα hƌaje ǀýzŶaŵŶou ƌoli i při saŵotŶé pƌolifeƌaĐi ŶádoƌoǀýĐh ďuŶěk, ale 

poĐhopitelŶě i ŶeŶádoƌoǀýĐh ďuŶěk ŶejeŶ ĐéǀŶího epitelu. HIFϭα také aktiǀuje dƌáhǇ 

podílejíĐí se Ŷa pƌolifeƌaĐi, jako jsou MAPK a PI3K (94). 

HIFϭα je pƌo ƌegulaĐi glǇkolýzy i glutaŵiŶolýzǇ zásadŶí. Na stiŵulaĐi přeŵěŶǇ glutaŵiŶu 

Ŷa ϮOG se HIFϭα podílí stejŶou ŵěƌou jako Ŷa glǇkolýze (95) ;Oďƌázek ϭͿ. V ŶáǀazŶosti lze 

tedǇ říĐt, že hǇpoǆie posuŶe ŵetaďolisŵus glutaŵiŶu z oǆidaĐe sŵěƌeŵ Ŷa ƌeduktiǀŶí 

kaƌďoǆǇlaĐi ;RKͿ. TeŶto feŶoŵéŶ ďǇl potǀƌzeŶ Ŷapříklad Ŷa ďuňkáĐh koloƌektálŶího 

karcinomu KRO, karcinomu pankreatu MiaPaca2 (96), glioblastomu SF188 (97) Ŷeďo pƌsŶího 

karcinomu HTB126 (52).   

HIFϭα je aktiǀoǀáŶ, ŵiŵo jiŶé, i zǀýšeŶou produkĐí RO“. TeŶto jeǀ je zŶáŵý Ŷapříklad u 

glioďlastoŵoǀýĐh ďuŶěk ŵajíĐí dǇsfuŶkčŶí ŵitoĐhoŶdƌie (98) Ŷeďo u fiďƌoďlastů paĐieŶtů 

s Leighoǀou ŵutaĐí, jež ŵají ŵitoĐhoŶdƌie ŶekoŵpeteŶtŶí k OXPHOS (99). HIFϭα se 

ǀýzŶaŵŶě podílí Ŷa adaptaĐi ďuŶěk Ŷa toto pƌostředí, jelikož zapíŶá aktiǀitu AMPK, kteƌá 

spouští aŶtioǆidačŶí ŵeĐhaŶisŵǇ (100). 
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Oďrázek 1 RegulačŶí ŵeĐhaŶisŵǇ spojeŶé s Kƌeďsoǀýŵ ĐǇkleŵ a glutaŵiŶolýzou. Vliǀ pƌoteiŶů pϱϯ, ŵTORCϭ a 
HIFϭα Ŷa eŶzǇŵǇ aŶapleƌotiĐkýĐh dƌah ;glutaŵiŶáza Ϯ ;GL“ϮͿ, glutaŵátdehǇdƌogeŶáza (GDH), 

pǇƌuǀátdehǇdƌogeŶáza ;PDHͿͿ Kƌeďsoǀa ĐǇklu, a ǀliǀ Đ-ŵǇĐ Ŷa glutaŵiŶoǀé tƌaŶspoƌtéƌǇ A“CTϮ a “NϮ.  
 

2.1.4 IsoĐitrátdehǇdrogeŶáza 

EukaƌǇotiĐký geŶoŵ oďsahuje tři geŶǇ IsoĐitƌátdehǇdƌogeŶázǇ ;IDH1-3). IDHϯ geŶ kóduje 

NAD+ depeŶdeŶtŶí oktaŵeƌ ;ϰα, Ϯβ a Ϯγ podjedŶotkǇͿ, ǀǇskǇtujíĐí se ǀ ŵitoĐhoŶdƌiálŶí 

ŵatƌiǆ, kteƌý katalǇzuje ƌeakĐi Kƌeďsoǀa ĐǇklu – iƌeǀeƌziďilŶí oǆidatiǀŶí dekaƌďoǆǇlaĐi 

isoĐitƌátu. Jako kofaktoƌ IDHϯ slouží dǀojŵoĐŶé katioŶtǇ MŶ2+
 a Mg

2+. EŶzǇŵ je pozitiǀŶě 

alosteƌiĐkǇ ƌeguloǀáŶ Ca2+
, ADP a Đitƌáteŵ a ŶegatiǀŶě ATP, NADH a NADPH (101). 

VšeĐhŶǇ isofoƌŵǇ se od seďe ǀíĐe či ŵéŶě liší, a to ŶejeŶ suďstƌátǇ, koeŶzǇŵǇ, ale i 

lokalizaĐí ǀ ďuňĐe. NavíĐ isofoƌŵǇ IDHϭ a Ϯ stƌuktuƌŶě aŶi geŶetiĐkǇ Ŷesouǀisí s isoformou 3 

(101).  

2.1.4.1 IsoĐitrátdehǇdrogeŶáza ϭ  

IDH1 geŶ kóduje NADP+ depeŶdeŶtŶí eŶzǇŵ, kteƌý se ǀǇskǇtuje ǀ cytosolu a 

v peroxisomech (102). IDH1 isoforma tedǇ ŵůže přispíǀat k pƌodukĐi ĐǇtosoliĐkého NADPH, 



28 

 

díkǇ přeŵěŶě isoĐitƌátu Ŷa 2OG. Tato ƌeakĐe ǀšak Ŷeŵusí ďýt ǀ ŶádoƌoǀýĐh ďuňkáĐh ŶutŶě 

iƌeǀeƌziďilŶí, Ŷeďoť IDHϭ se podílí i Ŷa RK, jejíž pƌůďěh je podŵíŶěŶ dostatkeŵ NADPH (103). 

“ŵěƌ ƌeakĐe záǀisí Ŷa okolŶíŵ pƌostředí ďuňkǇ. )Ŷáŵýŵ aktiǀátoƌeŵ ƌeǀeƌzŶí dƌáhǇ je 

HIFϭα, respektive hypoxické pƌostředí (85). Dále ďǇlo oďjeǀeŶo, že ŵůže katalǇzoǀat i 

sǇŶtézu ϮHG, ƌoǀŶěž za spotřeďǇ NADPH a pƌodukĐe NADP+ (104).  

2.1.4.2 IsoĐitrátdehǇdrogeŶáza Ϯ 

JedŶá se ŵitoĐhoŶdƌiálŶí eŶzǇŵ, kteƌý je NADP+ depeŶdeŶtŶí. “tejŶě jako IDHϭ ŵůže 

produkovat NADPH a katalyzovat reakci Krebsova cyklu – přeŵěŶu isoĐitƌátu na  2OG. Tento 

eŶzǇŵ je ǀýzŶaŵŶý pƌo Ŷádoƌoǀé ďuňkǇ, kde katalyzuje RK a sǇŶtézu 2HG (105). “tejŶě jako 

u IDHϭ, i zde platí, že ŵutaĐe jediŶého kodonu (ǀ případě IDHϮ R ϭϰϬ Ŷeďo R ϭϳϮͿ způsoďí 

ŵŶohoŶásoďŶě ǀǇšší pƌodukĐi 2HG (106). TǇto ŵutaĐe, ǀčetŶě R ϭϯϮ mutace u IDH1, byly 

ŶalezeŶǇ ŵaƌkaŶtŶě u Ϯ. a ϯ. stádia glioŵoǀýĐh ďuŶěk (107) a u akutŶí ŵǇeloidŶí leukéŵie 

(AML) (108). MéŶě fƌekǀeŶtoǀaŶé jsou tǇto ŵutaĐe u pƌiŵáƌŶíĐh glioďlastoŵů a dalšíĐh tǇpů 

ŶádoƌoǀýĐh ŶeŵoĐí (109). 2HG slouží jako ǀýzŶaŵŶý ďiologiĐký ŵaƌkeƌ ǀ séƌu paĐieŶtů 

tƌpíĐíĐh AML a jeho ǀǇsoký oďsah tak předstaǀuje jasŶý ukazatel tohoto oŶeŵoĐŶěŶí, již 

v ƌaŶéŵ stádiu této ŶeŵoĐi, Ŷeďoť je pƌodukoǀáŶ tƌaŶsfoƌŵoǀaŶýŵi ďuňkaŵi příŵo ǀ krvi 

(110).  

Další ŶezaŶedďatelŶý ǀýzŶaŵ IDHϮ spočíǀá ǀ její sĐhopŶosti oǀliǀŶit ƌedoǆŶí ƌoǀŶoǀáhu 

ŶádoƌoǀýĐh ďuŶěk, pƌáǀě díkǇ záǀislosti RK na NADPH a oǆidatiǀŶí dekaƌďoǆǇlaĐe Ŷa NADP+.  

2.1.4.3 IsoĐitrátdehǇdrogeŶáza ϯ 

PodoďŶě jako IDHϮ se teŶto eŶzǇŵ ǀǇskǇtuje ǀ ŵitoĐhoŶdƌiíĐh, ale Ŷijak Ŷepřispíǀá 

k produkci NADPH. Má ǀšak ŶezaŶedďatelŶý ǀliǀ Ŷa ďioeŶeƌgetiku díkǇ produkci NADH, 
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ǀzŶikajíĐíŵu ǀ Kƌeďsoǀě ĐǇklu, a ŶásledŶé přeŵěŶě tohoto ƌedukčŶího ekǀiǀaleŶtu Ŷa eŶeƌgii 

v ƌespiƌačŶíŵ řetězĐi (111).  

2.1.5 ReduktivŶí karďoǆǇlaĐe ŶádorovýĐh ďuŶěk 

RK je ƌeǀeƌzŶí dƌáha Kƌeďsoǀa ĐǇklu, kteƌá se podílí Ŷa tǀoƌďě pƌekuƌzoƌů potřeďŶýĐh pƌo 

pƌolifeƌaĐi ŶádoƌoǀýĐh ďuŶěk. Tato reakce je katalyzována eŶzǇŵeŵ IDHϮ, kteƌá z 2OG 

ǀǇtǀáří isoĐitƌát ƌeduktiǀŶě  (112). VýzŶaŵŶou aŶapleƌotiĐkou dƌáhou této ƌeakĐe je 

glutaŵiŶolýza, jež pƌodukuje pƌáǀě ϮOG, kteƌý je ƌeǀeƌzŶě utilizoǀáŶ Ŷa isoĐitƌát, a dále 

zpětŶou akoŶitázoǀou ƌeakĐí Ŷa Đitƌát, kteƌý ŵůže ďýt dále eǆpoƌtoǀáŶ do ĐǇtosolu, a poŵoĐí 

ATP:Đitƌát lǇasǇ přeŵěŶěŶ Ŷa acetyl-CoA a oǆalaĐetát, popřípadě ŵůže ďýt Đitƌát poŵoĐí 

ĐǇtosoliĐké IDHϭ zase oǆidoǀáŶ Ŷa 2OG. Acetyl-CoA pak dále slouží jako prekurzor pro tvorbu 

lipidů. OǆalaĐetát ŵůže ďýt dále přeŵěŶěŶ Ŷa ŵalát, kteƌý je dále ŵetaďolizoǀáŶ 

(51)(Obrázek 2).  

OďeĐŶě lze říĐt, že funkce IDH2 uŵožňuje ǀzŶik ŵetaďolitu Đitƌátu, potažŵo ŵastŶýĐh 

kyselin z glutaŵiŶu, číŵž podpoƌuje ƌůst ƌakoǀiŶŶýĐh ďuŶěk i ǀ ŶepřítoŵŶosti glukózǇ, či při 

hypoxii (113). PoĐhopitelŶě ŵíƌa hypoxie, respektive aŶgiogeŶeze a ǀaskulaƌizaĐe se liší dle 

dƌuhu Ŷádoƌu (114).  

BuňkǇ, kteƌé aktiǀují dƌáhu RK, získáǀají pƌoto ǀýhodu opƌoti ďuňkáŵ s ŶeaktiǀŶí RK. NeŶí 

zatíŵ zcela jasŶé, jakýŵ způsoďeŵ kaƌĐiŶogeŶeze iŶdukuje RK. 
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Také se ukázalo, že aŶapleƌotiĐký ϮOG je u ĐǇďƌidů CYTB ϭϰϯB a při FH defiĐieŶĐi zpƌaĐoǀáǀáŶ 

i oǆidatiǀŶě, ďǇť ǀ ŵeŶší ŵíře, tƌadičŶí Đestou ǀ Kƌeďsoǀě ĐǇklu (112).  

Ke zǀýšeŶé RK a glutaŵiŶolýze pak doĐházelo i v hypoxii, kdǇ je potlačeŶ ƌespiƌačŶí 

řetězeĐ (97). V důsledku hǇpoǆie a iŶhiďiĐe eŶzǇŵů Kƌeďsoǀa ĐǇklu doĐhází k inhibici pǇƌuǀát 

dehǇdƌogeŶázǇ ;PDH), proto se logicky předpokládá zŶačŶá ƌestƌikĐe toku pǇƌuǀátu do 

mitochoŶdƌií. Aǀšak zajíŵaǀý Ŷález u ďuŶěk “Fϭϴϴ ukázal, že i při dǀojŶásoďŶéŵ Ŷáƌůstu 

pƌodukĐe laktátu ďǇl pokles ďuŶěčŶého Đitƌátu pouze Ϯϱ% ǀzhledeŵ k Ŷoƌŵoǆii, Đitƌát tedǇ 

ŵusí ďýt koŵpeŶzoǀáŶ Ŷezáǀislou dƌáhou (97). PodoďŶě, jako v případě ŵitoĐhoŶdƌiálŶí 

poruchy, i v hypoxii je ŵajoƌitŶí ŵŶožstǀí Đitƌátu sǇŶtetizoǀáŶo ƌeduktiǀŶě z ϮOG Ŷa ƌozdíl od 

pƌostředí normoxie, kde je hlaǀŶíŵ zdrojem Đitƌátu glukóza (97). )dá se tedǇ, že k aktivaci RK 

doĐhází při potlačeŶí ŵitoĐhoŶdƌiálŶí oǆidaĐe ;hǇpoǆie či poškozeŶíͿ, a slouží k udƌžeŶí 

hladiŶǇ Đitƌátu pƌo podpoƌu pƌolifeƌaĐe ǀ podŵíŶkáĐh se sŶížeŶou ŵožŶostí oǆidaĐe 

suďstƌátu.  

Dále ďǇla RK pƌokázáŶa i ǀ ďuňkáĐh RCC karcinomu ledvin s ŵutaĐí von Hippel Lindau 

tumor supƌesoƌoǀého proteinu (pVHL; the von Hippel Lindau tumour suppressor protein), ve 

kteƌýĐh je ĐhƌoŶiĐkǇ aktiǀoǀaŶý HIFϭα ;tedǇ i zǀýšeŶá aktivita LDH a sŶížeŶá aktiǀita PDHͿ. 

RCC tedy ǀǇkazují ŵolekuláƌŶí ĐhaƌakteƌistikǇ hǇpoǆiĐkýĐh ďuŶěk (116). 

Výzkuŵ lidskýĐh fibroblastů izoloǀaŶýĐh z předkožkǇ ƌoǀŶěž pƌokázal eǆisteŶĐi RK a 

záƌoǀeň jí přiřazuje fuŶkĐi jakéhosi NADPH přeŶašeče ;shuttleͿ. NADPH při RK ƌedukuje 2OG 

na isoĐitƌát, ŶásledŶě Đitƌát, jeŶž je dále eǆpoƌtoǀán do cytosolu, kde ŵůže ďýt díkǇ IDHϭ 

zpětŶě oǆidoǀáŶ Ŷa 2OG za ǀzŶiku ĐǇtosoliĐkého NADPH (117). Jelikož ƌedukčŶí ekǀiǀaleŶtǇ 

ŶepƌoĐházejí snadno skƌze ŵeŵďƌáŶǇ, jedŶá se o další způsoď ŵezikoŵpaƌtŵeŶtoǀé 

transhydrogenace. 
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PodŵíŶkou RK je tedy jednak přítoŵŶost IDHϮ, dále takzǀaŶý „přeƌušeŶý͞ Kƌeďsůǀ ĐǇklus 

(truncated; ozŶačuje se jíŵ ƌeǀeƌzŶí dƌáha ϮOG – isoĐitƌát – ĐitƌátͿ a dostupŶost suďstƌátů. 

Někteƌé pƌáĐe skutečŶě uǀádějí, že Ŷízký poŵěƌ Đitƌát/ϮOG je stěžejŶí pƌo pƌůďěh ƌeduktiǀŶí 

kaƌďoǆǇlaĐe ǀ ŵitoĐhoŶdƌiích (116). EnzymatiĐká aŶalýza ĐǇtosoliĐké IDHϭ vykazuje inhibici 

RK isoĐitƌáteŵ (103). RK se tedǇ uplatňuje v přítoŵŶosti fuŶkčŶí glutaŵiŶolýzǇ a Ŷízké 

produkce Đitƌátu ĐitƌátsǇŶtázou ;či ƌǇĐhlý eǆpoƌt Đitƌátu z ŵitoĐhoŶdƌiíͿ, tedǇ ǀ podŵíŶkáĐh 

ǀe kteƌýĐh ďǇla RK skutečŶě potǀƌzeŶa ;hǇpoǆie, aktiǀaĐe HIFϭα, defekt oǆidatiǀŶí 

forforylace, sǇŶtéza lipidůͿ. ReakĐe akoŶitázǇ je ƌeǀeƌziďilŶí a v saǀčíĐh ďuňkáĐh při 

ustáleŶéŵ staǀu udƌžuje Ŷezáǀisle Ŷa koŶĐeŶtƌaĐi Đitƌátu ƌoǀŶoǀáhu Đitƌát/isoĐitƌát ǀ poŵěƌu 

10-11:1 (118).  

Dalšíŵ faktoƌeŵ pƌo pƌůďěh ŵitoĐhoŶdƌiálŶí RK je dostupŶost NADPH, sŵěƌ ƌeakĐe IDHϮ 

je daŶý afiŶitou k NADPH ;Kŵ pƌo NADPH je Ŷižší Ŷež k NADP) (119) a přítoŵŶostí suďstƌátu, 

potažŵo eŶzǇŵů paƌtiĐipujíĐíĐh Ŷa RK. )áƌoǀeň eǆisteŶĐe RK, či její zǀýšeŶá ŵíƌa, ŵůže 

ovlivnit jak v cytosolu, tak v ŵitoĐhoŶdƌiíĐh NADPH hoŵeostázu a ƌedoǆŶí ƌoǀŶoǀáhu 

v ďuňĐe spojenou s oǆidačŶíŵ stƌeseŵ (120).  

Při hledáŶí příčiŶǇ akuŵulaĐe doǁŶstƌeaŵ iŶteƌŵediátů Kƌeďsoǀa ĐǇklu autoři zjistili, že 

sileŶĐiŶg ϮOGDH ƌoǀŶěž ŶegatiǀŶě oǀliǀňuje ƌeduktiǀŶí kaƌďoǆǇlaĐi, Đož je paƌadoǆŶí. Oǀšeŵ 

hlaǀŶí příčiŶou je zde oŵezeŶí pƌodukĐe NADH, kteƌý je dále suďstƌáteŵ pƌo nikotinamid 

Ŷukleotid tƌaŶshǇdƌogeŶázu (NNT; viz. Kapitola 2.1.6) ǀ ƌeakĐi pƌodukujíĐí NADPH. 

Dostupnost NADPH v ŵitoĐhoŶdƌiíĐh je tedǇ důležitý a klíčoǀý faktoƌ pƌo fuŶgoǀáŶí RK. 

ReduktiǀŶí kaƌďoǆǇlaĐe je od ƌoku ϮϬϬϴ zajíŵaǀýŵ Đíleŵ ǀýzkuŵu u ƌakoǀiŶŶýĐh ďuŶěk, 

pƌotože tǇto často pƌoĐházejí hǇpoǆií, aktiǀaĐí HIF, či poƌuĐhou ŵitoĐhoŶdƌiálŶí oǆidaĐe, a 

jsou tedy v jistéŵ sŵǇslu záǀislé Ŷa fuŶgoǀáŶí ƌeduktiǀŶí kaƌďoǆǇlaĐe a ŵetaďolisŵu 

glutaŵiŶu. Pokud ƌeduktiǀŶí kaƌďoǆǇlaĐe skutečŶě podpoƌuje pƌolifeƌaĐi ǀ ŶěkteƌýĐh 
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ƌakoǀiŶŶýĐh ďuňkáĐh, je tato dƌáha zajíŵaǀýŵ Đíleŵ, pƌotože její ĐíleŶou iŶhiďiĐí ďǇ ďǇlo 

ŵožŶé potlačit ƌůst ƌakoǀiŶŶýĐh ďuŶěk. Výzkuŵ ǀe spojitosti s RK se dŶes uďíƌá sŵěƌeŵ k 

ǀýzkuŵu pƌodukĐe 2HG poŵoĐí IDH2 ;Oďƌázek ϯͿ. Výzkuŵ ŵeĐhaŶisŵu a základŶíĐh 

podŵíŶek pƌo ƌeduktiǀŶí kaƌďoǆǇlaĐi a její důsledkǇ pƌo ŵitoĐhoŶdƌiálŶí ŵetaďolisŵus je ale 

stále ŶutŶo dokonale objasnit, zejŵéŶa pƌoǀést kvantifikaci RK v ƌůzŶýĐh tǇpeĐh ƌakoǀiŶŶýĐh 

ďuŶěk, a v poƌoǀŶáŶí s ŶeƌakoǀiŶŶou tkáŶí. 

 

Oďrázek 3 “Đhéŵa ƌeduktiǀŶí kaƌďoǆǇlaĐe ;RKͿ a glutaŵiŶolýzǇ. GlutaŵiŶ je ǀ ŵitoĐhoŶdƌii přeŵěŶěŶ 
glutaminázou Ŷa glutaŵát, dále tƌaŶsaŵiŶačŶí ƌeakĐí Ŷeďo glutaŵátdehǇdƌogeŶázoǀou ƌeakĐí Ŷa α-

ketoglutaƌát, kteƌý ŵůže ďýt utilizoǀáŶ ǀ ŶoƌŵálŶíŵ Kƌeďsoǀě ĐǇklu ;šedé šipkǇͿ Ŷeďo dƌáhou RK ;čeƌǀeŶé 
šipkǇͿ. VzŶiklý Đitƌát pak ŵůže ďýt eǆpoƌtoǀáŶ do ĐǇtosolu, kde slouží jako pƌekuƌzoƌ sǇŶtézǇ ŵastŶýĐh kǇseliŶ 
;FAsͿ Ŷeďo ŵůže ďýt ƌeakĐí, katalǇzoǀaŶou jaďlečŶýŵ eŶzǇŵeŵ ;MEͿ přeŵěŶěŶ Ŷa pǇƌuǀát ;pǇƌͿ, kteƌý se 
ŵůže ǀƌátit do ŵitoĐhoŶdƌie Ŷeďo přeŵěŶit Ŷa laktát. RK tak ŵůže ǀýzŶaŵŶě přispět k hospodařeŶí 
s ƌedukčŶíŵi ekvivalenty (NADPH).  
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2.1.6 NADPH metabolismus  

2.1.6.1 RedukčŶí ekvivaleŶtǇ 

)a dǀa Ŷejdůležitější ƌedukčŶí ekǀiǀaleŶtǇ se poǀažují ŶikotiŶaŵid adeŶiŶ diŶukleotid 

;NAD+Ϳ a ŶikotiŶaŵid adeŶiŶ diŶukleotid fosfát ;NADP+Ϳ. Oďě tǇto ŵolekulǇ jsou pƌo ďuňku 

důležité, jejiĐh ǀýzŶaŵ spočíǀá v udƌžeŶí ƌedoǆŶí ƌoǀŶoǀáhǇ ǀ ďuňĐe, pƌodukĐi ATP, přeŶosu 

sigŶálu a dalšíĐh oǆidoƌedukčŶíĐh ƌeakĐíĐh, díkǇ ŵožŶosti přeŶosu elektƌoŶu, dopƌoǀázeŶého 

tƌaŶslokaĐí ǀodíku. Je potřeďa si uǀědoŵit, že jak NAD+/NADH, tak NADP+/NADPH jsou 

v ďuňĐe stƌiktŶě uzaǀřeŶǇ ǀ jedŶotliǀýĐh koŵpaƌtŵeŶteĐh (121).  

BuŶěčŶá koŵpaƌtŵeŶtalizaĐe sǇŶtézǇ ƌedukčŶíĐh ekǀiǀaleŶtů (NAD/NADH a 

NADP/NADPH) je otázkou deďat, jelikož mitochondrie jsou pƌo NAD+ a NADP+ ŶepƌopustŶé. 

Dosud ŶeŶí koŵpletŶě zŶáŵo, kteƌé eŶzǇŵǇ ďiosǇŶtézǇ NAD+ jsou přítoŵŶǇ 

v ŵitoĐhoŶdƌiíĐh a kteƌé Ŷe, či Ŷa úƌoǀŶi kteƌýĐh pƌekuƌzoƌů pƌoďíhá tƌaŶspoƌt do 

ŵitoĐhoŶdƌiálŶí ŵatƌiǆ.  “tudie Nikifoƌoǀa et al. z roku ϮϬϭϭ ukazuje, že pƌekuƌzoƌeŵ 

ŵitoĐhoŶdƌiálŶího NAD+ je ŶikotiŶaŵid ŵoŶoŶukleotid ;NMNͿ ;či jiŶé doǁŶstƌeaŵ deƌiǀátǇ, 

např. ŶikotiŶaŵid ƌiďozid ;NRͿ ǀ případě, že ŵůže ďýt ǀ ĐǇtosolu fosfoƌǇloǀáŶ Ŷa NMNͿ. TeŶ 

je tƌaŶspoƌtoǀáŶ do ŵitoĐhoŶdƌií, kde je sǇŶtetizoǀáŶo NAD+ eŶzǇŵeŵ nikotinamid 

nukleotid adenylyl tƌaŶsfeƌázou 3 (NMNAT3) (122). JedŶotliǀé ďuŶěčŶé tǇpǇ se ǀǇzŶačují 

ƌůzŶýŵ zastoupeŶíŵ jedŶotliǀýĐh eŶzǇŵů ďiosǇŶtézǇ NAD+, Ŷapř. ďuŶěčŶá liŶie HepGϮ 

Ŷeŵůže ǀǇužít jako pƌekuƌzoƌ NAD kǇseliŶu ŶikotiŶoǀou ;NAͿ, pƌotože ǀ ĐǇtosolu ĐhǇďí 

enzym ŶikotiŶaŵid fosfoƌǇďosǇltƌaŶsfeƌáza (NAPRT). Na druhou stranu, iŶhiďiĐí tohoto 

enzymu v jiŶéŵ tǇpu ŶádoƌoǀýĐh ďuŶěk dojde k jejiĐh apoptóze (123).  

DƌáhǇ pƌodukujíĐí ĐǇtosoliĐké NADPH jsou peŶtozoǀý ĐǇklus a ŵalátdehǇdƌogeŶáza 1 

(Malic enzyme, ME1) (124, 125). MitochondriálŶí ƌeakĐe a dƌáhǇ zahƌŶujíĐí sǇŶtézu NADPH, 

vyjma IDH2, jsou shrnuty v této kapitole.  
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2.1.6.2 MitoĐhoŶdriálŶí jedŶouhlíkový ĐǇklus 

Mezi dalšíŵi aŵiŶokǇseliŶaŵi, kteƌé ǀýzŶaŵŶě přispíǀají k přežití ƌakoǀiŶŶýĐh ďuŶěk 

v kultuře či in vivo ďǇlǇ kƌoŵě glutaŵiŶu ideŶtifikoǀáŶǇ také seƌiŶ a glǇĐiŶ ;ŵetaďolisŵus 

aƌgiŶiŶu, alaŶiŶu, aspaƌagiŶu a dalšíĐh Ŷejsou pƌo tuto pƌáĐi ƌeleǀaŶtŶíͿ, zejŵéŶa ǀe 

spojitosti s pƌodukĐí eŶeƌgie a ƌedukčŶíĐh ekǀiǀaleŶtů. “eƌiŶolýza je ŵetaďoliĐká dƌáha 

ǀǇužíǀajíĐí pƌekuƌzoƌǇ z glǇkolýzǇ; při poklesu ǀŶitƌoďuŶěčŶé koncentrace serinu je 

iŶhiďoǀána PKMϮ ;zǀýšeŶý iŶtƌaĐeluláƌŶí seƌiŶ PKMϮ aktiǀujeͿ, kteƌá způsoďí akuŵulaĐi 

glǇkolǇtiĐkýĐh iŶteƌŵediátů ǀčetŶě ϯ-fosfoglǇĐeƌátu, pƌekuƌzoƌu seƌiŶu (126). Serin je potom 

ǀǇužíǀáŶ k ďiosǇŶtéze pƌoteiŶů ale i ke kataďolisŵu, přičeŵž degƌadaĐe seƌiŶu je 

katalǇzoǀaŶá eŶzǇŵem seƌiŶ hǇdƌoǆǇŵethǇltƌaŶsfeƌázou (SHMT), která přeŶáší methylovou 

skupiŶu ze seƌiŶu Ŷa tetƌahǇdƌofolát ;THFͿ za ǀzŶiku glǇĐiŶu a ŵethǇleŶ-THF. 

MitoĐhoŶdƌiálŶí isofoƌŵa “HMT, “HMTϮ, je Ŷa ƌozdíl od ĐǇtosoliĐké isofoƌŵǇ “HMTϭ 

exprimováŶa ǀe zǀýšeŶé ŵíře v ƌakoǀiŶŶýĐh ďuňkáĐh a ǀ hǇpoǆii, a to ǀliǀeŵ půsoďeŶí 

HIF1α, aǀšak pouze ǀ ďuňkáĐh, ǀe kteƌýĐh je ǀíĐe eǆpƌiŵoǀaŶý onkogen Myc (127). Do dŶešŶí 

doby byla otázkou saŵotŶá koŵpaƌtŵeŶtalizaĐe a sŵěƌ ƌeakĐí “HMT ǀzhledeŵ k zastoupeŶí 

eŶzǇŵů ǀ ŵitoĐhoŶdƌiíĐh i ĐǇtosolu.  

KoŶǀeƌze seƌiŶu Ŷa glǇĐiŶ pƌoďíhá pƌiŵáƌŶě ǀ ŵitoĐhoŶdƌiíĐh (128): autoři ǀǇužili pƌodukĐi 

2HG jako ƌepoƌtéƌu tƌaŶsfeƌu hǇdƌidoǀého ioŶtu z NADPH na 2HG v tƌaŶsgeŶŶíĐh ďuňkáĐh 

nesouĐíĐh ŵutaŶtǇ IDHϮ a IDHϭ. DíkǇ izotopiĐkǇ zŶačeŶé glukóze ;ϯ-
2
D glukózaͿ pƌokázali, že 

NADPH ǀzŶiká ǀ ĐǇtosolu ƌedukĐí NADP+ ǀodíkeŵ poĐházejíĐíŵ z glukózǇ, ƌesp. z glukóza ϲ-

fosfátu a ϲ-fosfoglukoŶátu (6-fosfoglukoŶátdehǇdƌogeŶázaͿ ǀ oǆidačŶí peŶtózo-fosfátoǀé 

dƌáze. Tato dƌáha redukce NADPH se ǀǇskǇtoǀala přeǀážŶě ǀ ďuňkáĐh s ŵutaĐí IDHϭ, zatíŵĐo 

u ďuŶěk s ŵutoǀaŶou IDHϮ došlo k iŶkoƌpoƌaĐi hǇdƌidoǀého aŶioŶtu H- do 2HG pouze za 

předpokladu, že došlo k translokaci H- poŵoĐí NNT z ĐǇtozoliĐkého NADH do 
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ŵitoĐhoŶdƌiálŶího NADPH ;ǀǇužili ϰ-
2
DglukózuͿ. RoǀŶěž doložili, že ǀ reakci konverze serinu 

na glycin v ŵitoĐhoŶdƌiíĐh ǀzŶiká ŵethǇleŶ-THF.  

Methylen-THF ǀǇstupuje ǀ ŵitoĐhoŶdƌiíĐh či ĐǇtosolu jako doŶoƌ uhlíku ǀ tzǀ. 

jedŶouhlíkoǀéŵ ĐǇklu ;oŶe-carbon cycle, tetƌahǇdƌofolate pathǁaǇͿ pƌodukujíĐího foƌŵiát a 

10-formyl-THF, pƌekuƌzoƌ ǀ sǇŶtéze puƌiŶů; tedǇ ŵethǇleŶ-THF je ƌegeŶeƌoǀáŶ eŶzǇŵǇ 

methǇleŶtetƌahǇdƌofolátdehǇdƌogeŶázǇ ;MTHFD, ŵitoĐhoŶdƌiálŶí isofoƌŵa Ϯ a ĐǇtosoliĐká 

isofoƌŵa ϭͿ za ǀzŶiku NADPH, kteƌé je dále ǀǇužíǀáŶo Ŷapř. IDHϮ.  “eƌiŶolýza a zǀýšeŶá 

exprese “HMTϮ ǀe spojeŶí s  ŵitoĐhoŶdƌiálŶíŵ jedŶouhlíkoǀýŵ ĐǇkleŵ tedǇ podpoƌuje 

tǀoƌďu ŵitoĐhoŶdƌiálŶího NADPH, potažŵo aŶtioǆidačŶí oďƌaŶu a ƌeduktiǀŶí ƌeakĐe (127). 

GlǇĐiŶ ǀzŶikajíĐí ƌeakĐí “HMTϮ je ŵetaďolizoǀáŶ glǇĐiŶdehǇdƌogeŶázou ;GLDC) na CO2 za 

ǀzŶiku další jedŶouhlíkoǀé jedŶotkǇ reoxidoǀaŶé MTHFD2 (129).  

Toto téŵa je ǀ šiƌšíŵ koŶteǆtu zpƌaĐoǀáŶo ǀe studii (130), kteƌá předkládá otázku ǀǇužití a 

sĐhopŶosti ǀzájeŵŶě koŵpeŶzoǀat seƌiŶ a glǇĐiŶ ǀ pƌolifeƌaĐi ƌakoǀiŶŶýĐh ďuŶěk. “aŵotŶý 

seƌiŶ ǀ ŵédiu, Ŷe glǇĐiŶ, je sĐhopŶý zaĐhoǀat iŶtaktŶí pƌolifeƌaĐi. “eƌiŶ tƌaŶspoƌtoǀaŶý do 

buněk je koŶǀeƌtoǀáŶ Ŷa glǇĐiŶ, kdežto při opačŶé ƌeakĐi se koŶzuŵuje ŵethǇleŶ-THF a 

soutěží tíŵ o suďstƌát se sǇŶtézou puƌiŶů. “eƌiŶ saŵotŶý je dostačujíĐí pƌo zajištěŶí glǇĐiŶu i 

jedŶouhlíkoǀýĐh jedŶotek, kteƌé ǀzŶikají pƌáǀě dekaƌďoǆǇlaĐí glǇĐiŶu díkǇ GLDC, za současŶé 

produkce methylen-THF (129). Tyto studie Ŷaǀíc podpoƌuje čláŶek zaďýǀajíĐí se reakcí 

SHMT2 (127). Mluǀí o přeŵěŶě serinu na glycin jako o ǀýhodŶé podpoře jedŶouhlíkoǀého 

cyklu a vzniku NADPH v ŵitoĐhoŶdƌiíĐh, potažŵo sǇŶtézǇ puƌiŶů. JedŶá se tedǇ o další 

příklad ŵetaďoliĐké dƌáhǇ sloužíĐí ƌakoǀiŶŶýŵ ďuňkáŵ k podpoře pƌolifeƌaĐe.  

2.1.6.3 NNT 

JedŶá se o iŶtegƌálŶí ŵeŵďƌáŶoǀý pƌoteiŶ, kteƌý uŵožňuje tƌaŶslokaĐi ǀodíkoǀého 

protonu z NADH přes ǀŶitřŶí ŵitoĐhoŶdƌiálŶí ŵeŵďƌáŶu Ŷa NADP+ oďsažeŶé ǀ ŵatƌiǆ. 
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K tƌaŶspoƌtu je ǀǇužíǀáŶa eŶeƌgie ŵeŵďƌáŶoǀého poteŶĐiálu, kteƌý ǀzŶiká díkǇ pƌáĐi 

ƌespiƌačŶího řetězĐe. TeŶto pƌoĐes ǀodíkoǀé tƌaŶslokaĐe a předeǀšíŵ pƌodukĐe NADPH je 

ǀýzŶaŵŶý, Ŷeďoť saŵotŶé NADPH se podílí jedŶak Ŷa ƌeduktiǀŶí kaƌďoǆǇlaĐi, ale i Ŷa udƌžeŶí 

aŶtioǆidačŶí kapaĐitǇ ďuňkǇ, díkǇ ƌegeŶeƌaĐi oǆidoǀaŶého glutathioŶu (131).  

Uǀádí se, že nikotinamid-ŶukleotidtƌaŶshǇdƌogeŶáza NNT vyprodukuje zhruba 45% 

z Đelkoǀého ŵitoĐhoŶdƌiálŶího NADPH v ďuňkáĐh sƌdečŶí sǀaloǀiŶǇ a o zďǇtek se pak postaƌá 

IDHϮ při oǆidaĐi isoĐitƌátu, a ŵalátdehǇdƌogeŶáza při koŶǀeƌzi ŵalátu Ŷa pǇƌuǀát (132, 133). 

Silencing NNT u PCϭϮ ďuŶěk způsoďí sŶížeŶí hladiny ƌedukoǀaŶého glutathioŶu ;G“HͿ a jejich 

zǀýšeŶou Đitliǀost ǀůči oǆidatiǀŶíŵu stƌesu, dále pak v souladu s tíŵ i Ŷižší hladiŶu NADPH a 

zǀýšeŶou ďazálŶí hladiŶu H2O2 (134). Na ǀǇšší hladiŶě H2O2 se podílí předeǀšíŵ ǀǇšší poŵěƌ 

oǆidoǀaŶého peroxiredoxinu. TeŶto jeǀ ďǇl tepƌǀe ŶedáǀŶo oďjeǀeŶ Ŷa ŶeuƌoŶálŶíĐh 

ŵitoĐhoŶdƌiíĐh. Ukazuje se tedy, že ŶedostatečŶá fuŶkĐe NNT ďǇ ŵohla souǀiset se 

zǀýšeŶýŵ ǀýskǇteŵ ŶeuƌodegeŶeƌatiǀŶíĐh Đhoƌoď (135). Vliv NNT se neomezuje jen na 

ŵozkoǀé ďuňkǇ, ale jeho Ŷedostatek ŵůže způsoďit i Đelkoǀě Ŷižší pƌodukĐi glukokortikoidů 

ŶadledǀiŶkaŵi, díkǇ zǀýšeŶé apoptóze ďuŶěk (111). NNT tedǇ Ŷapoŵáhá ĐhƌáŶit ďuňku před 

RO“, Đož se oǀšeŵ Ŷeoŵezuje jeŶ Ŷa zdƌaǀé ďuňkǇ, ale i Ŷa Ŷádoƌoǀé (136). 

Další ǀýzŶaŵ ĐhaƌakteƌistiĐký pƌo Ŷádoƌoǀé ďuňkǇ tkǀí ǀ zaĐhoǀáŶí ƌeǀeƌzŶí dƌáhǇ 

ƌeduktiǀŶí kaƌďoǆǇlaĐe, Ŷeďoť ta je záǀislá Ŷa dostupŶosti NADPH. Nádoƌoǀé ďuňkǇ 

s kŶoĐkdoǁŶeŵ NNT jsou ŵŶoheŵ Đitliǀější k odŶětí glukózǇ, Ŷaopak oǀeƌeǆpƌese NNT je 

dostatečŶá pƌo stiŵulaĐi ƌeduktiǀŶí kaƌďoǆǇlaĐe a oxidace glutaminu za současŶé iŶhiďiĐe 

glǇkolýzǇ (137).  

2.1.6.4 MalátdehǇdrogeŶáza (ME, Malic enzyme) 

ME, Tetramer (Mr 65000) se skládá ze dǀou ideŶtiĐkýĐh podjedŶotek. Vyskytuje se jak 

v cytosolu (ME1), tak v ŵitoĐhoŶdƌiíĐh (ME2). V obou kompartmentech katalyzuje přeŵěŶu 
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ŵalátu Ŷa pǇƌuǀát za současŶé sǇŶtézǇ NADPH, číŵž se stáǀá pƌo zdƌaǀé i Ŷádoƌoǀé ďuňkǇ 

jedŶíŵ z ǀýzŶaŵŶýĐh zdƌojů tohoto ƌedukčŶího ekǀiǀaleŶtu (138). CǇtosoliĐké NADPH je, 

mimo jiŶé, ŶezďǇtŶé k sǇŶtéze ŵastŶýĐh kǇseliŶ, kteƌé se ǀýzŶaŵŶě podílejí Ŷapříklad na 

staǀďě ďuŶěčŶýĐh stěŶ dělíĐíĐh se ďuŶěk. PaƌadoǆŶě, u ďuŶěk lidského lǇŵfoŵu ďǇl 

pƌokázáŶ defiĐit ĐǇtosoliĐkého ME (139), Đož Ŷěkteƌé ǀědĐe ǀedlo k ŵǇlŶé ŵǇšlenĐe, že se 

jedŶá o projev ǀlastŶí ǀšeŵ Ŷádoƌoǀýŵ ďuňkáŵ. V dalšíĐh puďlikaĐíĐh, ǀěŶoǀaŶýĐh ďuňkáŵ 

pƌsŶího kaƌĐiŶoŵu, byla naopak pƌokázáŶa zǀýšeŶá exprese ĐǇtosoliĐkého i ŵitoĐhoŶdƌiálího 

ME (140). V současŶé doďě se MEϮ jeǀí jako sliďŶý Đíl pƌo léčďu ŶádoƌoǀýĐh oŶeŵoĐŶěŶí, 

jeho Ŷedostatek iŶdukuje ďuŶěčŶou sŵƌt spojeŶou s tvorbou ROS a nadbytkem NADP+ 

(124). 

VýzŶaŵ ME ǀšak spočíǀá i ǀ ƌegulaĐi tuŵoƌ supƌesoƌoǀého geŶu pϱϯ a Ŷaopak pϱϯ také 

ŵůže jeho aktiǀitu ƌeguloǀat. pϱϯ ŵůže iŶhiďoǀat ME a tíŵ ƌeguloǀat ďuŶěčŶou pƌolifeƌaĐi a 

ŵetaďolisŵus glutaŵiŶu. Při pohledu z dƌuhé stƌaŶǇ lze sŶížeŶíŵ aktiǀitǇ ME aktiǀoǀat  pϱϯ, 

kteƌý začŶe ŵasiǀŶě stiŵuloǀat seŶesĐeŶĐi, oǀšeŵ ďez iŶiĐiaĐe apoptózǇ. Naopak při aktiǀaĐi 

ME dojde k iŶaktiǀaĐi pϱϯ a záƌoǀeň potlačeŶí seŶesĐeŶĐe. Oďa sŵěƌǇ jsou tedy Ŷaǀzájeŵ 

pƌopojeŶé, a záƌoǀeň se jedŶá o ŵeĐhaŶisŵus ƌegulujíĐí stáƌŶutí ďuŶěk (124).  

2.1.6.5 PeŶtózo–fosfátový ĐǇklus (PPP) 

PPP je, Ŷa ƌozdíl od předešlýĐh dƌah sĐhopŶýĐh geŶeƌoǀat NADPH, pouze ĐǇtosoliĐká 

dƌáha. Větǀí se z glǇkolýzǇ po jejíŵ pƌǀŶíŵ kƌoku, tzŶ., že ǀzŶiklý glukóza-6-fosfát se utilizuje 

ďuď dál Ŷa fƌuktózu-6-fosfát Ŷeďo je PPP oǆidoǀáŶ za poŵoĐi glukóza-6-fosfát 

dehǇdƌogeŶázǇ ;GϲPDHͿ. V této ƌeakĐi je geŶeƌoǀáŶa pƌǀŶí molekula NADPH.  G6PDH je 

ƌeguloǀáŶa iŶtƌaĐeluláƌŶíŵi ;poŵěƌeŵ NADPH/NADP+Ϳ i eǆtƌaĐeluláƌŶíŵ stiŵulǇ ;ƌůstoǀé 

faktory: EGF, PDGF) (141, 142).  
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6-FosfoglukoŶolaktoŶáza ;ϲ-PGLͿ je dƌuhý eŶzǇŵ, kteƌý se podílí Ŷa tǀoƌďě NADPH (143). 

6-PGL je kƌitiĐký pƌo pƌolifeƌaĐi a poteŶĐiál tuŵoƌigeneze, jeho iŶhiďiĐí dojde ǀ ďuňkáĐh 

pliĐŶího Ŷádoƌu k akuŵulaĐi pϱϯ a ŶaǀýšeŶí RO“ ;také díkǇ zǀýšeŶé koŶzuŵaĐi kǇslíku) (144). 

pϱϯ se podílí Ŷa iŶhiďiĐi GLUTϭ a GLUTϰ (145), číŵž sŶíží glǇkolýzu a záƌoǀeň se ŵůže 

Ŷepříŵo podílet Ŷa potlačeŶí PPP skƌze sŶížeŶí eǆpƌese glǇkolǇtiĐkého enzymu 

fosfoglǇĐeƌátŵutázy 1 (PGAM1) (146, 147). 

2.1.7 2-HǇdroǆǇglutarát 

VůďeĐ jedeŶ z pƌǀŶíĐh čláŶků, kteƌý se zaďýǀá ϮHG ǀe spojeŶí s ŵetaďoliĐkýŵi zŵěŶaŵi 

pojedŶáǀá o poƌuše ŵetaďolisŵu heŵu. )aďýǀá se ŵŶožstǀíŵ ϮHG ǀ séƌu paĐieŶtů s 

gastƌoeŶteƌopatií a předkládá hǇpotézu, že delta-aminolevuloǀá kǇseliŶa, pƌekuƌzoƌ sǇŶtézǇ 

poƌfǇƌiŶů, se při této poƌuše dále Ŷepřeŵěňuje a přispíǀá k produkci 2HG (148). 

VǇsoké hladiŶǇ ϮHG ďǇlǇ pozoƌoǀáŶǇ také u paĐieŶtů s tzv. 2-hǇdƌoǆǇglutaƌátoǀou 

aĐiduƌií.  JedŶá se o dědičŶou ŶeuƌoŵetaďoliĐkou poƌuĐhu, kteƌá se pƌojeǀuje v dětskéŵ 

ǀěku a způsoďuje poŵalejší ǀýǀoj, epilepsii, kaƌdioŵǇopatii, hǇpotoŶii a další. VíĐe jak ϱϬ% 

paĐieŶtů ŵá autosoŵálŶí ƌeĐesiǀŶí ŵutaĐi ǀ geŶu kódujíĐíŵ ϮHG dehǇdƌogeŶázu, kteƌá 

přeŵěňuje ϮHG zpět Ŷa 2OG (149).  

Další autosoŵálŶě ƌeĐesiǀŶí oŶeŵoĐŶěŶí, kteƌé také přispíǀá k produkci 2HG a postihuje 

oxidaci mastŶýĐh kǇseliŶ, pƌojeǀujíĐí se Ŷapř. hǇpoglǇkéŵií, hǇpotoŶií, ŵikƌoĐefalií, či 

letaƌgií, se ǀǇzŶačuje defiĐieŶĐí “CAD ;z aŶgliĐkého short-chain acyl-coenzyme A 

dehǇdƌogeŶaseͿ, ŶěkdǇ také uǀáděŶého zkƌatkou ACAD“. Tafti a kol. pƌoǀedli ǀýzkuŵ spáŶku 

ŵǇší a potǀƌdili, že ŵutaĐe ACAD“ oǀliǀňuje théta ǀlŶǇ paƌadoǆŶího spáŶku skƌze 

hypokampus Ŷa základě ŵetaďoliĐkýĐh zŵěŶ. Je to dáŶo tíŵ, že defiĐieŶĐe ACAD“ současŶě 

přispíǀá k ŶadŵěƌŶé expresi glutathion-depeŶdeŶtŶí glǇoǆǇlázǇ ϭ ;Glo-1). Glo-1  a 

glutathione-depeŶdeŶtŶí glǇoǆǇlázu Ϯ ;HaghͿ uǀádějí jako eŶzǇŵǇ, kteƌé přeŵěňují delta-
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aminolevulovou kyselinu (4,5-dioǆoǀaleƌátͿ Ŷa ϮHG. DefiĐieŶĐe ACAD“ sice sŶižuje pƌodukĐi 

ketolátek ǀzŶikajíĐíĐh při β-oǆidaĐi, Ŷa dƌuhou stƌaŶu se ŵastŶé kǇseliŶǇ jiŶýŵi kataďoliĐkýŵi 

dƌahaŵi přeŵěňují příŵo Ŷa pƌekuƌzoƌǇ oƌgaŶiĐkýĐh kǇseliŶ a ŶadŵěƌŶě eǆpƌiŵoǀaŶá Glo-1 

a ŶásledŶě Hagh tak zapříčiŶí oƌgaŶiĐkou aĐiduƌii (150).  

Další zdƌoj ϮHG předstaǀují NADP
+
-depeŶdeŶtŶí hydroxykyselina-oxokyselina 

tƌaŶshǇdƌogeŶázy (hydroxyacid oxoacid transhydrogenase; HOTͿ, kteƌé přeŵěňují γ-

hǇdƌoǆǇŵáselnou kyselinu (GHB) na sukcinyl semialdehyd (SSA) za současŶé koŶǀeƌze 2OG 

na 2HG. Oďjeǀeŵ této dƌáhǇ došlo k oďjasŶěŶí dlouhodoďě ŶejasŶého ŵeĐhaŶizŵu přeŵěŶǇ 

GHB, Đož je přiƌozeŶě se ǀǇskǇtujíĐí ŵastŶá kǇseliŶa ǀ saǀčíŵ CN“ a záƌoǀeň ŶáǀǇkoǀá látka, 

kteƌá se dříǀ použíǀala k léčďě alkoholizmu a narkolepsie (151). 

K degradaci GHB doĐhází třeŵi ƌůzŶýŵi způsoďǇ. AͿ degƌadaĐí skƌze β-oxidaci, B) GHB 

ƌeduktázou a za CͿ poŵoĐí HOT. Cesty B) a C) produkují sukcinyl semialdehyd (SSA), Đož je 

ďěžŶý ŵezipƌodukt ŵetaďolisŵu, kteƌý je dál přeŵěŶěŶ Ŷa sukĐiŶát (metabolit Krebsova 

cyklu) poŵoĐí ““A dehǇdƌogeŶázǇ ;““ADHͿ. )a předpokladu, že dojde k deleci genu SSADH 

nebo k inhibici tohoto enzymu, dojde k přesŵěƌoǀáŶí dƌáhǇ GHB – SSA pouze Ŷa úsek 

katalǇzoǀaŶý HOT a ǀzŶiklý ““A je přeŵěŶěŶ Ŷa ϰ,ϱ-dihydroxyhexanovou kyselinu. “oučasŶě 

je s defiĐieŶĐí ““ADH spojeŶa akuŵulaĐe ϮHG, paƌadoǆŶě ale ŶedoĐhází ke kuŵulaĐi ϰ,ϱ-

dihǇdƌoǆǇheǆaŶoǀé kǇseliŶǇ, jejíž osud ǀ oƌgaŶizŵu ŶeŶí dosud zŶáŵý. ReakĐe katalǇzoǀaŶá 

poŵoĐí HOT je ƌeǀeƌziďilŶí. (151,  152). 

Dalšíŵ zŶáŵýŵ pƌekuƌzoƌeŵ tǀoƌďǇ ϮHG je u saǀĐů ϱ-hydroxy-L-lysin a 2-keto-5-

hǇdƌoǆǇadipát (153). 

U ŶádoƌoǀýĐh ďuŶěk ďǇl 2HG dlouhou doďu poǀažoǀáŶ za oŶkoŵetaďolit, kteƌý se 

částečŶě kuŵuluje, číŵž ǀzŶiká ŵožŶost, Ŷa základě jeho koŶĐeŶtƌaĐe, odhadŶout stupeň 
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gliomu nebo akutŶí ŵǇeloidŶí leukeŵie ;AMLͿ. V těĐhto případeĐh se jako hlaǀŶí zdƌoj ϮHG 

považuje 2OG ƌedukoǀaŶý ŵutoǀaŶou IDH1/2  (154, 155).  

Noǀě se také ukázalo, že u ŶěkteƌýĐh ŶádoƌoǀýĐh ďuŶěk doĐhází k amplifikaci 3-

fosfoglǇĐeƌátdehǇdƌogeŶázǇ ;PHGDHͿ ;eŶzǇŵ ďiosǇŶtézǇ seƌiŶuͿ, kteƌá ŵůže koŵpetoǀat 

s IDH1/2 o 2OG a sǇŶtetizoǀat ϮHG, současŶě za ǀzŶiku NADP+
. U ďuŶěk MDA-MB-468 

způsoďí kŶoĐkdoǁŶ PHGDH sŶížeŶí ϮHG o ϱϬ% (156). 

2HG je tedy Ŷejčastěji spojoǀáŶ s ŵetaďoliĐkýŵi poƌuĐhaŵi a ǀ posledŶí doďě hlaǀŶě 

s rakovinou.  

2.1.7.1 2-hǇdroǆǇglutarát jako onkometabolit 

)jedŶodušeŶě řečeŶo, 2OG ŵůže ďýt přeŵěŶěŶ – oǆidoǀáŶ – v Kƌeďsoǀě ĐǇklu, popřípadě 

poŵoĐí IDHϮ ŵůže ďýt ƌeǀeƌzŶě kaƌďoǆǇloǀáŶ, Ŷeďo z Ŷěj ŵůže ďýt sǇŶtetizoǀáŶ ϮHG 

jedŶoduĐhou ƌedukĐí keto-skupiny. Oǀšeŵ zásadŶí pƌo poĐhopeŶí této pƌoďleŵatikǇ je i fakt, 

že 2OG slouží jako kofaktoƌ pƌo ŵŶoho eŶzǇŵů, přičeŵž ϮHG se díkǇ ŵolekuláƌŶě-stƌuktuƌŶí 

podoďŶosti ŵůže ǀázat Ŷa aktiǀŶí ŵísto pro 2OG (107, 157, 158).  

Jak již ďǇlo ŶazŶačeŶo ǀýše, ǀ současŶé doďě je zŶáŵo Ŷěkolik eŶzǇŵů, jež přispíǀají 

k produkci 2HG. Krom ideŶtifikaĐe daŶého eŶzǇŵu jako pƌoduĐeŶta ϮHG je podstatŶé i kteƌý 

z eŶaŶtioŵeƌů (R/S-2HG) produkuje. Výše popsaŶé dƌáhǇ, jež katalǇzují  GLO1, HAGH, 

PHGDH a HOT, pƌodukují R-2HG (148, 150, 152, 159). Noǀě ďǇlǇ ale popsáŶǇ další eŶzǇŵǇ 

produkujíĐí ϮHG:  laktátdehǇdƌogeŶáza-A a ŵitoĐhoŶdƌiálŶí ŵalátdehǇdƌogeŶáza ǀ téŵěř 

aŶoǆiĐkýĐh podŵíŶkáĐh pƌodukují S-2HG v ŶádoƌoǀýĐh ďuňkáĐh, Đož podpoƌuje ŵaligŶitu 

podoďŶě jako R-2HG (160). 

Mutace v eŶzǇŵeĐh ŶádoƌoǀýĐh ďuŶěk, zahƌŶujíĐí i IDHϭ a IDHϮ, silŶě iŵplikují 

pozŵěŶěŶý ŵetaďolisŵus v pƌůďěhu tumorigeneze (161). IDHϭ/Ϯ ŵůže katalǇzoǀat 

přeŵěŶu isoĐitƌátu Ŷa 2OG a záƌoǀeň i sǇŶtézu ϮHG (51). PoĐhopitelŶě se ǀ ŶádoƌoǀýĐh 
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ďuňkáĐh ǀǇskǇtují i ŵutoǀaŶé i ŶeŵutoǀaŶé foƌŵǇ těĐhto eŶzǇŵů, přičeŵž ŵaƌkaŶtŶí ƌozdíl 

je ǀidět hlaǀŶě ǀ ŵŶožstǀí sǇŶtetizoǀaŶého ϮHG (166, 167). Dlouhou dobu se předpokládalo, 

že za sǇŶtézou ϮHG stojí pouze ďodoǀé ŵutaĐe těĐhto eŶzǇŵů (112, 168), oǀšeŵ Ŷoǀě ďǇlo 

pƌokázáŶo, že Ŷádoƌoǀé ďuňkǇ tǀoří ϮHG i bez mutace IDH1/2 (59, 77) ;Oďƌázek ϰͿ. KoŶkƌétŶí 

ŵutaĐe se ǀǇskǇtuje u ŶěkteƌýĐh ŶádoƌoǀýĐh oŶeŵoĐŶěŶí Ŷa IDHϮ ǀ AƌgϭϰϬ Ŷeďo AƌgϭϳϮ, u 

IDH1 pak byla nalezena v Arg132 (162, 169, 170, 171). V současŶé doďě ďǇla objevena Ŷoǀá 

ŵísta ŵutaĐe Ŷa těĐhto eŶzǇŵeĐh, kteƌé se ǀǇskǇtují kƌoŵě AML a gliomu i 

v chondrosarkomech, cholangiokarcinomech a v lǇŵfoŵu aŶgioiŵuŶoďlastiĐkýĐh T-ďuŶěk 

(161).  

Mutace IDH1/2 u glioŵů a ǀůďeĐ u ǀětšiŶǇ oligodeŶdƌogliálŶíĐh tuŵoƌů ǀždǇ souǀisí s 

jiŶýŵi ŵolekuláƌŶíŵi aďeƌaĐeŵi, jako třeďa s TP53 ŵutaĐí Ŷeďo ztƌátou ;kodeleĐíͿ ϭp/ϭϵƋ 

v chromozomech (168). NeŶí zŶáŵo, jestli je kodeleĐe spojeŶa se zǀýšeŶou eǆpƌesí 

ŵutoǀaŶé IDHϭ a Ϯ příŵo či Ŷepříŵo, ale je potǀƌzeŶo, že tato zŵěŶa Ŷa Đhƌoŵozoŵu 

způsoďí lepší žiǀotasĐhopŶost oligodeŶdƌoglioŵu a sŶíží Đitliǀost Ŷa léčďu 

(169,170,171). IDH1 a IDH2 ŵutaĐe a s tíŵ spojeŶá zǀýšeŶá koŶĐeŶtƌaĐe ϮHG ǀ séƌu slouží 

jako pƌogŶostiĐký ŵaƌkeƌ u paĐieŶtů s iŶtƌahepatiĐkýŵ ĐholaŶgiokaƌĐiŶoŵeŵ, akutŶí 

ŵǇeloidŶí leukéŵií a glioŵǇ (168, 172, 173, 174). 
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Oďrázek 4 EnzyŵatiĐká aktiǀita ŵutoǀaŶé a ŶeŵutoǀaŶé IDHϭ/IDHϮ ǀ ďuňkáĐh ŵultifoƌŵŶího glioblastomu. 

Upraveno dle (175).  

 

VýzŶaŵ 2HG Ŷespočíǀá jeŶ ǀ usŶadŶěŶí diagŶostikǇ paĐieŶtů, ale podílí se – Ŷa úƌoǀŶi 

ďuňkǇ – Ŷa iŶhiďiĐi pƌolǇlhǇdƌoǆǇlás ;PHDͿ a s tíŵ souǀisejíĐí staďilizaĐi HIFϭα, jež je 

ŶásledoǀáŶa Ŷapř. aktiǀaĐí geŶu pƌo “LCϮAϭ ;solute Đaƌƌieƌ faŵilǇ Ϯ, ŵeŵďeƌ ϭͿ, kódujíĐí 

glukózoǀé tƌaŶspoƌtéƌǇ Ŷeďo VEGF, podílejíĐí se Ŷa aŶgiogeŶezi (154). BǇlo pƌokázáŶo, že 

ϮHG koŵpetitiǀŶě iŶhiďuje 2OG depeŶdeŶtŶí dioǆǇgeŶázǇ ;Oďƌázek ϱͿ, zahƌŶujíĐí histoŶ 

deŵethǇlázǇ, pƌolǇl hǇdƌoǆǇlázǇ ;PHDsͿ, kolageŶ pƌolǇl-4-hydroǆǇlázǇ a TET ƌodiŶu ϱ-

ŵethǇlĐǇtosiŶ hǇdƌoǆǇláz, Đož způsoďuje šiƌoké geŶoŵoǀé zŵěŶǇ histonů a methylaci DNA 

(158, 176). DíkǇ těŵto zŵěŶáŵ zůstáǀají leukeŵiĐké ďuňkǇ dedifeƌeŶĐoǀaŶé, Đož podpoƌuje 

jejiĐh pƌolifeƌaĐi a přežití (157). Upregulace c-MǇĐ sledoǀaŶá ǀ pƌsŶíŵ kaƌĐiŶoŵu ďez ŵutace 

IDHϭ/Ϯ také ǀede k ŶěkolikaŶásoďŶé akuŵulaĐi ϮHG a ke gloďálŶíŵ zŵěŶáŵ epigeŶoŵu, Đož 

ǀýzŶaŵŶě zhoƌšuje pƌogŶózu (73). )ajíŵaǀé je, že ŵTORCϭ a HIFϭα, dǀa zásadŶí ƌegulačŶí 

pƌoteiŶǇ ďuŶěčŶého ŵetaďolisŵu a pƌolifeƌaĐe, kteƌé ďýǀají deƌeguloǀáŶǇ ǀ ŶádoƌoǀýĐh 
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ďuňkáĐh, jsou také řízeŶǇ PHDs, číŵž ŵohou ďýt oǀliǀŶěŶǇ zǀýšeŶíŵ hladiŶǇ ϮHG (157, 158, 

176, 177).  

 

Oďrázek 5 Produkce S-ϮHG při katalǇtiĐké ƌeakĐi s laktátdehǇdƌogeŶázou-A a ŵitoĐhoŶdƌiálŶí 
ŵalátdehǇdƌogeŶázou ǀ hypoxii. Upraveno dle (160) 

 

Otázka ǀýzŶaŵu ϮHG ǀšak ŶeŶí stále defiŶitiǀŶě zodpoǀězeŶa a ƌozhodŶě to ŶeusŶadňuje 

fakt, že ϮHG ŵá jedeŶ ĐhiƌálŶí uhlík. Doposud ŶeŶí aŶi jedŶotŶý Ŷázoƌ Ŷa efekt ϮHG Ŷa 2OG-

depeŶdeŶtŶí dioǆǇgeŶázy (2OG-DD). 

Někteƌé studie Ŷa ŶádoƌoǀýĐh ďuňkáĐh ŶazŶačují, že jedŶotliǀé eŶaŶtioŵeƌǇ půsoďí 

odlišŶě – R-ϮHG, Ŷa ƌozdíl od “-2HG, aktivuje EGLN ;geŶ kódujíĐí eŶzǇŵǇ HIF-prolyl 

hǇdƌoǆǇlázu Ϯ ;HIF-PHϮͿ a pƌolǇl hǇdƌoǆǇlázoǀou doŵéŶu-oďsahujíĐí pƌoteiŶ ;PHDϮ)), Đož ŵá 

za Ŷásledek ƌedukĐi HIF. Záƌoǀeň ǀǇšší hladiŶǇ ϮHG přispíǀají k zǀýšeŶé pƌolifeƌaĐi (157, 178). 

Oǀšeŵ Tarhonskaya et al. pƌokázali, že jedŶotliǀé eŶaŶtioŵeƌǇ ŵají stejŶý ǀliǀ a aktiǀují ϮOG 
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oǆǇgeŶázǇ, ačkoliǀ ǀ této pƌáĐi ďǇlo pƌaĐoǀáŶo s ŶefǇziologiĐkǇ ǀǇsokýŵi koŶĐeŶtƌaĐeŵi ϮHG 

(179). 

NeŶí tedǇ zatíŵ jasŶé, kteƌý z eŶaŶtioŵeƌů je ďěžŶě pƌodukoǀáŶ ǀ tumorech. 

V ledǀiŶoǀéŵ Ŷádoƌu je pƌodukoǀáŶ díkǇ IDHϭ/Ϯ L-2HG (S-2HG) a k inhibici 2OG-DD dojde 

pƌáǀě díkǇ L-2HG (180). Andersson et al. (2011) uǀádějí jako pƌodukt IDHϭ/Ϯ R-2HG 

v leukeŵiĐkýĐh ďuňkáĐh (106). A pƌáǀě díkǇ iŶhiďiĐi IDHϭ, kteƌá se ďěžŶě podílí Ŷa oďƌoǀské 

pƌodukĐi ϮHG, doĐhází k hoƌšíŵu ƌůstu koloŶií AML, ǀčetŶě difeƌeŶĐiaĐe AML ďuŶěk, a 

k delšíŵu přežití paĐieŶtů (181).  
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3 Cíle práce 

PoĐhopeŶí ŵetaďolisŵu a patologie ŶádoƌoǀýĐh ďuŶěk patří ǀ současŶé doďě 

k Ŷejdůležitějšíŵ téŵatůŵ ǀědeĐkého ǀýzkuŵu. TƌaŶsfoƌŵoǀaŶé ďuňkǇ ŵěŶí sǀůj 

ŵetaďolisŵus a adaptují se tíŵ Ŷa zǀýšeŶou, ƌespektiǀe ŶekoŶtƌoloǀaŶou ŵíƌu pƌolifeƌaĐe a 

iŶǀaziǀitu. JedŶíŵ z adaptačŶíĐh ŵeĐhaŶizŵů je zǀýšeŶá ŵíƌa zapojeŶí RK do metabolismu 

ďuňkǇ. Řada studií ukazuje, že tato dƌáha ŵá sloužit pƌo aŶaďoliĐké pƌoĐesǇ spojeŶé pƌáǀě 

s pƌolifeƌaĐí. Bylo potvrzeno, že je tato ƌeǀeƌzŶí ƌeakĐe posíleŶa ǀ hǇpoǆiĐkéŵ pƌostředí, a ǀe 

zǀýšeŶé ŵíře spotřeďoǀáǀá NADPH. VýzŶaŵ RK pƌo Ŷádoƌoǀé ďuňkǇ ŶeďǇl ještě zĐela 

oďjasŶěŶ. V řadě ŶádoƌoǀýĐh liŶií, ǀčetŶě Ŷáŵi použitýĐh, ŶeďǇla RK aŶi její spojitost 

s metabolismem glutaminu doposud pƌokázáŶa ǀůďeĐ. IDHϮ, paƌtiĐipujíĐí Ŷa RK, slouží i jako 

eŶzǇŵ, kteƌý se ǀýzŶaŵŶě podílí Ŷa sǇŶtéze ϮHG. TeŶto ;půǀodŶě oŶkoŵetaďolitͿ se podílí i 

Ŷa epigeŶetiĐkýĐh zŵěŶáĐh, kteƌé ƌoǀŶěž přispíǀají k proliferaci. 

Ve zdƌaǀýĐh ďuňkáĐh zatíŵ dosud ŶeďǇla uspokojiǀě zodpoǀězeŶa otázka ǀýzŶaŵu ϮHG, 

aŶi ŶeďǇla jedŶozŶačŶě pƌokázáŶa jeho přiƌozeŶě fǇziologiĐká hladiŶa, Ŷepočítáŵe-li jeho 

diagŶostiĐké ǀǇužití u leukeŵiĐkýĐh paĐieŶtů. V kontextu teorie o metaďoliĐkéŵ 

ƌeŵodeliŶgu, kde Ŷádoƌoǀé ďuňkǇ přejíŵají to Ŷejlepší od zdƌaǀýĐh ďuŶěk, ďǇ pak pƌáǀě 

ŶeŶádoƌoǀé ďuňkǇ ŵohlǇ ďýt z hlediska ǀýzkuŵu ϮHG předoďƌazeŵ Đelkoǀého řešeŶí 

pƌoďléŵu.  

Dle dosaǀadŶího ǀýzkuŵu eǆistuje ƌeálŶá šaŶĐe, že pƌáǀě ϮHG ďǇ ŵohl ďýt úspěšŶě ǀǇužit 

i jako ŵaƌkeƌ pƌsŶíĐh kaƌĐiŶoŵů.  

 

Cílem pƌáĐe ďǇlo: 

1)  Prokázat existenci RK v ŶádorovýĐh ďuňkáĐh prsŶího karĐiŶoŵu HTB-126 a MDA-MB-

231 
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 Pƌokázat záǀislost RK Ŷa glutaŵiŶolýze 

 Pƌokázat ǀýzŶaŵ IDHϮ jako eŶzǇŵu, kteƌý se ŶezaŶedďatelŶě podílí Ŷa fuŶgoǀáŶí 

RK a sǇŶtéze ϮHG 

 Porovnat tyto poznatky v hypoxii (HPX) a v normoxii (NMX), případŶě ǀ dalšíĐh 

podŵíŶkáĐh, kteƌé siŵulují to, číŵ při pƌolifeƌaĐi Ŷádoƌoǀé ďuňkǇ pƌoĐházejí.  

 

2) Prokázat eǆisteŶĐi sǇŶtézǇ ϮHG ve zdravýĐh ďuňkáĐh 

 Vliǀ sǇŶtézǇ ϮHG Ŷa pƌolifeƌaĐi ŶádoƌoǀýĐh a zdƌaǀýĐh ďuŶěk.  

 

3) PoŵoĐí aŶalýzǇ kliŶiĐkýĐh vzorků stanovit koncentraci 2HG u pacientek s karcinomem 

prsu v ŵoči a séƌu a Ŷajít koƌelaĐi ŵezi hladiŶaŵi tohoto ŵetaďolitu a stádieŵ ;stageͿ 

nemoci.  
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4 Materiál a metody 

4.1 Přístrojové vǇďaveŶí 

BlotoǀaĐí apaƌatuƌa: CƌiteƌioŶ Blotteƌ (Biorad) 

Boǆ s laŵiŶáƌŶíŵ pƌouděŶíŵ ǀzduĐhu: Faster, safe fast classic, Ferrara 

Boǆ s laŵiŶáƌŶíŵ pƌouděŶíŵ ǀzduĐhu: MSC advantage, Thermo scientific  

Centrifuga: Hermle Z323K  

Centrifuga: Eppendorf centrifuge 5417R  

Centrifuga a vortex: Combi spin, FVL-2400N 

Centrifuga: 3-18K, Sigma 

CO2 iŶkuďátoƌ: IŶŶoǀa CO-170 New Brunswick Scientific  

ElektƌofoƌetiĐká apaƌatuƌa: Hoefeƌ HEϯϯ, U“A  

ElektƌofoƌetiĐká apaƌatuƌa: Phaƌŵatia BioteĐh  

Fluorolog: RF 5301 PC 

GC ;plǇŶoǀý ĐhƌoŵatogƌafͿ: 6890N, Agilent Technologies 

HŵotŶostŶí spektƌoŵetƌ: 5973N, Agilent Technologies 

HǇpoǆiĐká koŵoƌa: Scitive N, Ruskin, Pencoed, Anglie 

LaďoƌatoƌŶí ǀáhǇ: AGϮϬϰ Mettleƌ Toledo  

Mikroskop: Leica DMIL LED 

Mixer: Roller Mixer SRT6 

Oxygraf: OROBOROS OXYGRAPH-2K, Oroboros 

pH metr: Orion star 111 

TeplotŶí iŶkuďátoƌ s třepačkou: “hel Laď  

Teƌŵolázeň: Julaďo “WϮϮ 
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Vortex: Vibromix Technica  

Zdƌoj Ŷapětí: Enduro 250V, Labnet  

4.2 Tkáňové kulturǇ 

Chemikálie poĐházelǇ přeǀážŶě ze Sigma Aldrich (St. Louis, MO). Estrogen receptor–

negativŶí ďuňkǇ pƌsŶího kaƌĐiŶomu, HTB-126 (Hs 578T), ŶeŶádoƌoǀé HTB-125 (pƌsŶí epitel, 

Hs 578Bst), MDA-MB-231 (epiteliálŶíͿ ďuňkǇ adeŶokarcinomu, “H“YϱY Ŷeuƌoďlastoŵoǀé 

ďuňkǇ, ďuňkǇ potkaŶího iŶzuliŶoŵu IN“ϭE a ďuňkǇ paŶkƌeatiĐkého adenokarcinomu PaTu 

8902 byly zakoupeny z ATCC. Glukózoǀé ŵediuŵ ďǇlo připƌaǀeŶo z glucose-free Dulbecco's 

Modified Eagle Mediuŵ ;DMEM, ÚMG, Praha) doplŶěŶého o glukózu s ǀýsledŶou 

koŶĐeŶtƌaĐí 25 nebo 5 mM, glutaminem s ǀýsledŶou koŶĐeŶtƌaĐí 4 mM, 10% fetal calf serum 

(FCS,Biochrom, Berlin, Germany), 10 ŵM Hepes, ϭ ŵM pǇƌuǀát, 1.5 g/l NaHCO3, 100 U/ml 

penicillin, 100 U/ml of streptomycin.  

RakoǀiŶŶé ďuňkǇ tlustého střeǀa HCTϭϭϲ a téže ďuňkǇ s  knock-iŶ ŵutaĐí RϭϯϮC Ŷa IDHϭ 

(HTC116 R132C) byly zakoupeny od firmy Horizon Discovery (Cambridge, Anglie). Glukózoǀé 

medium pro HCT116 ďǇlo připƌaǀeŶo z RPMI-ϭϲϰϬ doplŶěŶého o glukózu s ǀýsledŶou 

koŶĐeŶtƌaĐí ϭϭ mM, glutaminem s ǀýsledŶou koŶĐeŶtƌaĐí Ϯ ŵM, ϭϬ% fetal Đalf seƌuŵ ;FC“, 

BioĐhƌoŵ, Beƌlín, NěŵeĐkoͿ, ϭϬ ŵM Hepes, ϭ ŵM pǇƌuǀát, ϭ.ϱ g/l NaHCO3, 100 U/ml 

penicillin, 100 U/ml of streptomycin. “tejŶé ŵédiuŵ, oďohaĐeŶé ŵeƌkaptoethaŶoleŵ ;ϰ 

µl/lͿ, ďǇlo použito pƌo IN“ϭE.  

VšeĐhŶǇ ďuŶěčŶé liŶie ďǇlǇ kultiǀoǀáŶǇ ǀe ǀlhčeŶéŵ ǀzduĐhu s 5% CO2 v iŶkuďátoƌu s 

ϯϳ°C. Hypoxie pƌo kultiǀaĐi ďuŶěk ďǇla dosažeŶa díkǇ hǇpoǆiĐké koŵoře (Scitive N, Ruskin, 

Pencoed, Anglie) s 5% CO2 a koŶtƌoloǀaŶou sŵěsí ǀzduĐh/N2 k získáŶí 5% O2. 
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Pƌo eǆpeƌiŵeŶtǇ, ǀe kteƌýĐh ďǇla testoǀáŶa sĐhopŶost fǇziologiĐké hladiŶǇ ϮHG 

stiŵuloǀat pƌolifeƌaĐi, ďǇla použita staŶdaƌdŶí popsaŶá ŵédia i podŵíŶkǇ (normoxie, 

hypoxie). V případě ϭ% séƌa ďǇlo přiŵíĐháŶo adekǀátŶí ŵŶožstǀí FCS a zbylý oďjeŵ ďǇl 

doplŶěŶ ǀodou, aďǇ ǀýsledŶá koŶĐeŶtƌaĐe dalšíĐh koŵpoŶeŶtů odpoǀídala staŶdaƌdŶíŵu 

pƌotokolu. NeŵodifikoǀaŶý, ŶedeƌiǀatizoǀaŶý ϮHG ďǇl přidáǀáŶ příŵo do ŵédia 

v požadoǀaŶé koŶĐeŶtƌaĐi Ϯ a ϱ ŵM, přičeŵž ďǇl ošetřeŶ, aďǇ Ŷedošlo ke koŶtaŵiŶaĐi 

tkáňoǀé kultuƌǇ. Koncentrace 2HG v ďuňkáĐh, a ǀůďeĐ sĐhopŶost pƌostupu přes ďuŶěčŶou 

stěŶu, ďǇla oǀěřeŶa ǀ saŵotŶýĐh ďuňkáĐh poŵoĐí GC-M“, přičeŵž ďǇlo zjištěŶo zǀýšeŶí 

pouze ǀe fǇziologiĐkýĐh iŶteŶĐíĐh ďuŶěk, ke kteƌéŵu došlo Ŷapříklad také po ǀǇstaǀeŶí 

ďuŶěk hǇpoǆii ;ǀíĐe kapitola ǀýsledkǇͿ. Tíŵ pádeŵ ďǇla oǀěřeŶa i ǀhodŶost Ŷáŵi užité 

koncentrace 2HG v ŵédiu, ĐoďǇ optiŵálŶí eǆtƌaĐeluláƌŶí hladiŶǇ.  

OďdoďŶě ďǇlo postupoǀáŶo při pěstoǀáŶí ďuŶěk SHSY5Y v hǇpoglǇkeŵiĐkýĐh podŵíŶkáĐh 

ϭŵM glukózǇ, ďez glutaŵiŶu. Oďě koŵpoŶeŶtǇ ďǇlǇ ŶahƌazeŶǇ ǀ ŵédiu ǀodou, poĐhopitelŶě 

s ohledeŵ Ŷa úŵěƌŶý přídaǀek glukózǇ. 

4.3 Silencing isoĐitrátdehǇdrogeŶázǇ ϭ & 2 

Silencing IDH2 v HTB-126 byl provedeŶ poŵoĐí pLeŶtiϲ.ϯ-V5-DEST vektoru s ǀložeŶou 

sileŶĐoǀaĐí kazetou z pcDNA6.2-GW/EmGFP-ŵiR užíǀajíĐí BP/LR GateǁaǇ ƌeakĐi 

(LifeTechnologies, Carlsbad, CA). Kazeta obsahovala ƌepoƌteƌoǀý geŶ EŵGFP a sekǀeŶĐi 

specifickou proti antiparalelŶíŵu oligoŶukleotidu, ozŶačoǀaŶou jako ŵiϮϴϬ a ŵiϯϬϴ, oďě 

ŶaǀƌžeŶé poŵoĐí BLOCK-iTRNAi Designer (Life Technologies). DNA ďǇlo do ďuŶěk ǀčleŶěŶo 

poŵoĐí leŶtiǀiƌálŶí tƌaŶsdukĐe (ViraPower Lentivi-ral Expression System, Life Technologies). 
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shRNA ďǇlo použito pƌo sileŶĐiŶg IDHϮ ǀ MDA-MB-Ϯϯϭ ǀǇtǀořeŶíŵ pěti shRNA, 

ozŶačoǀaŶé shA až shE. Hu-SH shRNA eǆpƌessiŶg ǀeĐtoƌs pƌoti lidské IDHϮ (TG312260) byly 

pořízeŶǇ z OriGene (Rockville, MD).   

“taďilŶí liŶie HTB-126 mi280 a mi308 byla ošetřoǀáŶa ;udƌžoǀáŶaͿ selekčŶíŵ aŶtiďiotikeŵ 

blasticidinem (1 mg/ml; miRNA) a linie MDA-MB-231 byla oǀliǀŶěŶa puromycinem (0,5 

mg/ml; shRNA). 

IDHϭ ďǇla sileŶĐoǀáŶa poŵoĐí Silencer Select Pre-designed siRNA (Life Technologies). 

BuňkǇ HTB-ϭϮϲ Ŷeďo ŵiϮϴϬ a ŵiϯϬϴ ďuŶěčŶé liŶie ;ϭϬ6Ϳ ďǇlǇ tƌaŶsfekoǀáŶǇ s 30 nM siRNA 

Ŷeďo pƌo „ŵoĐk͞ ŶegatiǀŶí koŶtƌolu pouze čiŶidleŵ Oligo-fectamine reagent (Life 

Technologies) a byly sklizeny 48 hodin po transfekci.  

4.4 PlǇŶová Đhroŵatografie s hŵotŶostŶí detekĐí 

PoŵoĐí GC/M“ ďǇlǇ ŵěřeŶǇ poláƌŶí ďuŶěčŶé ŵetaďolitǇ; předeǀšíŵ kaƌďoǆǇloǀé kǇseliŶǇ 

Krebsova cyklu – jejich koncentrace a inkorporace 
13C. KoŶĐeŶtƌaĐe ďǇla ŵěřeŶa pƌo Đitƌát, 

ŵalát, ϮHG, ϮOG, fuŵaƌát a laktát. ReteŶčŶí čas ŵetaďolitů ďǇl oǀěřeŶ poŵoĐí staŶdaƌdů 

(Sigma Aldrich), kteƌé ďǇlǇ záƌoǀeň poŵoĐí hŵotŶostŶího detektoƌu „pƌoskeŶoǀáŶǇ͞ ǀ modu 

SCAN a z Đelého získaŶého spektra pƌo daŶý aŶalǇt ďǇl ǀǇďƌáŶ fƌagŵeŶt ŵolekulǇ ;ŵ/zͿ, 

kteƌý ďǇl dále ŵěřeŶ ǀ ŵódu “IM ;seleĐted ioŶ ŵoŶitoƌiŶgͿ, číŵž se dosáhlo přesŶějšíĐh 

ǀýsledků a Ŷižší ŵeze staŶoǀitelŶosti. Záƌoǀeň ďǇla spektƌa pƌo jedŶotliǀé látkǇ 

zkoŶtƌoloǀáŶa v koŵeƌčŶí  knihoǀŶě spekteƌ NI“T. “e zŶalostí spekteƌ koŵeƌčŶíĐh staŶdaƌdů, 

a s ƌeteŶčŶíŵ časeŵ pak ŶeďǇlo ǀ ƌeálŶéŵ ǀzoƌku pƌoďleŵatiĐké oǀěřit ideŶtitu koŶkƌétŶího 

analytu. 
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Princip metody inkorporace 
13C do ŵetaďolitů spočíǀá ǀ jednoduchéŵ ŵeĐhaŶisŵu, kteƌý 

Ŷeuŵožňuje iŶkoƌpoƌaĐi jiŶaŵ Ŷež do ŵetaďolitů RK. ϭ-
13

C-glutaŵiŶ se přeŵěŶí při 

glutaŵiŶolýze Ŷa ϭ-
13

C-ϮOG, kteƌý ŵůže ďýt dále ŵetaďolizoǀáŶ ǀ dopředŶéŵ sŵěƌu Ŷa 

sukcinyl-CoA, číŵž dojde k odštěpeŶí 13
CO2 a ŶásledŶé ztƌátě zŶačkǇ z Kƌeďsoǀa ĐǇklu. DíkǇ 

RK ǀšak ŵůže ďýt ϮOG kaƌďoǆǇloǀáŶ a přeŵěŶěŶ Ŷa Đitƌát, kteƌý Ŷese izotopiĐkǇ zŶačeŶý 

uhlík ;Oďƌázek ϲͿ. Část Đitƌátu je dále eǆpoƌtoǀáŶa do ĐǇtosolu, kde je díkǇ ATP-Đitƌát lǇáze 

přeŵěŶěŶ Ŷa oǆalaĐetát ;dále pak ŵalátͿ a aĐetǇl-CoA pro tǀoƌďu lipidů Ŷeďo díkǇ 

ĐǇtozoliĐké akoŶitáze přeŵěŶěŶ zŶoǀu Ŷa isoĐitƌát a poŵoĐí IDHϭ Ŷa ϮOG. ϮOG záƌoǀeň 

v cytozolu i v ŵitoĐhoŶdƌiíĐh slouží jako pƌekuƌzoƌ pƌo tǀoƌďu ϮHG. NeŶí tedǇ ŵožŶé ;Ŷa 

ƌozdíl od ϭ-
13

C-Đitƌátu a ϭ-
13

C-ŵalátuͿ uƌčit Ŷa GC/M“ z jaké ƌeakĐe ϭ-
13

C-ϮHG poĐhází.  

BuňkǇ ďǇlǇ pěstoǀáŶǇ do odhadoǀaŶé koŶflueŶĐe ϴϬ – 90%, zpƌaǀidla tři dŶǇ od Ŷasetí ďǇl 

proveden experiment. V deŶ eǆpeƌiŵeŶtu ďǇlo kultiǀačŶí ŵédiuŵ ŶahƌazeŶo Ŷa ϲ hodiŶ 

ŵédieŵ s ϭ-
13

C-glutaminem, kteƌý ďǇl ǀe stejŶé koŶĐeŶtƌaĐi jako ŶezŶačeŶý glutaŵiŶ 

v půǀodíŵ ŵédiu. Poté ďǇlǇ ďuňkǇ poŵoĐí tƌǇpsiŶu sklizeŶǇ, ďuŶěčŶá suspeŶze ďǇla stočeŶa 

a ďuŶěčŶá peleta byla po odsátí supeƌŶataŶtu ;tƌǇpsiŶ ředěŶý ŵédieŵͿ promyta PBS. Takto 

promytá peleta byla okaŵžitě zŵƌažeŶa v -80°C, kde ďǇla uskladŶěŶa do přeǀozu a do ǀlastŶí 

aŶalǇtiĐké fáze přípƌaǀǇ ǀzoƌku. 

V případě oǀliǀŶěŶí ďuŶěk ďěžŶě užíǀaŶýŵi ŵodifikátoƌǇ ďuŶěčŶé ƌespiƌaĐe, 

odpřahoǀačeŵ FCCP (2-[2-[4-(trifluoromethoxy)fenyl]hydrazinyliden]-propandinitril), 

antibiotikem oligomycinem a půǀodŶíŵ ƌostliŶŶýŵ jedeŵ rotenonem, ďǇlo ďuňkáŵ 

ǀǇŵěŶěŶo ŵédiuŵ dle popsaŶého eǆpeƌiŵeŶtálŶí sĐhéŵatu, ale ϯϬ ŵiŶut před sklízeŶíŵ 

ďǇla do ŵédií přidáŶa účiŶŶá látka. TeŶto čas ďǇl uƌčeŶ podle puďlikoǀaŶé ŵožŶosti 

pƌostupu podoďŶýĐh látek přes ŵeŵďƌáŶǇ ǀ přisedlýĐh ďuňkáĐh (182)  
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V případě užití galaktózoǀého ŵédia ďǇlǇ ďuňkǇ ŶasetǇ při pasážoǀáŶí příŵo do ŵédia 

s galaktózou a pěstoǀáŶǇ ϳϮ hodiŶ. Jelikož ďuňkǇ ƌostlǇ poŵaleji, ďǇlo ŵŶoheŵ oďtížŶější 

odhadŶout počátečŶí hustotu. PůǀodŶě ďǇlo ŵédiuŵ ďuňkáŵ ǀǇŵěňoǀáŶo dƌuhý deŶ od 

Ŷasetí, ale ukázalo se, že hlaǀŶí ǀliǀ Ŷa spƌáǀŶé přisedŶutí ŵá předeǀšíŵ koŶĐeŶtƌaĐe séƌa, 

tudíž Ŷašiŵ potřeďáŵ – poŶeĐhat ďuňkǇ Đo Ŷejdelší doďu ǀ aglǇkeŵiĐkéŵ pƌostředí – 

ǀǇhoǀoǀal sǇstéŵ pasážoǀáŶí příŵo do ŵédia s galaktózou, ďez glukózǇ. 

V případě ǀzoƌků ŵěřeŶýĐh ǀ odlišŶýĐh koŶĐeŶtƌaĐíĐh CO2 ďǇlǇ ďuňkǇ Ŷa ϳϮ hodiŶ 

pěstoǀáŶǇ ǀ odlišŶé atŵosféře a do ŵédia ďǇlo přidáŶo Na2HCO3 v ekǀiǀaleŶtŶíŵ ŵŶožstǀí, 

tj. pro 1% CO2 pouze ϭ/ϱ oďjeŵu, zďǇtek ďǇl suploǀáŶ ǀodou. pH jedŶotliǀýĐh ŵédií bylo 

oǀěřeŶo digitálŶíŵ pH ŵetƌeŵ ǀ daŶéŵ pƌostředí před i po eǆpeƌiŵeŶtu, aďǇ ŶedoĐházelo 

k ŵěřeŶí aƌtefaktů ǀliǀeŵ zŵěŶǇ pufƌačŶí kapaĐitǇ. 

4.4.1.2 Design eǆperiŵeŶtu pro získáŶí přesŶé koŶĐeŶtraĐe aŶalǇtů 

MetaďolitǇ ďǇlǇ ŵěřeŶǇ ǀe ǀzoƌĐíĐh, ke kteƌýŵ ŶeďǇl přidáŶ zŶačeŶý glutaŵiŶ. Pƌáǀě 

inkorporace 
13C ďǇla důǀodeŵ, jeŶž u ŶěkteƌýĐh ŵetaďolitů zŶeŵožŶil přesŶou kǀaŶtifikaĐi. 

MŶoheŵ jedŶodušší ďǇlo zaǀést metodu čistě pƌo ŶezŶačeŶé aŶalǇtǇ. V ƌáŵĐi spƌáǀŶého 

staŶoǀeŶí koŶĐeŶtƌaĐe ďǇlo ďuňkáŵ Ϯϰ hodiŶ před eǆpeƌiŵeŶteŵ ǀǇŵěŶěŶo ŵédiuŵ za 

čeƌstǀé. Důǀodeŵ ďǇla zhoƌšeŶá ƌepƌodukoǀatelŶost ǀýsledků, pokud tak ŶeďǇlo učiŶěŶo. 

TeŶto jeǀ ďǇl opakoǀaŶě pozoƌoǀáŶ a pƌaǀděpodoďŶě ho způsoďoǀalo sŶížeŶí koŶĐeŶtƌaĐe 

žiǀiŶ po třídeŶŶí iŶkuďaĐi, Đož oǀliǀŶilo i koŶĐeŶtƌaĐi sledoǀaŶýĐh aŶalǇtů a poŵěƌ 

jedŶotliǀýĐh aŶapleƌotiĐkýĐh dƌah. V deŶ eǆpeƌiŵeŶtu ďǇlǇ ďuňkǇ poŵoĐí tƌǇpsiŶu sklizeŶǇ, 

ďuŶěčŶá suspeŶze ďǇla stočeŶa a ďuŶěčŶá peleta byla po odsátí supeƌŶataŶtu pƌoŵǇta PBS, 

v téŵže ƌoztoku ƌesuspeŶdoǀáŶa a v ďuŶěčŶé suspeŶzi ďǇlǇ spočítáŶǇ ďuňkǇ. )Ŷoǀu stočeŶá 

peleta byla okaŵžitě zŵƌažeŶa v -ϴϬ°C, kde byla uskladŶěŶa do přeǀozu a do ǀlastŶí 

aŶalǇtiĐké fáze zpƌaĐoǀáŶí vzorku. 
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4.4.2 AŶalǇtiĐká fáze získáŶí ŵetaďolitů 

BuŶěčŶé ŵetaďolitǇ ďǇlǇ získáǀáŶǇ ŵodifikoǀaŶou FolĐhoǀou eǆtƌakĐí z in vitro 

pěstoǀaŶýĐh tkáňoǀýĐh kultuƌ i oƌgáŶů ǀǇjŵutýĐh z pokusŶýĐh potkaŶů.  

Z oƌgáŶů ďǇlǇ ještě ǀe zŵƌzléŵ staǀu odkƌojeŶǇ kouskǇ, zǀážeŶǇ a uƌǇĐhleŶě 

hoŵogeŶizoǀáŶǇ ǀ ŵethaŶolu a až po hoŵogeŶizaĐi ďǇla přidáŶa ǀe stejŶéŵ oďjeŵu ǀoda. 

BuŶěčŶá peleta z in vitro experimentu byla příŵo lǇzoǀáŶa sŵěsí ŵethaŶol/ǀoda ;ϭ/ϭ). 

K ǀzoƌkůŵ ǀ poláƌŶí fázi ďǇl přidáŶ Đhloƌofoƌŵ a k ǀzŶiklé sŵěsi 

(methanol/ǀoda/Đhloƌofoƌŵ = ϭ/ϭ/ϮͿ ďǇla přidáŶa EDTA ;ǀýsledŶá Đ=ϱϬ µMͿ pƌo lepší fázoǀé 

ƌozděleŶí poláƌŶíĐh a ŶepoláƌŶíĐh koŵpoŶeŶt a pƌeĐipitaĐi pƌoteiŶů Ŷa fázoǀéŵ ƌozhƌaŶí. 

VzoƌkǇ ďǇlǇ důkladŶě pƌoŵíĐháŶǇ, pƌotřepáŶǇ a zǀoƌteǆoǀáŶǇ a ŶásledŶě ĐeŶtƌifugoǀáŶǇ 

při 1000 x g po dobu 10 minut.  

Po stočeŶí ďǇla hoƌŶí poláƌŶí fáze odděleŶa a lǇofilizoǀáŶa do úplŶého odpařeŶí – 

v záǀislosti Ŷa oďjeŵu ĐĐa ϲ – 12 hodin.  

Při ŵěřeŶí koŶĐeŶtƌaĐe ŵetaďolitů ďǇl k ďuŶěčŶé peletě nebo k vzorku tkáŶě přidáŶ před 

přípƌaǀou šťaǀelan sodŶý jako ǀŶitřŶí staŶdaƌd.  

4.4.3  GC-MS ŵěřeŶí 

LǇofilizoǀaŶé ǀzoƌkǇ ďǇlǇ deƌiǀatizoǀáŶǇ ϲϬ ŵiŶut při ϲϬ°C sŵěsí pǇƌidiŶ/N,O-

bis(trimethyl)silyl acetamid/chlorotrimetylsilanu v poŵěƌu 10/ϰ/Ϯ. DeƌiǀatizačŶí sŵěs se 

ǀzoƌkeŵ ďǇla ŶastřikoǀáŶa příŵo do plǇŶoǀého Đhƌoŵatogƌafu ϲϴϵϬN ;AgileŶt TeĐhŶologies, 

USA) s M“ detekĐí ϱϵϳϯN ;AgileŶt TeĐhŶologies, U“AͿ. V oǀěřeŶýĐh spektƌeĐh ŵetaďolitů 

ďǇlǇ ǀǇďƌáŶǇ speĐifiĐké ioŶtǇ pƌo “IM detekĐi ;seleĐted ioŶ ŵoŶitoƌiŶgͿ: ǀŶitřŶí staŶdaƌd ŵ/z 

ϭϵϬ, Đitƌát ŵ/z Ϯϳϯ, ŵalát ŵ/z ϯϯϱ, ϮHG ŵ/z ϯϰϵ, ϮOG ŵ/z ϯϰϳ, laktát ŵ/z Ϯϭϵ, fuŵaƌát ŵ/z 

Ϯϰϱ. Pƌo “IM izotopiĐkǇ zŶačeŶýĐh ŵetaďolitů ďǇl zǀoleŶ ioŶt ŵ/z M+ϭ.  
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4.4.4 PostaŶalǇtiĐká fáze – vǇhodŶoĐeŶí výsledků 

VýsledkǇ ďǇlǇ ǀǇhodŶoĐeŶǇ Ŷa základě Ŷíže uǀedeŶýĐh ǀýpočtů. 

4.4.4.1 Výpočet relativŶí iŶkorporaĐe ϭϯC 

Míƌa iŶkoƌpoƌaĐe ;MIͿ ďǇla ǀǇpočítáŶa jako pƌoĐeŶtuálŶí zastoupeŶí ŵetaďolitu 

s ŵolekuláƌŶí hŵotŶostí o jedŶu ǀětší ;M+ϭͿ. PƌoĐeŶta ďǇla spočítáŶa z ploĐh píků pƌo 

metabolity s iŶkoƌpoƌaĐí M+ϭ a ďez iŶkoƌpoƌaĐe M ;a.Ϳ.  

a. �� = �+1�+ሺ�+1ሻ 
Pƌo staŶoǀeŶí iŶkoƌpoƌaĐe ďǇlo oǀšeŵ důležité staŶoǀit pozadí, kteƌé ǀǇjadřuje 

pƌaǀděpodoďŶost s jakou se ioŶt M+ϭ ďude přiƌozeŶě ǀǇskǇtoǀat, pƌotože i saŵotŶé ǀzoƌkǇ 

bez 1-
13

C-glutaminu ŵají přiƌozeŶě zastoupeŶé izotopǇ M+ϭ, tudíž saŵotŶá MI ďez koƌekĐe 

pozadí Ŷeŵá skutečŶou ǀýpoǀědŶí hodŶotu. Pozadí ďǇlo spočítáŶo pƌo jedŶotliǀé 

ŵolekuláƌŶí fƌagŵeŶtǇ ;ioŶtǇͿ, kteƌé ďǇlǇ ŵěřeŶǇ ǀ SIM modu na GC/MS a ŶásledŶě oǀěřeŶǇ 

eǆpeƌiŵeŶtálŶě.  

Pro měřeŶí RK ďǇl zǀoleŶ ioŶ Đitƌátu ŵ/z Ϯϳϯ (Obrázek ϳ), ŵalátu ϯϯϱ (Obrázek ϴ) a 2HG 

349 (Obrázek ϵ).  

 

Oďrázek 7 Molekula Đitƌátu po deƌiǀatizaĐi tƌiŵethǇlsilǇlačŶí sŵěsí. ČeƌveŶé čáƌǇ ŶazŶačují ŵísta, kteƌá se 
s Ŷejǀětší pƌaǀděpodoďŶostí odštěpí při ioŶizaĐi M“ 

 

IoŶt Đitƌátu ŵá po odštěpeŶí fƌagŵeŶtů atomy v ŵŶožstǀí 11xC, 2xSi, 4xO a 22xH.  
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Výpočet pozadí ;PͿ ďǇl pƌoǀedeŶ dle pƌůŵěƌŶého, zŶáŵého, pƌoĐeŶtuálŶího ǀýskǇtu M+ϭ 

izotopů pƌo jedŶotliǀé atoŵǇ (i), kteƌý ďǇl ǀǇŶásoďeŶý jejiĐh ŵŶožstǀí X (b.). 

b. � = ∑%� . �� 
Po dosazeŶí dat ;ϭ,ϭ% 13

C; 4,67% 
29

Si; 0,015% 
2
D; 0,039% 

17OͿ do ƌoǀŶiĐe získáŵe ǀztah 

pƌo Đitƌát: 

      ����௥á� = ͳ,ͳ%. ͳͳ + Ͷ,͸͹%. ʹ + Ͳ,Ͳͳͷ%. ʹʹ + Ͳ,Ͳ͵9%. Ͷ 

     ����௥á� = ʹͳ,9ʹ͸% 

Další ŵolekulou je ŵalát ϯϯϱ, Đož je ŵolekuláƌŶí iont bez jednoho methylu (Obrázek ϴ) se 

suŵáƌŶíŵ vzorcem C12H27O5Si3 a P=27,81%. 

 

Oďrázek 8 Molekula ŵalátu po deƌiǀatizaĐi tƌiŵethǇlsilǇlačŶí sŵěsí. Pƌo M“ detekĐi je použit fƌagŵeŶt 
postƌádajíĐí ŵethǇloǀou skupinu. 

 

“tejŶě jako ioŶt ŵalátu, je i ioŶt ϮHG ϯϰϵ fƌagŵeŶt, kteƌý postƌádá jedŶu ŵethǇloǀou 

skupinu (Obrázek ϵͿ. Jeho stƌuktuƌŶí ǀzoƌeĐ je C13H29O5Si3 a P=28,94%. 

 

Oďrázek 9 Molekula ϮHG po deƌiǀatizaĐi tƌǇŵethǇlsilǇlačŶí sŵěsí. Pƌo M“ detekĐi je použit fƌagŵeŶt 
postƌádajíĐí ŵethǇloǀou skupiŶu. 

 

Výpočet pozadí u ǀšeĐh ŵolekul ďǇl odlišŶý Ŷež eǆpeƌiŵeŶtálŶí ǀýsledek. HodŶota 

zŵěřeŶá Ŷa GC/M“ se lišila zhruba o 2,5 až ϱ jedŶotek %, Đož odpoǀídalo ϮϬ% z Đelkoǀé 
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teoreticky vypočítaŶé hodŶotǇ, přičeŵž skutečŶá, ŶaŵěřeŶá hodŶota ďǇla ǀždǇ Ŷižší. Tento 

jev je s Ŷejǀětší pƌaǀděpodoďŶostí způsoďeŶ saŵotŶou pƌaǀděpodoďŶostí, s jakou se 

ǀǇskǇtují M+ϭ a M+Ϯ ŵolekulǇ ǀe sŵěsi. TeoƌetiĐký ǀýpočet Ŷezohledňuje ŵožŶost, že jedna 

molekula může obsahovat dva atomy A+1. V toŵ případě ďǇ pak daŶá ŵolekula ŵěla M+Ϯ, 

Đož díkǇ Ŷašeŵu ŶastaǀeŶí “IM ŵodu na GC-MS Ŷejsŵe sĐhopŶi detekoǀat. PƌoĐeŶtuálŶě se 

Ŷáŵ tedǇ sŶižuje zastoupeŶí ŵolekul pouze s jedŶíŵ izotopeŵ díkǇ ŵožŶýŵ peƌŵutaĐíŵ ǀe 

ǀýskǇtu izotopů. PƌoĐeŶto takto spáƌoǀaŶýĐh atoŵů ;M+Ϯ a ǀíĐeͿ siĐe ŶeŶí ǀǇsoké, ale 

záƌoǀeň při takto ǀelkýĐh ŵolekuláĐh ŶeŶí aŶi zaŶedďatelŶé. NaǀíĐ teŶto ǀýpočet je ǀhodŶý 

pouze pƌo ŵalé ŵolekulǇ a pƌo ŵolekulǇ ŵŶoheŵ ǀětší ďýǀají ǀǇužitǇ koŵpleǆŶější 

ŵateŵatiĐké ŵodelǇ, zahƌŶujíĐí sofistikoǀaŶější ǀzoƌĐe pƌo ǀýpočet distƌiďuĐe izotopů (183). 

Ve ǀšech experimentech se zŶačeŶýŵ glutaminem byly proto ŵěřeŶǇ koŶtƌolŶí ǀzoƌkǇ, ke 

kteƌýŵ ŶeďǇl přidáŶ izotopiĐkǇ zŶačeŶý glutaŵiŶ. EǆpeƌiŵeŶtálŶě oǀěřeŶé hodŶotǇ P ďǇlǇ 

použitǇ pƌo ǀýpočet iŶkoƌpoƌaĐe (Pexp). NutŶo podotkŶout, že eǆpeƌiŵeŶtálŶě zjištěŶé 

pozadí siĐe ŶeďǇlo přesŶě shodŶé s teoƌetiĐkýŵ, ale pokaždé ǀǇkazoǀalo stejŶé hodŶotǇ, 

saŵozřejŵě s ohledem na ĐhǇďǇ při odečítáŶí píků ǀ ƌůzŶýĐh eǆpeƌiŵeŶteĐh. TeoƌetiĐké 

hodŶotǇ sloužilǇ pƌo koŶtƌolu spƌáǀŶosti ŵěřeŶí. 

Výpočet ŵíƌǇ iŶkoƌpoƌaĐe s koƌekĐí eǆpeƌiŵeŶtálŶě zjištěŶého pozadí bǇl ŶásledoǀŶý: 

c. ���௢௥ = �� − ��௫௣ 

MIkor je skutečŶá iŶkoƌpoƌaĐe po odečteŶí eǆpeƌiŵetŶálŶě zjištěŶého pozadí příƌodŶě 

zastoupeŶýĐh 13
C molekul.  

V případě, že ďǇĐhoŵ odečítali teoƌetiĐké hodŶotǇ P, ǀŶášeli ďǇĐhoŵ si sǇsteŵatiĐkǇ 

ĐhǇďu a sŶižoǀali ŵíƌu iŶkoƌpoƌaĐe. 

MI je ŶaŵěřeŶá iŶkoƌpoƌaĐe ǀčetŶě příƌodŶě zastoupeŶýĐh 13
C molekul 

Pexp je eǆpeƌiŵeŶtálŶě zjištěŶé pozadí ǀe ǀzoƌĐíĐh ďez použítí 13
C-glutaminu 
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4.4.4.2 Výpočet koŶĐeŶtraĐe ŵetaďolitů u eǆperiŵeŶtů ďez přidáŶí 

zŶačeŶého glutaŵiŶu 

)ásadŶí pƌo kǀaŶtifikaĐi se ukázalo použití ǀŶitřŶího staŶdaƌdu. DíkǇ Ŷestaďilitě 

deƌiǀatizačŶího čiŶidla a jeho ŶáĐhǇlŶosti Ŷa půsoďeŶí ǀzdušŶé vlhkosti doĐházelo i ďěheŵ 

ŵěřeŶí k částečŶé degƌadaĐi ǀzoƌku, pƌoto ďǇlo ŶutŶé ǀztahoǀat ploĐhǇ píků ŵetaďolitů 

k Ŷějaké stƌuktuƌŶě podoďŶé látĐe, kteƌá ǀǇkazuje podoďŶý ƌeteŶčŶí čas, ale ŶeǀǇskǇtuje se 

přiƌozeŶě ǀ ďuňkáĐh.  EǆpeƌiŵeŶtálŶíŵ oǀěřeŶíŵ ďǇla pƌo teŶto účel zǀoleŶa kǇseliŶa 

šťaǀeloǀá, jejíž ŵŶožstǀí je ǀ tkáŶíĐh ǀ ƌáŵĐi šuŵu zaŶedďatelŶé ;ŶeďǇlo ji ŵožŶé staŶoǀit 

ani kǀalitatiǀŶěͿ, a ŶaǀíĐ je po přidáŶí sŶadŶo detekoǀatelŶá a ƌelatiǀŶě staďilŶí. Z fiŶaŶčŶíĐh 

důǀodů ŶeďǇlo ŵožŶé použít izotopǇ zŶačeŶé staŶdaƌdǇ.  

V odhadoǀaŶéŵ ƌozŵezí koŶĐeŶtƌaĐe ŵetaďolitů ďǇlǇ zŵěřeŶǇ kaliďƌačŶí příŵkǇ. PřesŶá 

koŶĐeŶtƌaĐe u ƌeálŶýĐh ǀzoƌků pak ďǇla ještě přepočítáŶa Ŷa počet ďuŶěk. 

PřesŶá koŶĐeŶtƌaĐe ďǇla ǀǇpočítáŶa ze sŵěƌŶiĐe kaliďƌačŶí příŵkǇ, přičeŵž Ŷa osu y byl 

vǇŶášeŶ poŵěr Ai/As, kde Ai je ploĐha píku aŶalǇtu a As ploĐha píku ǀŶitřŶího staŶdaƌdu 

šťaǀelaŶu. Osa x pak popisuje zŶáŵou koncentraci standardu analytu cas. Na základě 

předpokladu ŵožŶé interpolace a extrapolace mohla ďýt spočítáŶa přesŶá koŶĐeŶtƌaĐe 

analytu pƌo koŶkƌétŶí poŵěƌǇ Ai/As. VýsledŶá hodŶota ďǇla ještě přepočteŶa Ŷa počet 

ďuŶěk. )e ǀztahu ݕ = �. ݔ + �, kde k je sŵěƌŶiĐe příŵkǇ a q posuŶutí po ose Ǉ, ďǇla 

ǀǇpočteŶa sŵěƌŶiĐe jako: 

a. � = ௬−௤௫  

Přičeŵž platí, že q = 0, kdǇž cas (Aas) nebo koncentrace analytu ci (Ai) = 0. 

Lze tedy odvodit vztah pro k, přičeŵž po dosazeŶí získáŵe tuto ƌoǀŶiĐi: 

b. � = ������� 
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Po takto zŵěřeŶé a ǀǇpočítaŶé sŵěƌŶiĐi pro jedŶotliǀé staŶdaƌdǇ aŶalǇtů ŵohla ďýt 

ǀǇpočítáŶa koŶĐeŶtƌaĐe aŶalǇtu ci v ƌeálŶýĐh ǀzoƌĐíĐh. 

 

 

c. �� = ����ೖ௫��೗೗ 
xcell zde předstaǀuje ŵŶožstǀí ďuŶěk. VýsledŶá koŶĐeŶtƌaĐe aŶalǇtu ǀe ǀzoƌku pak ďǇla 

ǀǇjádřeŶa ǀ Ŷŵol/ŵilioŶ ďuŶěk. 

V ŶádoƌoǀýĐh ďuňkáĐh ďǇlǇ ŵěřeŶǇ ŵetaďolitǇ Kƌeďsoǀa ĐǇklu ;Đitƌát, ŵalát, fuŵaƌát, 

ϮOGͿ, ǀčetŶě ϮHG a laktátu.  

4.5 IzolaĐe orgáŶů z potkaŶů 

Potkani byli usmrceni a z jejiĐh těl ďǇlǇ uƌǇĐhleŶě ǀǇjŵutǇ potřeďŶé oƌgáŶǇ či jiŶé tkáŶě, 

kteƌé ďǇlǇ okaŵžitě zŵƌažeŶǇ ǀ tekutéŵ dusíku, aďǇ došlo k ŵiŶiŵálŶíŵu posuŶu ǀ hladiŶě 

jedŶotliǀýĐh ŵetaďolitů. Po úplŶéŵ zaŵƌazeŶí ďǇlǇ oƌgáŶǇ přesuŶutǇ do ŵƌazáku -ϴϬ°C, kde 

ďǇlǇ uskladŶěŶǇ do aŶalǇtiĐké přípƌaǀǇ.  

S potkaŶǇ ďǇlo zaĐházeŶo ǀ souladu s platŶýŵ zákoŶeŵ Ŷa oĐhƌaŶu zǀířat pƌoti týƌáŶí.  

V případě izolaĐe hepatoĐǇtů ďǇlǇ dodƌžeŶǇ ǀšeĐhŶǇ zásadǇ zákoŶa Ŷa oĐhƌaŶu zǀířat 

pƌoti týƌáŶí. 

PotkaŶí hepatoĐǇtǇ ďǇlǇ izoloǀáŶǇ ǀ laďoƌatoři MUDƌ. NikoliŶǇ KutiŶoǀé-CaŶoǀé, Ph.D. ve 

FaƌŵakologiĐkéŵ ústaǀu ϭ. LF UK podle staŶdaƌdŶího pƌotokolu s použitíŵ kolageŶázǇ 

zajišťujíĐ ƌozpad jateƌŶího pojiǀa.  IzoloǀaŶé ďuňkǇ ďǇlǇ ŶásledŶě zaŵƌažeŶǇ ǀe Williaŵsoǀě 

ŵédiu oďsahujíĐí Ϯ ŵM glutaŵiŶ, Ϭ,Ϭϲ% iŶsuliŶ a ϱ% FC“. V případě, že ďǇlǇ hepatoĐǇtǇ 

kultiǀoǀáŶǇ Ϯϰ hodiŶ Ŷa Petƌiho ŵiskáĐh, ďǇlǇ přeǀezeŶǇ Ŷa ledu a ǀ ŵístě pokusu ďǇlǇ 
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nasety v ŵŶožstǀí ϴ ŵil/ϳϱ Đŵ2
 ŵisku a pěstoǀáŶǇ ǀ DMEM ϱ ŵM glukózoǀéŵ ŵédiu. MiskǇ 

pƌo Ŷasetí ďuŶěk ďǇlǇ kolageŶoǀáŶǇ koŵeƌčŶíŵ ƌoztokeŵ kolageŶu I ;“igŵa AldƌiĐhͿ.  

Fibroblasty byly izoloǀáŶǇ z potkaŶí kůže ;uĐhaͿ a kultiǀoǀáŶǇ ǀ již popsaŶéŵ DMEM ϱŵM 

GlĐ ŵédiu. Nejpƌǀe ďǇl ušŶí lalůček opláĐhŶut ǀ ethaŶolu a ǀe steƌilŶíŵ PB“, poté ďǇl poŵoĐí 

Ŷůžek ƌozstříháŶ Ŷa Đo ŶejŵeŶší kouskǇ, kteƌé ďǇlǇ ŶásledŶě Ŷa Petƌiho ŵisĐe kultiǀoǀáŶǇ do 

doďǇ, Ŷež jedŶotliǀé ušŶí fiďƌoďlastǇ ŶepřisedlǇ Ŷa ŵisku. Poté ďǇlǇ odstƌaŶěŶǇ zďǇtkǇ kůže a 

ďuňkǇ ďǇlǇ přepsážoǀáŶǇ do čisté Petƌiho ŵiskǇ. NásledŶě ďǇla tkáňoǀá kultuƌa staŶdaƌdŶě 

pasážoǀáŶa. 

V pƌáĐi jsŵe poƌoǀŶáǀali izoloǀaŶé fiďƌoďlastǇ: staƌé a ŵladé. LišilǇ se ǀ počtu pasáží – 

ŵladé fiďƌoďlastǇ ďǇlǇ ŵěřeŶǇ do ϭϬ. pasáže, zatíŵĐo staƌé fiďƌoďlastǇ ďǇlǇ pěstoǀáŶǇ ǀíĐe 

Ŷež ϯϬ pasáží. 

4.6 ZískáŶí a zpraĐováŶí krve a ŵoči paĐieŶtek s karcinomem prsu a 

zdravýĐh koŶtrol 

Výzkuŵ pƌoďíhá ǀe spolupƌáĐi s OŶkologiĐkou kliŶikou VFN a odďěƌ ǀzoƌků je sĐhǀáleŶ 

etiĐkou koŵisí. “aŵotŶý odďěƌ sƌážliǀé kƌǀe a ŵoči pƌoďíhá příŵo Ŷa OŶkologiĐké kliŶiĐe, ǀe 

spolupƌáĐi s doĐ. MUDƌ. Petƌou Tesařoǀou, C“Đ. 

Moč je hŶed po odďěƌu zaŵƌažeŶa ǀ -ϴϬ °C. 

Kƌeǀ je po odstáŶí stočeŶa při ϯϬϬϬ RPM po doďu ϭϬ ŵiŶ. “éƌuŵ je odpipetoǀáŶo a 

ƌoǀŶěž zaŵƌažeŶo  ǀ -ϴϬ °C.  

V Ŷašeŵ případě, kdǇ ŵěříŵe ϮHG jako ukazatel solidŶího tuŵoƌu ŶeŶí doďƌé ŵěřit Đelou 

Ŷesƌážliǀou kƌeǀ, Ŷeďoť sigŶál aŶalǇtu ŵůže ďýt ǀ toŵto případě oǀliǀŶěŶ saŵotŶýŵ 

složeŶíŵ kƌǀe, kde Ŷapříklad ďílé kƌǀiŶkǇ díkǇ tǇpiĐké eukaƌǇotiĐké staǀďě ŵohou 

pƌodukoǀat ϮHG a udƌžoǀat si jeho iŶtƌaĐeluláƌŶí koŶĐeŶtƌaĐi, kteƌá ďǇ ǀýsledŶě oǀliǀŶila i 

Ŷáš sigŶál. )e stejŶého důǀodu je ŶutŶé kƌeǀ zpƌaĐoǀat dříǀ Ŷež dojde k heŵolýze.  
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)Ŷáŵé ƌozŵƌazeŶé ŵŶožstǀí séƌa a ŵoči ;ϮϬϬ µl Ŷa ǀzoƌekͿ je dále připƌaǀoǀáŶo podoďŶě 

jako ďuŶěčŶý pelet při ŵěřeŶí koŶĐeŶtƌaĐe ŵetaďolitů, tedǇ FolĐhoǀou eǆtƌakĐí, s tíŵ 

ƌozdíleŵ, že k oďěŵa fluidŶíŵ ǀzoƌkům je přidáŶo ŵalé ŵŶožstǀí NaCl ;<10 mg) pro lepší 

pƌeĐipitaĐi pƌoteiŶů ǀe ǀodŶé fázi a jejiĐh ŶásledŶé usazeŶí ǀ ŵezifázi ŵethaŶol-voda/CHCl3. 

Dále je ǀodŶá fáze odpipetoǀáŶa, lǇofilizoǀáŶa a zpƌaĐoǀáŶa stejŶě jako ostatŶí ďiologiĐké 

vzorky. 

Před saŵotŶou studií ďǇla pƌoǀedeŶa studie staďilitǇ aŶalǇtu – ϮHG. Ukázalo se, že ϮHG je 

ƌelatiǀŶě staďilŶí a ǀ saŵotŶýĐh ǀzoƌĐíĐh ŶedoĐhází k jeho degradaci ani po 

ŵŶohahodiŶoǀéŵ stáŶí ǀ pokojoǀé teplotě.  

4.7 AŶalýza WesterŶ Blot 

BuňkǇ ďǇlǇ trypsinem sklizeny z poǀƌĐhu kultiǀačŶí lahǀe, ke ǀzŶiklé suspeŶzi ďǇlo přidáŶo 

ŵédiuŵ a ǀzoƌek ďǇl stočeŶ při 300 x g/ϱ ŵiŶut. “upeƌŶataŶt ďǇl odsáŶ a peleta promyta 1,5 

ŵl PB“. Tato suspeŶze ďǇla přepipetoǀáŶa do mikrozkumavky a opět stočeŶa 300 x g/5 

minut. PBS bylo odsáŶo a peleta lǇzoǀáŶa/ƌesuspeŶdoǀáŶa adekǀátŶíŵ ŵŶožstǀíŵ lǇzačŶího 

pufru tak, aby se koncentrace proteinu v ŶásledŶéŵ lǇzátu pohǇďoǀala ŵezi Ϯ-4 mg/ml. Po 

ϮϬ ŵiŶ lǇzaĐi Ŷa ledu ďǇlǇ ǀzoƌkǇ stočeŶǇ ϭϬϬϬϬ x g/ϭϬ ŵiŶut a supeƌŶataŶt ďǇl odpipetoǀáŶ 

pƌo další postup. 

PƌoteiŶ ďǇl ŵěřeŶ podle staŶdaƌdŶího postupu pƌo „PieƌĐe BCA assaǇ͞.  

Vzoƌek ďǇl připƌaǀeŶ tak, aďǇ ďǇlo ǀe ǀšeĐh jaŵkáĐh elektƌofoƌetiĐkého gelu stejŶé 

ŵŶožstǀí pƌoteiŶu. Před dáǀkoǀáŶíŵ Ŷa gel ďǇlo ǀǇpočítaŶé ŵŶožstǀí lǇzátu sŵíĐháŶo 

s vzorkovým pufrem na SDS-PAGE s merkaptoethanolem (9:1), a s vodou. NaŵíĐhaŶá sŵěs 

ďǇla poǀařeŶa 10 minut v 90°C. V každém vzorku bylo naneseno 20 µg Đelkoǀého pƌoteiŶu Ŷa 

10% SDS-PAGE a přeďlotoǀáŶo Ŷa PVDF ŵeŵďƌáŶu (75 minut/0,3mA). 
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 IDHϮ ďǇla detekoǀáŶa pƌiŵáƌŶí pƌotilátkou ǀǇǀiŶutou ǀ ŵǇši o koŶĐeŶtƌaĐi ϭ µg/ŵl 

(Abcam). Jako sekuŶdáƌŶí pƌotilátka ďǇla užita aŶti ŵǇší (Abcam). Pƌo ǀǇǀoláŶí ďǇl užit 

ǀǇǀoláǀaĐí ĐheŵiluŵiŶisĐeŶčŶí roztok Luminata Forte Western (Merck).  

4.8 Průtoková ĐǇtoŵetrie (FACS) 

FACS (BD LSR II s HTS) ďǇl použit pƌo ŵěřeŶí příƌůstku pƌodukĐe supeƌoǆidu ǀ žiǀýĐh 

ďuňkáĐh ǀ časoǀéŵ iŶteƌǀalu poŵoĐí fluoƌesĐeŶčŶí ďaƌǀǇ Mito“OX ;Life Technologies) a pro 

ŵěřeŶí ďuŶěčŶého ĐǇklu.  

4.8.1 BuŶěčŶý ĐǇklus 

BuŶěčŶý ĐǇklus ďǇl ŵěřeŶ poŵoĐí oďaƌǀeŶí ďuŶěk jadeƌŶýŵ ĐǇtofluoƌesĐeŶčŶíŵ 

propidium iodidem (Life Technologies). Pƌo toto ŵěřeŶí ďǇlo důležité, aďǇ ďuňkǇ Ŷa ŵiskáĐh 

ŶeďǇlǇ přeƌostlé, jelikož by to ŵohlo oǀliǀŶit ŵíƌu pƌolifeƌaĐe, a tíŵ pádeŵ ǀzájeŵŶé 

poƌoǀŶáǀáŶí ǀzoƌků. OďeĐŶě se totiž ŵá za to, že ďuňkǇ, kteƌé dosahují téŵěř ϭϬϬ% 

koŶflueŶĐe, ŵohou díkǇ iŶteƌĐeluláƌŶí koŵuŶikaĐi oŵezit ŵíƌu pƌolifeƌaĐe a zpoŵalit 

metabolismus. OdhadoǀaŶá koŶflueŶĐe ďuŶěk se proto obvykle pohybovala mezi 50 – 70%. 

VǇĐházeli jsŵe z publikoǀaŶýĐh ŵetod (184, 185) a z protokolu od Life Technologies 

(Oďƌázek 10). 



64 

 

 

Oďrázek 10 EǆĐitační a eŵisŶí spektƌuŵ pƌopidiuŵ iodidu ;Eǆ./Eŵ.:ϱϯϱ/ϲϭϳͿ. Přeǀzato z Termofisher.com
3
 

 

BuňkǇ ďǇlǇ pěstoǀáŶǇ ϱϬ hodiŶ ǀ podŵíŶkáĐh ďez seƌa ± ϮHG, koŶtƌolŶí ďuňkǇ byly 

pěstoǀáŶǇ s ŶoƌŵalizoǀaŶou hladiŶou séƌa, a také v hypoxii.  

BuňkǇ ďǇlǇ sklizeŶǇ tƌǇpsiŶeŵ, peleta byla promyta PB“, ƌesuspeŶdoǀáŶa a ďuňkǇ 

spočítáŶy. Poté ďǇl ƌozděleŶ do zkuŵaǀek po ϭ,ϱ ŵilioŶu ďuŶěk. “uspeŶze ďǇla stočeŶa (300 

ǆ g, ϱŵiŶͿ a PB“ ďǇlo odsáto. Pelety se stejŶýŵ počteŵ ďuŶěk ďǇlǇ fiǆoǀáŶǇ ǀǇĐhlazeŶýŵ 

ϳϬ% ethaŶoleŵ, kteƌý ďǇl postupŶě přikapáǀáŶ za stálého ǀoƌteǆoǀáŶí. EthaŶoliĐká suspeŶze 

ďǇla poŶeĐháŶa ǀ ledŶiĐi po doďu ŵiŶiŵálŶě Ϯ hodiŶ, poté ďǇlǇ ďuňkǇ stočeŶǇ ;ϴϬϬ ǆ g, ϱ 

ŵiŶͿ a ethaŶol ďǇl opatƌŶě odsáŶ. NakoŶeĐ ďǇlǇ zafiǆoǀaŶé peletǇ pƌoŵǇtǇ ϱ ŵl PB“, zŶoǀu 

stočeŶǇ ;PB“ ďǇlo odstƌaŶěŶoͿ a ƌesuspeŶdoǀáŶǇ ǀ ϯϬϬ µl PB“ oďsahujíĐíŵ RNAsu A o 

koŶĐeŶtƌaĐi ϮϬ µg/ŵl ;eliŵiŶaĐe pozadí způsoďeŶého ŶežádouĐí RNAͿ. )a pokojoǀé teplotǇ 

ďǇla suspeŶze iŶkuďoǀáŶa ŵiŶiŵálŶě ϱ ŵiŶut a nakonec byl příŵo k suspenzi přidáŶ 

propidium iodid o ǀýsledŶé koŶĐeŶtƌaĐi ϭϬϬ µg/ŵl.  

                                                      
3
 https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/P1304MP 
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Takto oǀliǀŶěŶé ǀzoƌkǇ ďǇlǇ pƌaktiĐkǇ okaŵžitě ŵěřeŶǇ Ŷa FAC“, kde ďǇlo pƌo každý 

ǀzoƌek ŶasďíƌáŶo ϮϬϬϬϬ událostí a poŵoĐí pƌogƌaŵu FloǁJo ďǇlo ǀǇhodŶoĐeŶo pƌoĐeŶtuálŶí 

zastoupeŶí Gϭ/GϬ, “ a GϮ fáze. 

4.8.2 MěřeŶí produkĐe superoǆidu 

“upeƌoǆid ďǇl ŵěřeŶ Ŷa základě ŵodifikoǀaŶého pƌotokolu od společŶosti Life 

TeĐhŶologies, ǀolŶě přístupŶého u požadoǀaŶého pƌoduktu – MitoSOX ;Oďƌázek ϭϭͿ. 

 

 

Oďrázek 11 EǆĐitačí a eŵisŶí spektƌuŵ Mito“OX ;Eǆ./Eŵ.:ϱϭϬ/ϱϴϬͿ. Přeǀzato z termofisher.com
4
 

 

KoŶtƌolŶí ďuňkǇ ďǇlǇ pěstoǀáŶǇ do ϴϬ% koŶflueŶĐe 50 hodin v daŶýĐh podŵíŶkáĐh: 

v hǇpoglǇkéŵii ϭŵM GlĐ, ďez glutaŵiŶu. K další skupiŶě ďǇl do stejŶého ŵédia přidáŶ ϮŵM 

ϮHG Ŷa ϴ a ϱϬ hodiŶ. TǇto podŵíŶkǇ ďǇlǇ zǀoleŶǇ s ohledem na charakter 2HG a 

metabolismus 2HG, to zŶaŵeŶá, s ohledeŵ Ŷa ŵožŶost ǀzŶiku ϮHG příŵo z glutaminu byl 

glutaŵiŶ eliŵiŶoǀáŶ, a hǇpoglǇkéŵie ďǇla zǀoleŶa za účeleŵ pƌohlouďeŶí oǆidatiǀŶí 

fosforylace. 

                                                      
4
 https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/M36008 
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NapěstoǀaŶé ďuňkǇ ďǇlǇ těsŶě před ŵěřeŶíŵ sklizeŶǇ poŵoĐí tƌǇpsiŶu, ƌesuspeŶdoǀáŶǇ 

v 1 ŵl ƌůstoǀého ŵédia, přepipetoǀáŶǇ do ĐeŶtƌifugačŶí zkuŵaǀkǇ FalĐoŶ, do kteƌé ďǇl 

posléze přidáŶ ϭµl ƌozpuštěŶé ďaƌǀǇ Mito“OX o koŶĐeŶtƌaĐi ϱ µM. VýsledŶá koŶĐeŶtƌaĐe 

MitoSOXu v ŵédiu ďǇla tedǇ přiďližŶě ϱ ŶM. BuŶěčŶá suspeŶze ďǇla poŶeĐháŶa ϭϱ ŵiŶut 

v iŶkuďátoƌu při ϯϳ°C, poté ďǇla stočeŶa při ϯϬϬ ǆ g, ϱ ŵiŶut ;podle potřeďǇ ďuŶěkͿ a 

saŵotŶé ŵédiuŵ s ďaƌǀou ďǇlo odsáŶo. Pelet ďǇl zŶoǀu ƌesuspeŶdoǀáŶ ǀ PBS a 

přepipetoǀáŶ do ŵěříĐí zkuŵaǀkǇ koŵpatiďilŶí s FAC“.  

“aŵotŶé ŵěřeŶí ďǇlo pƌoǀáděŶo ǀ ƌežiŵu tiŵelaps, kde ďǇlo každou ŵiŶutu ŶasďíƌáŶo 

ϭϬϬϬϬ událostí, jejiĐhž pƌůŵěrŶá fluoƌesĐeŶĐe ďǇla ǀǇŶášeŶa Ŷa časoǀou osu.  

VǇhodŶoĐeŶí zaǀislosti produkce superoxidu v čase ďǇlo pƌoǀedeŶo ǀ programu Microsoft 

Excel, kde byla z příŵkǇ záǀislosti ǀǇpočteŶa sŵěƌŶiĐe, jejíž stƌŵost odpoǀídala pƌodukĐi 

superoxidu.  

4.9 Metoda pro staŶoveŶí ŵírǇ proliferaĐe poŵoĐí 

bromodeoxyuridinu 

Výhoda této ŵetodǇ, Ŷa ƌozdíl od ďuŶěčŶého ĐǇklu, je ǀ  jasŶé iŶteƌpƌetaĐi ǀýsledků, kteƌé 

připouští ŵiŶiŵálŶí spekulaĐe. Záƌoǀeň díkǇ iŶkoƌpoƌaĐi ϱ-bromo-Ϯ´-deoxyuridinu do DNA 

ŵůžeŵe jedŶozŶačŶě říĐt, kolik ďuŶěk, ƌespektiǀe ďuŶěčŶé DNA se za daŶý časoǀý úsek 

replikovalo.  

BuňkǇ (potkaŶí fiďƌoďlastǇ, ŶeuƌoďlastoŵǇ “H“YϱYͿ byly pěstoǀáŶǇ Ŷa ϲ-jaŵkoǀýĐh 

Petƌiho ŵiskáĐh do koŶflueŶĐe ϲϬ - 80% v popsaŶýĐh podŵíŶkáĐh pƌo ǀýzkuŵ zŵěŶǇ 

proliferace po oǀliǀŶěŶí ϮHG ;ϭ% FT“ ± ϮHG, hǇpoǆie, ŶoƌŵoǆieͿ. NásledŶě jiŵ ďǇlo 

ǀǇŵěŶěŶo ŵédiuŵ za čeƌstǀé s přídaǀkeŵ ϭϬ µM ϱ-bromo-Ϯ´-deoxyuridinu (Roche; BrDU) a 

ďuňkǇ ďǇlǇ iŶkuďoǀáŶǇ ϯ, respektive ϭϲ hodiŶ.  Po iŶkuďaĐi ďǇlǇ pƌoŵǇtǇ PB“ a fiǆoǀáŶǇ 
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kǇselýŵ ethaŶoleŵ o pH Ϯ ǀ -ϮϬ°C ŵiŶiŵálŶě ϯϬ ŵiŶut, ŶásledŶě po odsáŶí ethaŶolu 

promyty 3 ǆ ϭϬ ŵiŶut PB“. FiǆaĐe a ŶásledŶá ƌehǇdƌataĐe ďuŶěk způsoďilǇ jejiĐh hoƌší 

přilŶaǀost k jaŵkáŵ, pƌoto ďǇlo ŶezďǇtŶé při dalšíŵ postupu či pƌoŵýǀáŶí šetƌŶé zaĐházeŶí.  

Po pƌoŵǇtí PB“ ďǇlǇ ďuňkǇ iŶkuďoǀáŶǇ ϲϬ ŵiŶut s pƌiŵáƌŶí pƌotilátkou pƌoti BƌDU (Cell 

proliferation kit, Roche). Anti-BƌDU ďǇla ǀǇŵǇta pƌoŵýǀaĐíŵ pufƌeŵ ;Ϭ,Ϭϱ% TƌitoŶ-X-100, 

0,05% Tween 20 a 0,1 M glycin v PBS; Sigma-AldrichͿ, ǀzoƌkǇ ďǇlǇ iŶkuďoǀáŶǇ se sekuŶdáƌŶí 

pƌotilátkou „aŶti-ŵouse͞ ďaƌǀeŶou s Alexa Fluor 488 (Sigma-Aldrich) 60 minut, a opět ϯǆ 

pƌoŵǇtǇ PB“. VzoƌkǇ těsŶě před ŵěřeŶíŵ ďǇlǇ ještě oďaƌǀeŶǇ HoeĐhst ϯϯϯϰϮ ;MoleĐulaƌ 

PƌoďesͿ, kteƌý oďaƌǀil ǀšeĐhŶa jádƌa.  

VzoƌkǇ ďǇlǇ aŶalǇzoǀáŶǇ Ŷa fluoƌesĐeŶčŶíŵ ŵikƌoskopu, kde ďǇlǇ při ϰϴϴ nm zobrazeny 

jádƌa ƌozděleŶýĐh ďuŶěk, tedǇ jádƌa s inkorporovanou BrDU. Míƌa pƌolifeƌaĐe pak ďǇla 

ǀǇpočítáŶa jako pƌoĐeŶtuálŶí zastoupeŶí BƌDU pozitiǀŶíĐh jadeƌ ǀs. počet ǀšeĐh jadeƌ, kteƌá 

ďǇla zoďƌazeŶa při ϯϰϮ Ŷŵ díkǇ HoeĐhst. Počet jadeƌ ǀ daŶýĐh ǀlŶoǀýĐh délkáĐh ďǇl 

ǀǇpočítáŶ ǀ programu ImageJ. 
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5 Výsledky  

5.1 BuňkǇ prsŶího karĐiŶoŵu  

Pro potǀƌzeŶí aktiǀitǇ RK ǀ ŶádoƌoǀýĐh ďuňkáĐh ďǇlǇ zǀoleŶǇ ďuňkǇ lidského 

adenokarcinomu prsu HTB-126 a MDA-MB-231, pƌotože Ŷa toŵto ďuŶěčŶéŵ ŵodelu ŶeďǇla 

RK dosud pƌokázáŶa. BuňkǇ ďǇlǇ oǀliǀŶěŶǇ Ŷa Ŷěkolika úƌoǀŶíĐh: koŶĐeŶtƌaĐí kǇslíku ;ďǇlo 

použito ϱ% O2, tedy slaďá hypoxie (HPX)), složeŶíŵ ŵédia ;koŶĐeŶtƌaĐí glukózǇ, GlĐͿ a Ŷa 

ŵolekuláƌŶí úƌoǀŶi  sileŶĐiŶgem IDH2 a IDH1.  

5.1.1 Citrát a ŵalát jako ŵarker reduktivŶí karďoǆǇlaĐe 

Jako ŵaƌkeƌ RK ďǇlǇ zǀoleŶǇ Đitƌát a ŵalát v koŵďiŶaĐi se speĐifiĐkýŵ ŵetaďoliĐkýŵ 

zŶačeŶíŵ ŶaǀƌžeŶýŵ pƌo pƌokázáŶí jak ŵíƌǇ RK, tak glutaŵiŶolýzǇ ;ǀiz. Kapitola 3.3.1) jako 

ǀýzŶaŵŶé ŵetaďoliĐké dƌáhǇ. BǇla ŵěřeŶa iŶkoƌpoƌaĐe 
13

C z izotopiĐkǇ zŶačeŶého 

glutaminu (Gln) do Đitƌátu a ŵalátu, ŵetaďolitů Kƌeďsoǀa ĐǇklu. “oučasŶě s tíŵ ďǇla 

zkouŵáŶa dƌáha sǇŶtézǇ ϮHG. 

5.1.1.1 HTB-126 

U Đitƌátu došlo k inkorporaci 
13

C z Gln pƌostředŶiĐtǀíŵ RK ǀ NMX i HPX, a v oďou použitýĐh 

koŶĐeŶtƌaĐíĐh glukózǇ ;Glc). V hǇpoǆiĐkéŵ pƌostředí došlo k statistiĐkǇ sigŶifikaŶtŶíŵu 

zvýšeŶí iŶkoƌpoƌaĐe u koŶtƌolŶíĐh ďuŶěk i ďuŶěk se sileŶĐiŶgeŵ IDHϮ (mi280, mi308) pro 5 

mM Glc (p<0,001), a u koŶtƌolŶíĐh ďuŶěk a ŵiϮϴϬ ǀ 25 mM Glc ( p<0,05), a dále i u mi308 

(p<0,001).  

RoǀŶěž došlo k  poklesu  inkorpoƌaĐe u staďilŶíĐh liŶií se silencingem IDH2 (mi280, mi308) 

v NMX i HPX, oǀšeŵ ǀ ƌůzŶé ŵíře ǀ použité ϱ a Ϯϱ ŵM GlĐ.  V 5 mM Glc došlo ke statistiĐkǇ 

sigŶifikaŶtŶíŵu poklesu ǀ NMX i v HPX (p<0,05 pro mi280 i mi308). V 25 mM Glc došlo 
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v NMX k sigŶifikaŶtŶíŵu poklesu u ŵiϮϴϬ (p<0,05) i mi308 (p<0,001Ϳ, ke stejŶéŵu jeǀu došlo 

i v HPX (p<0,05 pro inkorporaci u mi280 a mi308 , Oďƌázek ϭϮ).  

Z oďƌázku 12 je záƌoǀeň patƌŶá zǀýšeŶá ďazálŶí iŶkoƌpoƌaĐe ǀ Ϯϱ ŵM GlĐ ŵédiu ǀ NMX 

oproti 5 mM Glc NMX, neplatí ǀšak pƌo HPX. 

 

  

Oďrázek 12 Míƌa iŶkoƌpoƌaĐe ǀǇjádřeŶá jako % 13
C-Đitƌátu ǀ koŶtƌolŶíĐh ;CTRLͿ ďuňkáĐh a ǀ staďilŶíĐh liŶiíĐh se 

silencingem IDH2 (miI280 & ŵiϯϬϴͿ, použité ƌůstoǀé ŵédiuŵ Ϯϱ ŵM glukóza ;GlĐͿ a ϱ ŵM glukóza ǀ normoxii 

(NMX) a hypoxii (HPX), NMX vs. HPX *-  p<0,05, # - p<0,001; ctrl vs. mi280 nebo mi308 * - p<0,05, # -  p<0,001.   

 

U ŵalátu, stejŶě jako u Đitƌátu, došlo k inkorporaci 
13

C pƌostředŶiĐtǀíŵ RK ǀ NMX i HPX, 

v oďou použitýĐh koŶĐeŶtƌaĐíĐh GlĐ.  

V HPX pƌostředí došlo k statistiĐkǇ sigŶifikaŶtŶíŵu zǀýšeŶí iŶkoƌpoƌaĐe u koŶtƌolŶíĐh 

ďuŶěk v 5 mM (p<0,05) i 25 mM Glc (p<0,001), ale u ďuŶěk se sileŶĐiŶgeŵ IDHϮ ;ŵiϮϴϬ, 

mi308) pouze v 25 mM Glc (p<0,001, Oďƌázek ϭϯ). RK v ďuňkáĐh mi280 a mi308 pěstoǀaŶýĐh 

v 5 mM Glc nebyla vlivem HPX sigŶifikaŶtŶě zǀýšeŶá, a dokoŶĐe u ŵiϮϴϬ a ŵiϯϬϴ ďǇla ŵíƌŶě 

sŶížeŶa. 
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V oďou použitýĐh koŶĐeŶtƌaĐíĐh glukózy (v 25 mM i 5 mM Glc) došlo, ǀe sƌoǀŶáŶí 

s odpoǀídajíĐíŵi koŶtƌolŶíŵi liŶieŵi, k sigŶifikaŶtŶíŵu poklesu (p<0,05) v inkorporaci 
13

C u 

staďilŶíĐh liŶiíĐh (mi280, mi308), a to v NMX i HPX.  

Z oďƌázku ϭ3 je záƌoǀeň patƌŶá zǀýšeŶá ďazálŶí iŶkoƌpoƌaĐe ǀ 5 mM GlĐ ŵédiu ǀ NMX 

oproti 25 mM Glc NMX, to ǀšak Ŷeplatí v HPX, ŶaǀíĐ se jedŶá o opačŶou ƌeakĐi Ŷež u ŵěřeŶí 

inkorporace do Đitƌátu.  

 

Oďrázek 13 Míƌa iŶkoƌpoƌaĐe ǀǇjádřeŶá jako % 13
C-ŵalátu ǀ koŶtƌolŶíĐh ;CTRLͿ ďuňkáĐh a ǀ staďilŶíĐh liŶiíĐh se 

silencingem IDH2 (miI280 & ŵiϯϬϴͿ, použité ƌůstoǀé ŵédiuŵ Ϯϱ ŵM glukóza ;GlĐͿ a ϱ ŵM glukóza ǀ normoxii 

(NMX) a hypoxii (HPX), NMX vs. HPX *-  p<0,05, # - p<0,001; ctrl vs. mi280 nebo mi308 * - p<0,05, # -  p<0,001.   

 

5.1.1.2 MDA-MB-231 

Na oďƌázku ϭ4 je ǀǇjádřeŶa ŵíƌa RK jako % 13
C-Citƌátu ǀ ďuňkáĐh se sileŶĐiŶgeŵ IDHϮ a 

v ďuňkáĐh s ŶáhodŶou sekǀeŶĐí RNA “CR ǀ NMX ;sloužíĐíĐh jako koŶtƌolŶí eǆpeƌiŵeŶtͿ. 

Z oďƌázku je patƌŶé sigŶifikaŶtŶí sŶížeŶí iŶkoƌpoƌaĐe u ďuŶěk shIDHϮ ǀ 5 (p<0,001) i 25 mM 

Glc (p<Ϭ,ϬϱͿ ŵédiu. JedŶá se tedǇ o podoďŶý efekt jako u staďilŶíĐh HTB-ϭϮϲ liŶií se 
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silencingem IDH2, ale na ƌozdíl od HTB-ϭϮϲ Ŷedošlo k sigŶifikaŶtŶí zŵěŶě iŶkoƌpoƌaĐe vlivem 

použitého ŵédia, tedǇ při pěstoǀáŶí ďuŶěk ǀ ϱ či Ϯϱ ŵM GlĐ.  

Z oďƌázku je záƌoǀeň patƌŶé sigŶifikaŶtŶí sŶížeŶí iŶkoƌpoƌaĐe do 13
C-Malátu u ďuŶěk 

shIDH2 v 5 (p<0,001) i 25 mM Glc (p<Ϭ,ϬϱͿ ŵédiu. Na ƌozdíl od HTB-ϭϮϲ zde ƌoǀŶěž Ŷedošlo 

k sigŶifikaŶtŶí zŵěŶě iŶkoƌpoƌaĐe při pěstoǀáŶí ďuŶěk ǀ ϱ či Ϯϱ ŵM GlĐ. 

  

Oďrázek 14 Inkorporace 
13C do ŵetaďolitů: procentuálŶí zastoupeŶí 13

C-Đitƌátu (A) a 
13

C-ŵalátu (B) v Đelkoǀéŵ 
metabolitu v ďuňkáĐh MDA-MB-231 s ŶáhodŶou sekǀeŶĐí shRNA pro IDH2 ;“CRͿ a se sekǀeŶĐí shRNA 
koŵpleŵeŶtáƌŶí k IDH2 (shIDH2) v ϱ ŵM glukóze ;ϱ ŵM a Ϯϱ ŵM glukóze ;Ϯϱ ŵMͿ, ǀ normoxii (NMX). # 

ǀǇjadřuje statistiĐkǇ sigŶifikaŶtŶí ǀýsledek s p<0,001 a * p<0,05.  

 

V liŶiíĐh HTB-126 a MDA-MB-Ϯϯϭ je ǀǇjádřeŶa iŶkoƌpoƌaĐe ǀ % zŶačeŶého ŵetaďolitu, 

tedǇ ďez ohledu Ŷa totálŶí ŵŶožstǀí lze poƌoǀŶat ŵíƌu RK za eǆpeƌiŵeŶtálŶě ideŶtiĐkýĐh 

podŵíŶek. Celkoǀě lze o iŶkoƌpoƌaĐi ǀ ďuňkáĐh MDA-MB-Ϯϯϭ říĐt, že je Ŷižší Ŷež ǀ ďuňkáĐh 

HTB-126 ;OďƌázkǇ ϭϮ a ϭϯ vs. Oďƌázek 14)  

 

V taďulĐe ϭ jsou uǀedeŶé koŶĐeŶtƌaĐe ďuŶěčŶýĐh ŵetaďolitů ǀ linii HTB-126 za 

ŶoƌŵoǆiĐkýĐh podŵíŶek, ǀ použitéŵ ϱ a Ϯϱ ŵM glukózoǀéŵ ŵédiu. Z ǀýsledků je patƌŶé, že 

v hǇpeƌglǇkeŵiĐkýĐh podŵíŶkáĐh doĐhází k sigŶifikaŶtŶíŵu Ŷáƌůstu koŶĐeŶtƌaĐe ϮOG a ϮHG 

3

4

5

6

7

8

9

10

SCR shIDH2

%
 1

3
C

-Đ
itr

át
u 

A 

5 mM

25 mM

1

1,5

2

2,5

3

3,5

SCR shIDH2

%
 1

3
C

-ŵ
al

át
u 

B 

5 mM

25 mM

# *

* # 



72 

 

a k sigŶifikaŶtŶíŵu poklesu koŶĐeŶtƌaĐe Đitƌátu. Laktát ďǇl zǀýšeŶ jeŶ ŵíƌŶě, zatíŵĐo ŵalát 

takřka ǀůďeĐ. 

KoŶĐeŶtraĐe ŵetaďolitů v  
ng.10

-6
 ďuŶěk 

2HG* 

 

2OG* 

 

LAC 

 

CIT* 

 

MAL 

 

5mM Glc Pƌůŵěƌ 413,87 41,27 68242,07 66,74 116,28 

 

SD 18,31 3,87 7360,29 6,08 5,34 

25mM Glc Pƌůŵěƌ 500,02 95,58 77286,25 43,80 121,73 

 

SD 5,16 6,03 8655,78 0,35 4,02 

Tabulka 1 PƌůŵěƌŶé hodŶotǇ ;pƌůŵěƌͿ koŶĐeŶtƌaĐe v normoxii a její sŵěƌodatŶé odĐhǇlkǇ ;“DͿ Ϯ-

hǇdƌoǆǇglutaƌátu ;2HG), 2-oǆoglutaƌátu ;2OGͿ, laktátu ;LACͿ, Đitƌátu ;CITͿ a ŵalátu ;MALͿ ǀ ng.10
-6

 ďuŶěk. 
Použité ŵédiuŵ ϱ ŵM glukóza ;ϱŵM GlĐͿ a Ϯϱ ŵM glukóza ;ϮϱŵM GlĐͿ. * ozŶačuje statistiĐkǇ sigŶifikaŶtŶí 
ƌozdíl s p<Ϭ,Ϭϱ ŵezi ϱ a Ϯϱ ŵM glukózoǀýŵ ŵédieŵ. 

5.1.2 SǇŶtéza Ϯ-hǇdroǆǇglutarátu 

Tvorba 2HG v HTBϭϮϲ pƌostředŶiĐtǀíŵ glutaŵiŶolýzǇ ďǇla ŵěřeŶa stejŶě jako ŵíƌa RK. 

Jelikož se jedŶá o jedŶoduĐhou hǇdƌogeŶaci 2OG, izotopoǀá zŶačka by se tedy nikde Ŷeŵěla 

ztƌáĐet.  

Na oďƌázku ϭϱ je patƌŶá iŶkoƌpoƌaĐe, ƌespektive procento 
13

C-ϮHG, kteƌé ǀzŶiká ǀ NMX i 

HPX díkǇ glutaŵiŶolýze a ŶásledŶé sǇŶtéze ϮHG. Je zřejŵé, že ǀ ϱ ŵM GlĐ doĐhází k silŶější 

inkorporaci oproti 25 mM Glc u CTRL (p<Ϭ,ϬϱͿ i u ďuŶěk se sileŶĐiŶgeŵ IDHϮ ;ŶesigŶifikaŶtŶí 

(n.s.)), Ŷa dƌuhou stƌaŶu Ŷedošlo ǀ těĐhto ŵédiíĐh k ǀýzŶaŵŶéŵu zǀýšeŶí iŶkoƌpoƌaĐe V HPX 

dokoŶĐe došlo při poƌoǀŶáŶí hǇpoǆiĐké odpoǀědi s normoxickou k ŶesigŶifikaŶtŶíŵu poklesu 

u liŶií mi280 a mi308. 

Z oďƌázku ϭ5 také ǀǇplýǀá, že ĐĐa ϰϱ% ϮHG poĐhází z glutaŵiŶolýzǇ u koŶtƌolŶíĐh HTB-126 

ďuŶěk v 25 mM Glc a u 5 ŵM GlĐ je sǇŶtéza z Gln z 60%, a podoďŶě jako u Đitƌátu a ŵalátu, i 

zde doĐhází k sigŶifikaŶtŶíŵu sŶížeŶí iŶkoƌpoƌaĐe po sileŶĐiŶgu IDHϮ (v 25 i 5 mM Glc, 

p<0,05).  
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Zajiŵaǀé tedy je, že se Ŷáŵ Ŷepodařilo potǀƌdit zǀýšeŶí iŶkoƌpoƌaĐe ǀ pƌostředí hǇpoǆie, 

Ŷa ƌozdíl od případu RK, Đož dokládá i oďƌázek ϭ6, kde je zobrazeno aďsolutŶí ŵŶožstǀí ϮHG. 

)dá se tedǇ, že foƌŵaĐe ϮHG ŶeŶí Ŷa ƌozdíl od RK zdaleka tolik záǀislá Ŷa ďuŶěčŶé ƌespiƌaĐi a 

koncentraci O2. 

 

 

Oďrázek 15 Míƌa iŶkoƌpoƌaĐe ǀǇjádřeŶá jako % 13
C-2HG v koŶtƌolŶíĐh ;CTRLͿ ďuňkáĐh a ǀ staďilŶíĐh liŶiíĐh se 

sileŶĐiŶgeŵ IDHϮ ;ŵiIϮϴϬ & ŵiϯϬϴͿ, použité ƌůstoǀé ŵédiuŵ Ϯϱ ŵM glukóza ;GlĐͿ a ϱ ŵM glukóza ǀ normoxii 

(NMX) a hypoxii (HPX, sloupce s ŵřížkouͿ, NMX vs. HPX *-  p<0,05, # - p<0,001; ctrl vs. mi280 nebo mi308 * - 

p<0,05, # -  p<0,001.   

 

Na oďƌázku ϭ6 je ŵŶožstǀí ϮHG ǀ pmol/10
6
 žiǀýĐh ďuŶěk ǀ normoxii, hypoxii a v 5 a 25 

ŵM GlĐ ŵédiu ǀ ďuňkáĐh HTB-126. V Ŷoƌŵoǆii došlo k sigŶifikaŶtŶíŵu poklesu ŵŶožstǀí ϮHG 

v Ϯϱ ŵM GlĐ u ďuŶěk se sileŶĐiŶgeŵ IDHϮ ;p<0,05), v ϱ ŵM GlĐ ďǇl efekt podoďŶý, ačkoliǀ u 

liŶie ŵiϯϬϴ Ŷedošlo k signifikantŶíŵu poklesu, za to u ŵiϮϴϬ aŶo, a to s hodnotou p<0,001. 

V hǇpoǆii Ŷedošlo k sigŶifikaŶtŶíŵu sŶížeŶí po sileŶĐiŶgu IDH2, za to došlo u ǀšeĐh liŶií 

k ǀýzŶaŵŶéŵu poklesu koŶĐeŶtƌaĐe za těĐhto podŵíŶek ǀ 5 mM Glc. “igŶifikaŶtŶí sŶížeŶí 
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ǀǇǀolaŶé hǇpoǆií bylo patrné v ŵédiu s 25 mM Glc jeŶ u koŶtƌolŶíĐh ďuŶěk s hodnotou 

p<0,05. 

 

Oďrázek 16 Koncentrace 2HG [pŵol/ŵilioŶ ďuŶěk] ďuŶěk (CTRL) a ďuŶěk staďilŶíĐh liŶií se sileŶĐiŶgeŵ IDHϮ 
(miI280 & ŵiϯϬϴͿ, použité ƌůstoǀé ŵédiuŵ Ϯϱ ŵM glukóza ;25mM - vpravoͿ a ϱ ŵM glukóza ;5mM - vlevo) 

v normoxii (NMX ) a hypoxii (HPX ), NMX vs. HPX *-  p<0,05, # - p<0,001; ctrl vs. mi280 nebo mi308 * - p<0,05, 

# -  p<0,001.   

 

Na oďƌázku ϭ7 jsou ǀǇjádřeŶa % 
13

C-2HG v ďuňkáĐh MDA-MB-231 se silencingem IDH2 a 

v ďuňkáĐh s ŶáhodŶou sekǀeŶĐí RNA “CR ǀ NMX. ) oďƌázku je patƌŶé sigŶifikaŶtŶí sŶížeŶí 

iŶkoƌpoƌaĐe u ďuŶěk shIDHϮ ǀ 5 (p<0,001) i 25 mM Glc (p<Ϭ,ϬϱͿ ŵédiu. Na ƌozdíl od HTB-126 

Ŷedošlo k sigŶifikaŶtŶí zŵěŶě iŶkoƌpoƌaĐe při pěstoǀáŶí ďuŶěk ǀ ϱ či Ϯϱ ŵM GlĐ.  
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Oďrázek 17 Procenta 
13

C-2HG v Đelkoǀéŵ ŵetaďolitu ǀ ďuňkáĐh MDA-MB-231 s ŶáhodŶou sekǀeŶĐí shRNA pƌo 
IDHϮ ;“CRͿ a se sekǀeŶĐí shRNA koŵpleŵeŶtáƌŶí k IDH2 (shIDH2) v 5 mM glukóze ;ϱ ŵM) a Ϯϱ ŵM glukóze ;Ϯϱ 
mM), v Ŷoƌŵoǆii ;NMXͿ. # ǀǇjadřuje statistiĐkǇ sigŶifikaŶtŶí ǀýsledek s p<0,001 a * p<0,05. 

 

Na oďƌázku ϭ8 jsou zobrazeny ǀýsledkǇ aŶalýzǇ poŵoĐí ŵetodǇ WesteƌŶ ďlot, kteƌé 

ƌeflektují koŶĐeŶtƌaĐi IDHϮ ǀ ďuňkáĐh HTBϭϮϲ a MDA-MB-Ϯϯϭ po sileŶĐiŶgu IDHϮ. ) poŵěƌ 

IDHϮ/β-aĐtiŶ je patƌŶá Ŷižší koŶĐeŶtƌaĐe IDHϮ u ŵiϮϴϬ a ŵiϯϬϴ, přičeŵž k ŶejǀǇšší ŵíře 

sileŶĐiŶgu došlo u ŵiϯϬϴ ;ϴǆ Ŷižší sigŶál opƌoti koŶtƌoleͿ. 

Poŵěƌ IDHϮ/β-actin pro shA u MDA-MB-Ϯϯϭ je téŵěř ϱ – ϲ ǆ Ŷižší opƌoti kontrole se Scr, 

lze tedǇ ƌoǀŶěž tǀƌdit, že i ǀ toŵto případě došlo k silencingu IDH2.  
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Oďrázek 18 Western Blot proteinu IDH2 v ďuňkáĐh HTBϭϮϲ ;ŶahořeͿ a MDA-MB-231 (dole) po silencingu IDH2. 

Přeǀzato z ;“ŵolkoǀá, et. al., ϮϬϭϱͿ. Pod jedŶotliǀýŵi ďlotǇ ďuŶěčŶýĐh liŶií jsou ǀǇpočítaŶé poŵěƌǇ sigŶálu 
IDHϮ a β-actinu, kteƌé ǀǇjadřují ŵíƌu sileŶĐiŶgu. 
 

5.1.3 Vliv iŶhiďitorů respiraĐe Ŷa reduktivŶí karďoǆǇlaĐi 

Na základě ŵěřeŶí ƌespiƌaĐe a pƌodukĐe ATP, kteƌé iŶǀeƌzŶě koƌeloǀalǇ s iŶhiďiĐí IDH2 

(Smolkoǀá, et. al., ϮϬϭϱͿ, ďǇl ŵěřeŶ i ǀliǀ iŶhiďitoƌů ƌespiƌaĐe Ŷa RK a sǇŶtézu ϮHG ;Oďƌázek 

19).   

Došlo k sigŶifikaŶŶíŵu poklesu iŶkoƌpoƌaĐe u ǀšeĐh ŵetaďolitů (p<0,05 pro 2HG, p<0,001 

pƌo Đitƌát a ŵalátͿ při použití odpřahoǀače FCCP, kteƌý jedŶozŶačŶě zǀǇšuje ƌespiƌaĐi. 

Napƌoti toŵu iŶhiďitoƌ ATP sǇŶtházǇ OligoŵǇĐiŶ ;OligoͿ a iŶhiďitoƌ koŵpleǆu I RoteŶoŶ ;RotͿ 
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zǀýšilǇ sigŶifikaŶtŶě iŶkoƌpoƌaĐi 13C do ǀšeĐh ŵetaďolitů (p<0,05 pro 2HG, p<0,001 citrát a 

ŵalátͿ. S ǀǇjíŵkou 13
C-ŵalátu, kteƌý se po oǀliǀŶěŶí oligoŵǇĐiŶeŵ Ŷezǀýšil. 

 

Oďrázek 19 Vliǀ ŵodifikátoƌů ƌespiƌaĐe Ŷa ŵíru RK a sǇŶtézu ϮHG ǀ HTBϭϮϲ ďuňkáĐh pěstoǀaŶýĐh ǀ 5 mM Glc 

ŵédiu. A: Inkorporace 
13C do ϮHG při použití ŵodifikátoƌů ƌespiƌaĐe,  ϱ ŵM GlĐ HTB-126; B: Inkorporace 

13
C do 

ŵetaďolitů RK při použití ŵodifikátoƌů ƌespiƌaĐe,  ϱ ŵM GlĐ HTB-126, * - (p<0,05), # - (p<0,001) vs. CTRL 

 

Ke stejŶéŵu ǀýsledku došlo i u ďuŶěčŶé liŶie “H“YϱY ;Oďƌázek ϮϬ), Ŷelze tedǇ tǀƌdit, že se 

jedŶá o Ŷahodilý aƌtefakt, ale o fakt, že fuŶkčŶost ƌespiƌačŶího řetězĐe iŶǀeƌzŶě koƌeluje i 

s ŵíƌou RK a sǇŶtézou ϮHG, tedǇ i s aktivitou IDH2. V případě oligoŵǇĐiŶu došlo 

k sigŶifikaŶtŶíŵu Ŷáƌůstu iŶkoƌpoƌaĐe u Đitƌátu a ŵalátu (p<Ϭ,ϬϱͿ, záƌoǀeň došlo i 

k ŶesigŶifikaŶtŶíŵu zǀýšeŶí ϮHG. U FCCP došlo k sigŶifikaŶtŶíŵu poklesu iŶkoƌpoƌaĐe u 

Đitƌátu (p<Ϭ,ϬϬϭͿ, ŵalátu ;p<0,001) i 2HG (p<0,05). 
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Oďrázek 20 Vliǀ ŵodifikátoƌů ƌespiƌaĐe Ŷa ŵíu RK a sǇŶtézu ϮHG ǀ “H“YϱY ďuňkáĐh pěstoǀaŶýĐh ǀ SHSY5Y 

ŵédiu. * - (p<0,05), # - (p<0,001) vs. CTRL 

 

5.1.4 Vliv galaktózového ŵédia Ŷa reduktivŶí karďoǆǇlaĐi 

Dalšíŵ feŶoŵéŶeŵ ǀ ŶádoƌeĐh je aglǇkéŵie, kteƌá, stejŶě jako hǇpoǆie, potažŵo aŶoǆie, 

souǀisí s ŶedostatečŶou aŶgiogeŶezí a ŶásledŶou isĐheŵií, díkǇ aďŶoƌŵálŶě ƌǇĐhle ƌostouĐí 

ďuŶěčŶé ŵase. KoŶtƌolŶí ďuŶěčŶá liŶie HTB-126 byla vystavena aglǇkéŵii – v ŵédiu ďǇla 

glukóza zaŵěŶěŶa za galaktózu ;Oďƌázek 21), kteƌou ďuňkǇ Ŷedokáží glǇkolýzou příŵo 

přeŵěŶit Ŷa eŶeƌgii. Galaktóza ǀšak ŵůže ďýt jedŶokƌokoǀě, ďez ztƌátǇ eŶeƌgie izoŵeƌoǀáŶa 

Ŷa glukózu poŵoĐí UDP. TeŶto pƌoĐes je ŵožŶá poŵalejší Ŷež příŵá glǇkolýza, ale hlaǀŶě 

ďuňkǇ „ŶeĐítí͞ glukózu ǀ eǆtƌaĐeluláƌŶíŵ pƌostředí sǀýŵi ƌeĐeptoƌǇ spřažeŶýŵi s G 

proteinem (GPRC), Đož ŵůže ďýt příčiŶou ƌozdílŶého - hladoǀého feŶotǇpu, kde doĐhází k 

adaptaĐi ďuŶěk Ŷa hǇpoglǇkéŵii, ƌespektiǀe aglǇkéŵii. 

 Po použití galaktózǇ došlo k ǀýzŶaŵŶéŵu poklesu ƌeduktiǀŶí kaƌďoǆǇlaĐe ;Đitƌát p<0,001, 

ŵalát p<0,05) a sǇŶtézǇ ϮHG (p<0,05). 
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Oďrázek 21 PoƌoǀŶáŶí ŵíƌǇ iŶkoƌpoƌaĐe 13C do Đitƌátu, ŵalátu a Ϯ-hǇdƌoǆǇglutaƌátu ;ϮHGͿ ŵezi koŶtƌolŶíŵi 
ďuňkaŵi HTBϭϮϲ pěstoǀaŶýŵi ǀ galaktózoǀéŵ ŵédiu ;GALͿ a ďuňkaŵi HTB-126 pěstoǀaŶýŵi ǀ 25 mM Glc 

ŵédiu. * - (p<0,05), # - (p<0,001) vs. CTRL 

5.1.5 ZŵěŶǇ reduktivŶí karďoǆǇlaĐe při odlišŶé koŶĐeŶtraĐi CO2 

RK ďǇla testoǀáŶa při dǀou odlišŶýĐh koŶĐeŶtƌaĐíĐh CO2 v atŵosféře s ekǀiǀaleŶtŶíŵ 

ŵŶožstǀíŵ uhličitaŶu ǀ ŵédiu ;Oďƌázek ϮϮ). Potvrdil se ǀýzŶaŵ CO2 jako ŶezďǇtŶého 

kosuďstƌátu pƌo RK, jelikož ŵíƌa RK ďǇla ǀýzŶaŵŶě sŶížeŶá pƌo Đitƌát a ŵalát ;p<0,001), 

zatíŵĐo pƌo ϮHG Ŷedošlo ke statistiĐkǇ sigŶifikaŶtŶí zŵěŶě. 
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Oďrázek 22 PƌoĐeŶtuálŶí zastoupeŶí 13
C-ŵetaďolitu ǀzŶiklého z 1-

13
C-GlŶ glutaŵiŶolýzou a RK ǀ ƌůzŶé 

koncentraci CO2 (Đitƌát; ŵalát; ϮHG), # ozŶačuje statistiĐkǇ sigŶifikaŶtŶí ǀýsledek s p<Ϭ,ϬϬϭ ǀůči ϱ% CO2 

 

Na oďƌázku Ϯ3 je poŵoĐí metody WesteƌŶ ďlot potǀƌzeŶo, že ŶedoĐhází ǀ případě zŵěŶǇ 

koncentrace CO2 k ǀýƌazŶé zŵěŶě ǀ expresi IDH2. NeǀýzŶaŵŶá zŵěŶa intenzity jedŶotliǀýĐh 

sigŶálů ďǇla oǀěřeŶa aŶalýzou ǀ programu ImageJ.  

 

Oďrázek 23 Western Blot proteinu IDH2 v ďuňkáĐh HTBϭϮϲ ;ǀleǀoͿ a MDA-MB-231 (vpravo) po snížeŶí 
koncentrace CO2 v iŶkuďačŶíŵ ďoǆu a ekǀiǀaleŶtŶíŵ sŶížeŶí koŶĐeŶtƌaĐe uhličitaŶu ǀ ŵédiu ;CO2: 5%, 1%). 

Přeǀzato z ;“ŵolkoǀá, et. al., ϮϬϭϱͿ.  
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5.1.6 Silencing isoĐitrátdehǇdrogeŶázǇ ϭ 

V HTB-ϭϮϲ ďǇl pƌoǀedeŶ tƌaŶzieŶtŶí sileŶĐiŶg IDHϭ, kteƌý ŵěl oǀěřit, že zdƌojeŵ 

iŶkoƌpoƌaĐe je glutaŵiŶolýza spojeŶá s RK katalyzovanou IDH2. V těĐhto ďuňkáĐh, tedy po 

silencingu IDH1, byla ŵěřeŶa iŶkoƌpoƌaĐe do Đitƌátu, ŵalátu a ϮHG.  

Na oďƌázku Ϯ4 je ǀǇjádřeŶo pƌoĐeŶtuálŶí zastoupeŶí izotopiĐkǇ zŶačeŶého Đitƌátu, kteƌý 

poĐhází z glutaŵiŶolýzǇ a RK. Je zřejŵé, že Ŷedošlo k statisticky signifikaŶtŶí zŵěŶě po IDH1 

silencingu v poƌoǀŶáŶí s MOCK (koŶtƌola ďez přidáŶí plazŵiduͿ a ŶáhodŶě uspořádaŶé 

„sĐƌaŵďled͞ RNA.  

)áƌoǀeň je patƌŶé, že teŶto zásah ŶeoǀliǀŶil ŵíƌu iŶkoƌpoƌaĐe u koŶtƌolŶíĐh HTB-126 nebo 

u HTB-ϭϮϲ se sileŶĐiŶgeŵ IDHϮ ;ŵiIDHϮͿ, kde je opět jedŶozŶačŶé statistiĐkǇ sigŶifikaŶtŶí 

sŶížeŶí ǀ 5 i 25 mM Glc (p<0,001) u MOCK a siIDH1.  

V případě použití “Đƌ IDHϭ došlo k poklesu u miIDH2 jen u linie v Ϯϱ ŵM GlĐ ŵédiu 

(p<Ϭ,ϬϬϭͿ. U ϱ ŵM GlĐ ŵiIDHϮ Ŷedošlo k statistiĐkǇ sigŶifikaŶtŶíŵu ƌozdílu u Scr.  
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Oďrázek 24 Míƌa iŶkoƌpoƌaĐe po tƌaŶzieŶtŶíŵ sileŶĐiŶgu siRNA pƌoti IDHϭ ǀǇjádřeŶá jako % 13
C-Đitƌátu 

v koŶtƌolŶíĐh ;CTRL) ďuňkáĐh a ǀ staďilŶíĐh liŶiíĐh se sileŶĐiŶgeŵ IDH2 (miIDH2Ϳ. Tři sloupĐe ǀǇjadřují ďuňkǇ po 
tƌaŶsfekĐi ďez použití siRNA ;MOCKͿ, ďuňkǇ tƌaŶfekoǀaŶé siRNA IDHϭ ;siIDHϭͿ a ďuňkǇ tƌaŶsfekoǀaŶé 
ŶáhodŶou sekǀeŶĐí siRNA ;“CRͿ.  Použité ƌůstoǀé ŵédiuŵ ϱ ŵM a Ϯϱ ŵM glukóza ;GlĐͿ, # pƌo ŵiIDHϮ - 

(p<0,001) vs. CTRL 

 

U ŵalátu ;Oďƌázek Ϯ5) jsme také nepozorovali žádŶé ǀýƌazŶé zŵěŶǇ po sileŶĐiŶgu IDHϭ, a 

podoďŶě jako u Đitƌátu, došlo i zde ke statistiĐkǇ sigŶifikaŶtŶíŵu sŶížeŶí iŶkoƌpoƌaĐe u ďuŶěk 

miIDH2 a to v 5 i 25 mM Glc ǀe ǀšeĐh oǀliǀŶěŶýĐh liŶiíĐh. 
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Oďrázek 25 Míƌa iŶkoƌpoƌaĐe ǀǇjádřeŶá jako % 13
C-ŵalátu ǀ koŶtƌolŶíĐh ;CTRLͿ ďuňkáĐh a ǀ ǀ staďilŶíĐh liŶiíĐh 

se silencingem IDH2 (miIDH2). Tři sloupĐe ǀǇjadřují ďuňkǇ po tƌaŶsfekĐi ďez použití siRNA ;MOCKͿ, ďuňkǇ 
tƌaŶfekoǀaŶé siRNA IDHϭ ;siIDHϭͿ a ďuňkǇ tƌaŶsfekoǀaŶé ŶáhodŶou sekǀeŶĐí siRNA ;“CRͿ. Použité ƌůstoǀé 
ŵédiuŵ ϱ ŵM a Ϯϱ ŵM glukóza ;GlĐͿ, # pƌo ŵiIDHϮ - (p<0,001) vs. CTRL 

 

U 2HG ;Oďƌázek Ϯ6Ϳ je situaĐe poŶěkud složitější. V případě koŶtƌolŶíĐh ďuŶěk Ŷedošlo 

k sigŶifikaŶtŶíŵ ƌozdílůŵ ŵezi tƌaŶsfekĐí siIDHϭ, MOCK a “Đƌ. U liŶií se sileŶĐiŶgeŵ IDHϮ 

;ŵiIDHϮͿ došlo k sigŶifikaŶtŶíŵu poklesu u MOCK a siIDHϭ opƌoti CTRL ;p<0,05), u SCR 

nedošlo k sigŶifikaŶtŶíŵu ƌozdílu, ačkoliǀ tƌeŶd poklesu RK ǀ ŵiIDHϮ je zaĐhoǀáŶ. Vliǀ siIDHϭ 

je ǀšak pozoƌoǀatelŶý u ďuŶěčŶé liŶie ŵiIDHϮ, kteƌá ǀǇkazuje po tƌaŶsfekĐi siIDHϭ Ŷižší 

inkorporaci oproti MOCK a SCR (p<Ϭ,ϬϱͿ, oǀšeŵ teŶto tƌeŶd ŶeŶí patƌŶý pƌo ďuňkǇ CTRL ďez 

IDH2 silencingu.   
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Oďrázek 26 Míƌa iŶkoƌpoƌaĐe ǀǇjádřeŶá jako % 13
C-2HG v koŶtƌolŶíĐh ;CTRLͿ ďuňkáĐh a ǀe staďilŶíĐh liŶiích se 

silencingem IDH2 (miIDH2).  Tři sloupĐe ǀǇjadřují ďuňkǇ po tƌaŶsfekĐi ďez použití siRNA ;MOCKͿ, ďuňkǇ 
transfekoǀaŶé siRNA IDHϭ ;siIDHϭͿ a ďuňkǇ tƌaŶsfekoǀaŶé ŶáhodŶou sekǀeŶĐí siRNA ;“CRͿ. Použité ƌůstoǀé 
ŵédiuŵ ϱ ŵM a Ϯϱ ŵM glukóza ;GlĐͿ, *pƌo ŵiIDHϮ - (p<0,05) vs. CTRL, *pro siIDH1 - (p<0,05) vs. MOCK a Scr. 

 

5.2 ReduktivŶí karďoǆǇlaĐe v dalšíĐh ďuŶěčŶýĐh liŶiíĐh 

Dále ďǇla zkouŵáŶa RK, sǇŶtéza ϮHG a glutaŵiŶolýza ǀ ďuňkáĐh ŶeŶádoƌoǀýĐh, zdƌaǀýĐh 

– tedǇ zdali ǀůďeĐ pƌoďíhá a ǀ jaké ŵíře. BǇlǇ ǀǇďƌáŶǇ ušŶí fiďƌoďlastǇ potkaŶa a potkaŶí 

hepatocyty. Dále ďǇla ŵíƌa iŶkoƌpoƌaĐe do daŶýĐh ŵetaďolitů poƌoǀnáŶa s ǀǇďƌaŶýŵi 

Ŷádoƌoǀýŵi liŶieŵi, ǀčetŶě paŶkƌeatiĐkýĐh ďeta ďuŶěk INS1E ;Oďƌázek Ϯ7, 28 a 29). 

Na oďƌázku Ϯ7 je poƌoǀŶáŶí ŵíƌǇ iŶkoƌpoƌaĐe do Đitƌátu v ŶádoƌoǀýĐh i ŶeŶádoƌoǀýĐh 

ďuňkáĐh. )ŶačeŶého Đitƌátu ǀ ŶeŶádoƌoǀýĐh ďuňkáĐh ŶeŶí Ŷijak dƌaŵatiĐkǇ ŵéŶě, dokoŶĐe 

v hepatoĐǇteĐh a fiďƌoďlasteĐh dosahuje hladiŶa iŶkoƌpoƌaĐe ǀǇššíĐh hodŶot Ŷež u ŶěkteƌýĐh 

ŶádoƌoǀýĐh liŶií ;“H“YϱY, MDA-MB-Ϯϯϭ či PaTu ϴϵϬϮͿ. Jako ŶegatiǀŶí koŶtƌola, potǀƌzujíĐí 

spƌáǀŶost Ŷašeho ŵěřeŶí ŵůže ďýt použita liŶie ƌakoǀiŶǇ tlustého střeǀa HCT 116 s knock-in 

ŵutaĐí RϭϯϮC, kteƌá potvrzuje publikovaná data, pƌokazujíĐí, že ǀ této liŶii doĐhází 
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k sigŶifikaŶtŶíŵu poklesu RK (186). Ke stejŶéŵu efektu došlo i ǀ případě iŶkoƌpoƌaĐe do 

ŵalátu, ačkoliǀ zde ŶeďǇl pokles zdaleka tak dƌaŵatiĐký. V oďou případeĐh se ǀšak jedŶá o 

statistiĐkǇ sigŶifikaŶtŶí pokles (p<0,001). 

 

Oďrázek 27 Procenta 
13

C-Đitƌátu v ƌůzŶýĐh ďuŶěčŶýĐh liŶiíĐh ŶádoƌoǀýĐh i ŶeŶádoƌoǀýĐh ďuŶěk. 
V paŶkƌeatiĐkýĐh ďuňkáĐh ;tƌaŶsfoƌŵoǀaŶýĐh IN“ϭE, ŶádoƌoǀýĐh PaTu ϴϵϬϮͿ, jateƌŶíĐh ďuňkáĐh ;zdƌaǀé 
hepatocyty (Hcyty), Ŷádoƌoǀé HepGϮͿ, fiďƌoďlasteĐh ;FϯͿ, pƌsŶíĐh ŶádoroǀýĐh ďuňkáĐh ;HTBϭϮϲ a MDA-MB-

ϮϯϭͿ, ŶádoƌoǀýĐh ďuňkáĐh tlustého střeǀa HCT ϭϭϲ a HCT 116 s knock-iŶ ŵutaĐí RϭϯϮC a ǀ neuroblastomoǀýĐh 
ďuňkáĐh “H“YϱY za stejŶýĐh kultiǀačŶíĐh podŵíŶek ǀ ϱ ŵM glukózoǀéŵ ;GlĐͿ ŵédiu ǀǇjŵa liŶie HCT 116, HCT 

ϭϭϲ RϭϯϮC A IN“ϭE, kteƌé ŵěli speĐiálŶí ϭϭŵM RPMI ŵédiuŵ. # - sigŶifikaŶtŶí pokles inkorporace v HCT 116 

R132C vs. HCT 116 

 

Naproti tomu, z oďƌázku Ϯ8 a 29, kde je zŶázoƌŶěŶa pƌoĐeŶtuálŶí iŶkoƌpoƌaĐe do ŵalátu a 

2HG, je patƌŶý ƌozdíl ŵezi Ŷádoƌoǀýŵi a ŶeŶádoƌoǀýŵi ďuňkaŵi. Pokud poƌoǀŶáŵe 

ŶeŶádoƌoǀé hepatoĐǇtǇ a fiďƌoďlastǇ s Ŷádoƌoǀýŵi liŶieŵi HCT 116, SHSY5Y, MDA-MB-231, 

Patu 8902, HTB126 a HepG2 a INS1E, doĐhází v případě ŵalátu k sigŶifikaŶtŶíŵu poklesu 

(p<0,05) u hepatoĐǇtů a fiďƌoďlastů a ƌoǀŶěž k sigŶifikaŶtŶíŵu poklesu 2HG (p<0,05) u těĐh 

saŵýĐh ďuŶěk.  
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Oďrázek 28 Procenta 
13

C-ŵalátu ǀ ƌůzŶýĐh ďuŶěčŶýĐh liŶiíĐh ŶádoƌoǀýĐh i ŶeŶádoƌoǀýĐh ďuŶěk. 
V paŶkƌeatiĐkýĐh ďuňkáĐh ;tƌaŶsfoƌŵoǀaŶýĐh IN“ϭE, ŶádoƌoǀýĐh PaTu ϴϵϬϮͿ, jateƌŶíĐh ďuňkáĐh ;zdƌaǀé 
hepatocyty (Hcyty), Ŷádoƌoǀé HepGϮͿ, fiďƌoďlasteĐh ;FϯͿ, pƌsŶíĐh Ŷádo oǀýĐh ďuňkáĐh ;HTBϭϮϲ a MDA-MB-

ϮϯϭͿ, ŶádoƌoǀýĐh ďuňkáĐh tlustého střeǀa HCT ϭϭϲ a HCT 116 s knock-iŶ ŵutaĐí RϭϯϮC a ǀ neuroblastomoǀýĐh 
ďuňkáĐh “H“YϱY za stejŶýĐh kultiǀačŶíĐh podŵíŶek ǀ ϱ ŵM glukózoǀéŵ ;GlĐͿ ŵédiu ǀǇjŵa liŶie HCT 116, HCT 

ϭϭϲ RϭϯϮC A IN“ϭE, kteƌé ŵěli speĐiálŶí ϭϭŵM RPMI ŵédiuŵ. # - sigŶifikaŶtŶí pokes iŶkoƌpoƌaĐe ǀ HCT 116 

R132C vs. HCT 116, * - sigŶfikaŶŶí pokles iŶkoƌpoƌaĐe opƌoti ostatŶíŵ Ŷádoƌoǀýŵ liŶiíŵ.  
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Oďrázek 29 Procenta 
13

C-2HG v ƌůzŶýĐh ďuŶěčŶýĐh liŶiíĐh ŶádoƌoǀýĐh i ŶeŶádoƌoǀýĐh ďuŶěk. V paŶkƌeatiĐkýĐh 
ďuňkáĐh ;tƌaŶsfoƌŵoǀaŶýĐh IN“ϭE, ŶádoƌoǀýĐh PaTu ϴϵϬϮͿ, jateƌŶíĐh ďuňkáĐh ;zdƌaǀé hepatoĐǇtǇ (Hcyty), 

Ŷádoƌoǀé HepGϮͿ, fiďƌoďlasteĐh ;FϯͿ, pƌsŶíĐh Ŷádo oǀýĐh ďuňkáĐh ;HTBϭϮϲ a MDA-MB-ϮϯϭͿ, ŶádoƌoǀýĐh 
ďuňkáĐh tlustého střeǀa HCT ϭϭϲ a HCT 116 s knock-iŶ ŵutaĐí RϭϯϮC a ǀ neuroblastomoǀýĐh ďuňkáĐh “H“YϱY 
za stejŶýĐh kultiǀačŶíĐh podŵíŶek ǀ ϱ ŵM glukózoǀéŵ ;GlĐͿ ŵédiu vyjma linie HCT 116, HCT 116 R132C A 

IN“ϭE, kteƌé ŵěli speĐiálŶí ϭϭŵM RPMI ŵédiuŵ. * - sigŶfikaŶŶí pokles iŶkoƌpoƌaĐe opƌoti ostatŶíŵ Ŷádoƌoǀýŵ 
liŶiíŵ.  

 

5.2.1 VýzŶaŵ 2-hǇdroǆǇglutarátu v ŶeŶádorovýĐh ďuňkáĐh 

V dalším ǀýzkuŵu ;po pƌokázáŶí eǆisteŶĐe RK a sǇŶtézǇ 2HG ǀe zdƌaǀýĐh ďuňkáĐh) jsme 

se zaŵěřili Ŷa ǀýzŶam ϮHG. Jako ŵodeloǀé ďuňkǇ jsŵe ǀǇďƌali potkaŶí fiďƌoďlastǇ, hlaǀŶě 

pƌo jejiĐh ƌelatiǀŶě sŶadŶou udƌžitelŶost po Ŷěkolik pasáží a ŶeŶádoƌoǀý Đhaƌakteƌ. Další 

zdƌaǀé ďuňkǇ, ke kteƌýŵ jsŵe ŵěli přístup, ŶeďǇlo ŵožŶé použít pƌo jejiĐh oďtížŶou 

pasážoǀatelŶost, tedǇ udƌžitelost. IzoloǀaŶé hepatoĐǇtǇ, stejŶě tak ŶeŶádoƌoǀé HTB-125, 

ŶeŶí ŵožŶé pěstoǀat delší doďu ǀ in vitro podŵíŶkáĐh, a IN“ϭE, pƌo jejiĐh ŶejedŶozŶačŶou 

poǀahu, také ŶeďǇlǇ příliš ǀhodŶýŵ kaŶdidáteŵ. 

FibroblastǇ jsŵe ǀǇstaǀili slaďé hǇpoǆii Ŷeďo stimulovali jejiĐh ƌůst přidáŶíŵ séƌa. Oďě 

tato pƌostředí ŵěla siŵuloǀat Ŷěkteƌé podŵíŶkǇ, ǀǇskǇtujíĐí se při záŶěteĐh, kde částečŶá 
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hypoxie dopƌoǀází ǀǇšší pƌodukĐi RO“ fagocyty a zǀýšeŶou pƌodukĐi cytokiŶů a ƌůstoǀýĐh 

faktoƌů ŵoŶoĐǇtǇ podílejíĐíĐh se Ŷa pƌolifeƌaĐi iŵuŶitŶíĐh ďuŶěk.  

ϮHG jako koŵpetitiǀŶí iŶhiďitoƌ ϮOG depeŶdeŶtŶíĐh dioǆǇgeŶáz, podílejíĐíĐh se ŵiŵo jiŶé 

Ŷa pƌolifeƌaĐi či epigeŶetiĐkýĐh zŵěŶáĐh ;ǀiz. kapitola Ϯ. ÚǀodͿ, ďǇ ŵohl hƌát roli v aktivaci 

ƌůstu fiďƌoďlastů, a pƌoto jsŵe sledoǀali poŵěƌ ϮHG/ϮOG, stejŶě jako aďsolutŶí koŶĐeŶtƌaĐi 

2HG. 

5.2.1.1 StiŵulaĐe růstu séreŵ a hǇpoǆií 

Na oďƌázku 30 je ǀidět, že při stiŵulaĐi séƌeŵ došlo k Ŷáƌůstu poŵěƌu ϮHG/ϮOG, kteƌý ďǇl 

dále poteŶĐioǀáŶ hǇpoǆií. V oďou případeĐh došlo ke statistiĐkǇ sigŶifikaŶtŶíŵu Ŷáƌůstu 

poŵěƌu. Šedé sloupĐe popisují ĐhoǀáŶí ŶeuƌoďlastoŵoǀýĐh ďuŶěk “H“YϱY za stejŶýĐh 

podŵíŶek. Je patƌŶé, že odpoǀěď Ŷa daŶé ovlivŶěŶí je zĐela odlišŶá – iŶǀeƌzŶí, oǀšeŵ i zde 

došlo k sigŶifikaŶtŶíŵ zŵěŶáŵ ;pƌo “H“YϱY i fiďƌoďlastǇ platí statistiĐkǇ sigŶifikaŶtŶí ƌozdílǇ 

ŵezi jedŶotliǀýŵi sloupĐi, p<0,001). 
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Oďrázek 30 Poŵěƌ ϮHG/ϮOG ǀǇjádřeŶý jako pƌoĐeŶta hodŶot dosažeŶýĐh ǀ ŵédiu s 1% séƌeŵ ;1% FTS), v 10% 

séƌu ǀ hǇpoǆii (10% FTS + HPX) a v ϭϬ% séƌu ǀ normoxii (10% FTS). Pƌo “H“YϱY i fiďƌoďlastǇ platí statistiĐkǇ 
sigŶifikaŶtŶí ƌozdílǇ ŵezi jednotlivmi sloupci,  # - p<0,001 

 

Na oďƌázku 31 je koŶĐeŶtƌaĐe saŵotŶého ϮHG za stejŶýĐh podŵíŶek ǀe stejŶýĐh 

ďuňkáĐh. Jeho aďsolutŶí ŵŶožstǀí koƌeluje s poŵěƌeŵ pouze ǀ případě fiďƌoďlastů, Ŷikoliǀ 

“H“YϱY, ŶaǀíĐ u těĐhto ŶádoƌoǀýĐh ďuŶěk doĐhází k ŵŶoheŵ ŵeŶšíŵ ƌozdílůŵ, kteƌé jsou 

v koŶteǆtu fiďƌoďlastů takřka zaŶedďatelŶé. DoĐhází tedǇ ke statistiĐkǇ sigŶifikaŶtŶíŵu 

Ŷáƌůstu koŶĐeŶtƌaĐe ϮHG ǀ izoloǀaŶýĐh fiďƌoďlasteĐh po stiŵulaĐi séƌeŵ a HPX (mezi 

jedŶotliǀýŵi sloupĐi doĐhází k sigŶifikaŶtŶí zŵěŶě p<0,001).  
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Oďrázek 31 Koncentrace 2HG [pŵol/ŵilioŶ ďuŶěk] ve fibroblasteĐh a ŶeuƌoďlastoŵoǀýĐh “H“YϱY ǀ ŵédiu s 1% 

séƌeŵ ;ϭ% FT“Ϳ, ǀ ϭϬ% séƌu ǀ hǇpoǆii ;ϭϬ% FT“ + HPXͿ a ǀ ϭϬ% séƌu ǀ normoxii (10% FTS). Pƌo fiďƌoďlastǇ platí 
statistiĐkǇ sigŶifikaŶtŶí ƌozdílǇ ŵezi jedŶotliǀýŵi sloupĐi, # - p<0,001. 

 

V koŶteǆtu předešlýĐh ŵěřeŶí byly oǀliǀŶěŶé fiďƌoďlastǇ podrobeny stejŶýŵ podŵíŶkáŵ, 

ale ďǇl ŵěřeŶ jejiĐh příƌůstek po ϱϬ hodiŶáĐh inkubace (Oďƌázek ϯ2). Ukázalo se, že 

v podŵíŶkáĐh ďez séƌa Ŷedošlo skoƌo k žádŶéŵu Ŷáƌůstu počtu ďuŶěk ;ϭ,ϲǆ opƌoti ŵŶožstǀí 

při ŶasetíͿ, při stiŵulaĐi séƌeŵ ǀšak ŵŶožstǀí ďuŶěk ďǇlo téŵěř čtǇřŶásoďŶé a při hǇpoǆii 

zhruba sedmiŶásoďŶé. Tato fakta koƌelují s Ŷáƌůsteŵ poŵěƌu 2HG/2OG i s hodnotou 2HG za 

stejŶýĐh podŵíŶek.  
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Oďrázek 32 Náƌůst fiďƌoďlastů ;Ŷ-Ŷásoďek = počet ďuŶěkT50/počet ďuŶěkT0Ϳ po ϱϬ hodiŶáĐh ǀ ϱŵM GlĐ ŵédiu 
po stimulaci séƌeŵ ;ϭϬ% FC“Ϳ, hǇpoǆií ;ϭϬ% FTS + HPX) a v ŵédiu s Ŷízkýŵ séƌeŵ ;ϭ% FTS) a po oǀliǀŶěŶí ϮHG 
v toŵto ϭ% FT“ séƌu ;ϭ% FT“ + ϮŵM ϮHG & 1% FTS + 5mM 2HG); # - p<0,001 vs. 1% FTS 

 

Dalšíŵ kƌokeŵ ďǇlo zjistit, zdali saŵotŶý ϮHG, pokud ďude přidáŶ do ŵédia, ŵůže oǀliǀŶit 

pƌolifeƌaĐi fiďƌoďlastů ;Oďƌázek ϯ2Ϳ. Použili jsŵe Ϯ a ϱ ŵM ŶedeƌiǀatizoǀaŶý ϮHG, kteƌý jsŵe 

přidáǀali Ŷa 50 hodin k ďuňkáŵ ǀ ϭ% séƌu. Ukázalo se, že ŵíƌa pƌolifeƌaĐe fiďƌoďlastů 

koreluje s koŶĐeŶtƌaĐí ϮHG ǀ ŵédiu, a abychom ǀǇloučili, zdali ŶeŶí tato koŶĐeŶtƌaĐe příliš 

ǀelká, ƌespektiǀe ŶefǇziologiĐká, zŵěřili jsŵe ǀ ďuňkáĐh s ϱ ŵM ϮHG  ǀ ŵédiu koŶĐeŶtƌaĐi 

ϮHG po řádŶéŵ oplaĐhu pelety v PBS. Koncentrace v ďuňkáĐh se zǀýšila ϭϬǆ, Đož je zhƌuďa 

stejŶé zǀýšeŶí jako po stimulaci HPX (Tabulka 2).  Poŵěƌ ϮHG/ϮOG se zǀýšil jeŶ Ϯǆ, jelikož 

ŵŶožstǀí přidaŶého ϮHG oǀliǀŶilo i ŵŶožstǀí ϮOG ;Taďulka ϮͿ. BǇl ŵěřeŶ i Đitƌát, ŵalát, 

fuŵaƌát a laktát, u kterýĐh došlo k poklesu hladin po inkubaci s ϮHG ǀǇjŵa Đitƌátu 

(neuvedenoͿ. Pƌo zǀýšeŶí Đitliǀosti saŵotŶého eǆpeƌiŵeŶtu ďǇlo ďuňkáŵ přidáŶo jeŶ 1% 

séƌuŵ ǀe ǀšeĐh koŶĐeŶtƌaĐíĐh ϮHG. 
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C2HG v médiu n2HG.10-6 buněk ± 

SD 

n2OG.10-6 buněk ± 

SD 

n2HG/n2OG ± SD 

0 mM ϭϵϯ,ϯ ± ϭϲ,ϴ ŵol ϭϳϲ,ϵ ± ϯϯ,ϴ ŵol ϭ,Ϭϵ ± Ϭ,ϭϮ 

5 mM  ϭϴϰϰ,ϯ ± ϲϴ,Ϯ ŵol ϵϭϯ,ϳ ± ϰ,ϴ ŵol Ϯ,ϬϮ ± Ϭ,Ϭϵ 

Tabulka 2 Látkoǀé ŵŶožstǀí ϮHG a ϮOG a jejiĐh poŵěƌ po oǀliǀŶěŶí fiďƌoďlastů 5 mM 2HG v ŵédiu.  
 

U ŶeuƌoďlastoŵoǀýĐh ďuŶěk ;Oďƌázek ϯ3) došlo k podoďŶéŵu efektu jako u fiďƌoďlastů 

pouze v případě ďuŶěk pěstoǀaŶýĐh ǀ ϭ% séƌu, kde ďǇl Ŷáƌůst ďuŶěk ŶejŶižší, oǀšeŵ 

v hypoxii Ŷedošlo k poteŶĐiaĐi ƌůstu jako u fiďƌoďlastů, tudíž k ŶejǀǇššíŵu Ŷáƌůstu ďuŶěčŶé 

ŵasǇ došlo ǀ NMX v 10% séƌu. TeŶto ǀýsledek siĐe Ŷekoƌeluje s poŵěƌeŵ ϮHG/ϮOG, oǀšeŵ 

překǀapiǀě koƌeluje s koŶĐeŶtƌaĐí ϮHG ǀ ďuňkáĐh při těĐhto podŵíŶkáĐh (Oďƌázek ϯϭ). 

 

Oďrázek 33 Náƌůst ŶeuƌoďlastoŵoǀýĐh ďuŶěk “H“YϱY ;Ŷ-Ŷásoďek = počet ďuŶěkT50/počet ďuŶěkT0) po 50 

hodiŶáĐh ǀ ϱŵM GlĐ ŵédiu po stiŵulaĐi séƌeŵ ;10% FT“Ϳ, hǇpoǆií ;ϭϬ% FTS + HPX) a v ŵédiu s Ŷízkýŵ séƌeŵ 
(1% FCS), # - p<0,001 vs. 1% FTS. 

 

Dalšíŵ kƌokeŵ ďǇlo potǀƌzeŶí zŵěŶǇ ƌůstu fiďƌoďlastů ŵěřeŶíŵ ďuŶěčŶého ĐǇklu 

;Oďƌázek ϯ4Ϳ. TƌeŶdǇ při stiŵulaĐi ƌůstu séƌeŵ, HPX a ϮHG ďǇlǇ zaĐhoǀáŶǇ. ϮHG ďǇl přidáǀáŶ 
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v koŶĐeŶtƌaĐi ϯ ŵM jedŶak pƌo úspoƌu koŵeƌčŶě dodaŶého ϮHG, a také pƌoto, že došlo 

k ǀýzŶaŵŶéŵu Ŷáƌůstu ďuŶěčŶé ŵasǇ už při 2 mM 2HG. V případě ďuŶěčŶého ĐǇklu ďǇl 

zaĐhoǀáŶ tƌeŶd, kteƌý ďǇl jedŶozŶačŶý u ƌůstu ďuŶěk ;Oďƌázek 32).  

HPX sŶížila % ďuŶěk ǀ Gϭ/GϬ fázi, ale zǀýšila ŵŶožstǀí ǀ S a GϮ fázi. V ďuňkáĐh ďez séƌa 

Ŷaopak došlo ke zǀýšeŶí ŵŶožstǀí ďuŶěk ǀ Gϭ/GϬ a sŶížeŶí ǀ S a GϮ fázi. Přídaǀek ϮHG 

k ďuňkáŵ s 1% FTS je ŶejǀíĐe zŶát ǀ S fázi, kde je jasŶě patƌŶé zǀýšeŶí ďuŶěk pod tíŵto 

treatmentem opƌoti saŵotŶýŵ ďuňkáŵ s ϭ% séƌeŵ. 

 

 

Oďrázek 34 BuŶěčŶý ĐǇklus fiďƌoďlastů oǀliǀŶěŶýĐh ϭ% séƌeŵ (1% FTS), přídaǀkeŵ 2-hǇdƌoǆǇglutaƌátu  do 
ŵédia s ϭ% séƌeŵ (1% FTS + 3mM 2HG) a iŶkuďaĐí ǀ hypoxii v ϭϬ% séƌu (10% FTS + HPX).  # (p<0,001) jsou 

sigŶifikaŶtŶí zŵěŶǇ ǀztažeŶé k ďuňkáŵ ǀ 1% séƌu ;ĐtƌlͿ, * zŶačí sigŶifikaŶtŶí zŵěŶu při p<0,05. Na ose X jsou 

jedŶotliǀé fáze ďuŶěčŶého ĐǇklu. 
 

DefiŶitiǀŶíŵ potǀƌzeŶíŵ účiŶku ϮHG a použitýĐh podŵíŶek se pƌo Ŷás stala ŵetoda, při 

kteƌé jsŵe díkǇ iŶkoƌpoƌaĐi ďƌoŵodeoxyuridinu mohli sledoǀat ŵíƌu ƌeplikaĐe DNA, jež se 

ŵěŶila ǀ záǀislosti Ŷa použitýĐh podŵíŶkáĐh. VýsledkǇ potǀƌdili předĐhozí ŵěřeŶí, kde došlo 

po přídaǀku ϮHG k Ŷáƌůstu pƌolifeƌaĐe, tedy úŵěƌŶě koŶĐeŶtƌaĐi. )áƌoǀeň jsŵe teŶto 
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ǀýsledek potǀƌdili i ǀ ŶádoƌoǀýĐh ďuňkáĐh “H“YϱY. V hǇpoǆii došlo stejŶě jako ǀ předĐhozíĐh 

experimentech k stiŵulaĐi pƌolifeƌaĐe u fiďƌoďlastů a ǀ ŵédiu ďez séƌa ke zpoŵaleŶí 

pƌolifeƌaĐe. U “H“YϱY došlo ke zpoŵaleŶí pƌolifeƌaĐe ǀ HPX i v ŵédiu ďez séƌa, přičeŵž 

nedostatek séƌa při pěstoǀáŶí těĐhto ŶádoƌoǀýĐh ďuŶěk Ŷeŵěl na pokles ŵíƌǇ proliferace tak 

dƌaŵatiĐký vliv jako  HPX (Obrázek 35). 

 

Oďrázek 35 Inkorporace bromodeoxyuridinu (BrDUͿ do jadeƌŶé DNA ǀztažeŶá Ŷa Đelkoǀý počet jadeƌ 
oďaƌǀeŶýĐh HoeĐhst a ǀǇjádřeŶá ǀ procentech v daŶýĐh podŵíŶkáĐh: ǀ ϭ% séƌu ;ϭ% FST), v ϭ% séƌu s přídaǀeŵ 
2-hǇdƌoǆǇglutaƌátu o ǀýsledŶé koŶĐeŶtƌaĐi Ϯ a ϱ ŵŵol/l ;ϭ% FTS 2 mM 2HG, 1% FTS 5 mM 2HG), v ϭϬ% séƌu 
(CTRL) a v ϭϬ% séƌu ǀ hypoxii (HPX). Použité ďuňkǇ ďǇlǇ fiďƌoďlastǇ ;fibroblastͿ a Ŷeuƌoďlastoŵoǀá liŶie “H“YϱY 
(SHSY5Y) * zŶačí sigŶifikaŶtŶí zŵěŶu při p<0,05 a # zŶačí sigŶifikaŶtŶí zŵěŶu při p<0,001 vs. 1% FTS. 

 

Na oďƌázku ϯ6 jsou ǀýsledkǇ aŶalýzǇ poŵoĐí ŵetodǇ Western Blot  fosfoƌǇloǀaŶého S6 

pƌoteiŶu a HIFϭα u ďuŶěk “H“YϱY. V toŵto eǆpeƌiŵeŶtu jsŵe se zaŵěřili Ŷa ŵožŶé Đíle, 

kteƌé ďǇ zǀýšeŶé hladiŶǇ ϮHG ŵohlǇ oǀliǀňoǀat Ŷa ŵolekuláƌŶí úƌoǀŶi, ŶeďǇlo ǀšak ŵožŶé 

ŵěřit tǇto ǀýsledkǇ Ŷa fiďƌoďlasteĐh, pƌotože ŶeďǇla k dispozici potkaŶí pƌotilátka. Nejprve 

jsŵe zkouŵali ŵíƌu aktiǀaĐe ŵTORCϭ, kteƌý je zŶáŵý jako ƌegulátoƌ ďuŶěčŶého děleŶí či 

pƌolifeƌaĐe.  Měřili jsŵe ŵíƌu fosfoƌǇlaĐe ƌiďozoŵálŶího pƌoteiŶu “ϲ. PřidáŶíŵ ϮHG ǀšak 
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Ŷedošlo k zǀýšeŶí aktiǀitǇ ŵTORCϭ, tedǇ k fosforylaci “ϲ pƌoteiŶu. Dále jsŵe zkouŵali dƌuhý 

ŵožŶý Đíl 2HG – HIFϭα. )de jsŵe ǀšak ŶeďǇli sĐhopŶi detekoǀat HIFϭα ze saŵotŶého ǀzoƌku, 

jelikož se jeho podjednotky po izolaci destabilizovali. Proto jsme k ďuňkáŵ přidáǀali CoCl2, 

kteƌý staďilizuje HIFϭα do té ŵíƌǇ, že jsŵe ďǇli sĐhopŶi ho poŵoĐí této ŵetodǇ detekoǀat a 

kvantifikovat. Z oďƌázku je patƌŶé, že po přidáŶí ϮHG dojde ke zǀýšeŶé staďilizaĐi HIFϭα. Jako 

pozitiǀŶí koŶtƌolu jsŵe použili dǀě koŶĐeŶtƌaĐe CoCl2 a ŵůžeŵe ǀidět, že ǀ záǀislosti Ŷa 

konceŶtƌaĐi čiŶidla ǀzƌoste ŵíƌa staďilizaĐe HIFϭα, kteƌá záƌoǀeň sigŶifikaŶtŶě ǀzƌoste po 

přidáŶí ϮHG. 

 

 

Oďrázek 36 WesteƌŶ ďlot “ϲ pƌoteiŶu a HIFϭα. Vleǀo “ϲ pƌoteiŶ: Ŷahoře ǁesteƌŶ ďlot, dole gƌafiĐké ǀǇjádřeŶí, 
použité ďuňkǇ “H“YϱY koŶtƌolŶí liŶie ;ĐoŶtƌolͿ a s přídaǀkeŵ Ϯ-hǇdƌoǆǇglutaƌátu ;2HGͿ. Vpƌaǀo je aŶalýza HIFϭα 
ǁesteƌŶ ďlotu ;ŶahořeͿ jako poŵěƌ ŵezi iŶteŶzitou sigŶálu HIFϭα a β-aktinu v daŶé koŶĐeŶtƌaĐi CoCl2. * zŶačí 
sigŶifikaŶtŶí zŵěŶu při p<Ϭ,Ϭϱ a # zŶačí sigŶifikaŶtŶí zŵěŶu při p<0,001. KǀaŶtifikaĐe pƌoďíhala ǀ programu ImageJ 

a hodŶotǇ jsou pƌezeŶtoǀáŶo sloupĐoǀýŵi grafy. 
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Z oďƌázku ϯϰ a ϯϱ je patƌŶé, že doĐhází k ǀýzŶaŵŶýŵ zŵěŶáŵ proliferace po oǀliǀŶěŶí 

ϮHG ŶejeŶ u fiďƌoďlastů, ale i u ŶeuƌoďlastoŵoǀýĐh ďuŶěk “H“YϱY.  

Na základě dat zŵěřeŶýĐh Ŷa fiďƌoďlasteĐh, kde doĐházelo v ŵédiu s ŶoƌŵálŶí glǇkéŵií 

po přídaǀku ϮHG k posuŶu hladiŶ ŵetaďolitů ;ŵalát, fuŵaƌát, laktátͿ sŵěƌeŵ dolů, byl 

stejŶý experiment zopakoǀáŶ u Ŷeuƌoďlastoŵů. )áƌoǀeň ke sledoǀáŶí ǀliǀu ϮHG ŶeďǇlo 

ǀǇužito jeŶ ϱϬ hod, ale i kƌátké ϴ hodiŶoǀé oǀliǀŶěŶí.  

Ukázalo se, že ǀ toŵto ŵédiu doĐhází po ϴ i 50 hod od přídaǀku ϮHG k statisticky 

sigŶifikaŶtŶíŵu poklesu ŵŶožstǀí ǀšeĐh ŵetaďolitů ;Oďƌázek ϯϳ, 38), vyjma 2HG – logicky –, 

jehož ǀǇsoké ŵŶožstǀí z ŵédia pƌostupuje doǀŶitř ďuŶěk a způsoďuje sigŶifikaŶtŶí zǀýšeŶí.  

Po ϱϬ hod siĐe zůstáǀají zaĐhoǀáŶǇ tƌeŶdǇ osŵihodiŶoǀého iŶteƌǀalu, oǀšeŵ koŶĐeŶtƌaĐe 

ŵalátu a fuŵaƌátu přes delší iŶkuďaĐi klesla ŶesigŶifikaŶtŶě. 

 

Oďrázek 37 NitƌoďuŶěčŶá koŶĐeŶtƌaĐe [pŵol/ŵilioŶ ďuŶěk] 2-hǇdƌoǆǇglutaƌátu ;ϮHGͿ, Ϯ-oǆoglutaƌátu ;ϮOGͿ, 
ŵalátu, Đitƌátu a fuŵaƌátu po oǀliǀŶěŶí Ϯ ŵM 2-hǇdƌoǆǇglutaƌáteŵ ;ϮHGͿ po doďu ϴ a ϱϬ hodiŶ. BuŶěčŶá 
Ŷeuƌoďlastoŵoǀá liŶie “H“YϱY, koŵpletŶí použité ŵédiuŵ s ϱ ŵM glukózou.  * zŶačí sigŶifikaŶtŶí zŵěŶu při 
p<Ϭ,Ϭϱ a # zŶačí sigŶifikaŶtŶí zŵěŶu při p<Ϭ,ϬϬϭ ǀs. koŶtƌola ďez přídaǀku ϮHG ;CTRLͿ 
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Oďrázek 38 VŶitƌoďuŶěčŶá koŶĐeŶtƌaĐe laktátu [nŵol/ŵilioŶ ďuŶěk] po oǀliǀŶěŶí Ϯ ŵM Ϯ-hǇdƌoǆǇglutaƌáteŵ 
;ϮHGͿ po doďu ϴ a ϱϬ hodiŶ. BuŶěčŶá Ŷeuƌoďlastoŵoǀá liŶie “H“YϱY, koŵpletŶí použité ŵédiuŵ s 5 mM 

glukózou.  * zŶačí sigŶifikaŶtŶí zŵěŶu při p<Ϭ,Ϭϱ a # zŶačí sigŶifikaŶtŶí zŵěŶu při p<Ϭ,ϬϬϭ ǀs. koŶtƌola ďez 
přídaǀku ϮHG (CTRL). 

 

“tejŶý eǆpeƌiŵeŶt ďǇl pƌoǀedeŶ ǀ hǇpoglǇkeŵiĐkéŵ ŵédiu ďez glutaŵiŶu, kde ďǇla 

předpokládáŶa pƌáǀě ǀliǀeŵ těĐhto podŵíŶek sŶížeŶá ďuŶěčŶá ƌespiƌaĐe. Tento fakt 

potǀƌzuje oďƌázek ϯϵ, kde po kƌátkéŵ ϴ hod přídaǀku ϮHG doĐhází k zǀýšeŶí hladiŶ ǀšech 

ŵetaďolitů, s ǀǇjíŵkou Đitƌátu a ϮOG. Po ϱϬ hod od přídaǀku ϮHG pak doĐhází k poklesu 

ǀšeĐh ŵetaďolitů opƌoti koŶtƌoláŵ  - statistiĐkǇ sigŶifikaŶtŶí pokles je patƌŶý u ϮOG, laktátu 

(Oďƌázek ϰϬͿ a ŵalátu. U Đitƌátu a fuŵaƌátu siĐe doĐhází k sŶížeŶí, ale zŵěŶa ŶeŶí 

sigŶifikaŶtŶí. Lze tedǇ předpokládat, že ϮHG aktiǀuje ƌespiƌaĐi i ǀe ztížeŶýĐh podŵíŶkáĐh pƌo 

ďuŶěčŶou pƌolifeƌaĐi.  
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Oďrázek 39 NitƌoďuŶěčŶá koŶĐeŶtƌaĐe [pŵol/ŵilioŶ ďuŶěk] 2-hǇdƌoǆǇglutaƌátu ;ϮHGͿ, Ϯ-oǆoglutaƌátu ;ϮOGͿ, 
ŵalátu, Đitƌátu a fuŵaƌátu po oǀliǀŶěŶí Ϯ ŵM Ϯ-hǇdƌoǆǇglutaƌáteŵ ;ϮHGͿ po doďu ϴ a ϱϬ hodiŶ. BuŶěčŶá 
Ŷeuƌoďlastoŵoǀá liŶie “H“YϱY, použité ŵédiuŵ s ϭ ŵM glukózou (1mM Glc) bez glutaminu (bez Gln).  * zŶačí 
sigŶifikaŶtŶí zŵěŶu při p<Ϭ,Ϭϱ a # zŶačí sigŶifikaŶtŶí zŵěŶu při p<Ϭ,ϬϬϭ ǀs. koŶtƌola ďez přídaǀku ϮHG ;CTRLͿ 

 

  

 

Oďrázek 40 NitƌoďuŶěčŶá koŶĐeŶtƌaĐe laktátu [nŵol/ŵilioŶ ďuŶěk] po oǀliǀŶěŶí Ϯ ŵM Ϯ-hǇdƌoǆǇglutaƌáteŵ 
;ϮHGͿ po doďu ϴ a ϱϬ hodiŶ. BuŶěčŶá Ŷeuƌoďlastoŵoǀá liŶie “H“YϱY, koŵpletŶí použité ŵédiuŵ s 1 mM 

glukózou ;ϭŵM GlĐͿ ďez glutaŵiŶu ;ďez GlŶͿ.  * zŶačí sigŶifikaŶtŶí zŵěŶu při p<Ϭ,Ϭϱ a # zŶačí sigŶifikaŶtŶí 
zŵěŶu při p<Ϭ,ϬϬϭ ǀs. koŶtƌola ďez přídaǀku ϮHG ;CTRL). 
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“e zŵěŶou ƌespiƌaĐe se jedŶozŶačŶě pƌolíŶá i zŵěŶa produkce RO“. Pƌo jedŶozŶačŶost 

ǀýsledku ďǇla zŵěřeŶa pƌodukĐe ŵitoĐhoŶdƌiálŶího supeƌoǆidu ǀ ďuňkáĐh, jež ďǇlǇ 

podƌoďeŶǇ posledŶě zŵíŶěŶýŵ podŵíŶkáŵ - tedy kultivace za hǇpoglǇkéŵie, ďez 

glutamiŶu. Výďěƌ podŵíŶek ŶeďǇl ŶáhodŶý a ďǇl zǀoleŶ pƌáǀě pƌoto, že zde doĐházelo 

k takřka opačŶýŵ jeǀůŵ po kƌátké a dlouhé iŶkuďaĐi ďuŶěk s ϮHG. Ukázalo se, že doĐhází 

v oďou případeĐh k sigŶifikaŶtŶě ǀǇšší pƌodukĐi supeƌoǆidu po přídaǀku ϮHG, ačkoliǀ ŶeďǇl 

pozoƌoǀáŶ ǀýzŶaŵŶý ƌozdíl ŵezi ϴ a ϱϬ hodiŶaŵi od přídaǀku ϮHG ;Oďƌázek ϰϭ). 

 

 

 

Oďrázek 41 PƌodukĐe supeƌoǆidu po oǀliǀŶěŶí Ϯ ŵM Ϯ-hǇdƌoǆǇglutaƌáteŵ ;ϮHGͿ po doďu ϴ a ϱϬ hodiŶ. 
BuŶěčŶá Ŷeuƌoďlastoŵoǀá liŶie “H“YϱY, koŵpletŶí použité ŵédiuŵ s ϭ ŵM glukózou ;ϭŵM GlĐͿ ďez glutaŵiŶu 
;ďez GlŶͿ.  * zŶačí sigŶifikaŶtŶí zŵěŶu při p<Ϭ,Ϭϱ a # zŶačí sigŶifikaŶtŶí zŵěŶu při p<Ϭ,ϬϬϭ ǀs. koŶtƌola ďez 
přídaǀku ϮHG ;CTRLͿ. 

 

5.2.1.2 PorovŶáŶí poŵěru ϮHG/2OG v růzŶýĐh ďuňkáĐh 

Dále ďǇlo zkouŵáŶo ŵŶožstǀí ϮHG ǀ ƌůzŶýĐh ďuŶěčŶýĐh liŶíĐh. BǇlo ŵěřeŶo ϱ 

ŶeŶádoƌoǀýĐh a ϲ ŶádoƌoǀýĐh ďuŶěčŶýĐh liŶií ;Oďƌázek 42 a 43Ϳ. “aŵotŶé ŵŶožstǀí ϮHG o 
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ničeŵ ŶeǀǇpoǀídalo a lišilo se ŵezi liŶieŵi Ŷezáǀisle Ŷa dƌuhu tkáŶě či stupni transformace – 

poƌoǀŶáǀáŵe-li aďsolutŶí koŶĐeŶtƌaĐi ǀ Ŷahodiléŵ ǀýďěƌu ŶádoƌoǀýĐh ǀs. ŶeŶádoƌoǀýĐh 

ďuŶěk (nesignifikaŶtŶí statistiĐké zŵěŶǇͿ. Vidíŵe, že u ŶádoƌoǀýĐh ďuŶěk ŶedoĐhází oďeĐŶě 

k dƌaŵatiĐkéŵu Ŷáƌůstu ϮHG ;ǀǇjŵa ŶádoƌoǀýĐh HTB-126), i když s ǀýjiŵkou ŶeŶádoƌoǀýĐh 

HTB-ϭϮϱ se dá tǀƌdit, že je koŶĐeŶtƌaĐe 2HG v ŶádoƌoǀýĐh ďuňkáĐh ǀǇšší. Na pƌǀŶí pohled se 

ǀšak Ŷa obrázku 42 jeǀí koŶĐeŶtƌaĐe ϮHG jako zdáŶliǀě ŶesouǀisejíĐí s feŶotǇpeŵ či 

geŶotǇpeŵ ďuňkǇ ;ŶejasŶá hƌaŶiĐe ŵezi Ŷádoƌoǀýŵi a ŶeŶádoƌoǀýŵi liŶieŵiͿ. Aǀšak 

v případě poƌoǀŶáŶí podoďŶě difeƌeŶĐoǀaŶýĐh tkáŶí lze zřetelŶě odlišit Ŷádoƌoǀé a 

ŶeŶádoƌoǀé ďuňkǇ. JedŶá se o dǀojiĐi HTB-125 vs. HTB-ϭϮϲ, potkaŶí hepatoĐǇtǇ a lidské 

HepG2, RTG iŶdukoǀaŶé INS1E vs. PaTu 8902 ;zde se ǀšak jedŶá od dǀa odlišŶé feŶotǇpǇͿ. U 

ǀšeĐh zŵíŶěŶýĐh dǀojiĐ doĐhází k Ŷáƌůstu koŶĐeŶtƌaĐe po tƌaŶsfoƌŵaĐi ďuňkǇ, ƌespektiǀe u 

ƌǇze ŶádoƌoǀýĐh ďuŶěk. Dále ŵůžeŵe zŵíŶit i staƌé ǀs. ŵladé fiďƌoďlastǇ, kde u staƌšíĐh je 

ϮHG sigŶifikaŶtŶě ǀǇšší, Đož je pƌaǀděpodoďŶě způsoďeŶo ŶastřádáŶíŵ ƌůzŶýĐh ŵutaĐí. Ve 

ǀšeĐh uǀedeŶýĐh případeĐh se jedŶá o statistiĐkǇ sigŶifikaŶtŶí ƌozdíl (p<0,001).  

Na druhou stranu poŵěƌ látkoǀého ŵŶožstǀí ϮHG/ϮOG zřetelŶě ohƌaŶičuje ƌozdíl ŵezi 

Ŷádoƌoǀou a ŶeŶádoƌoǀou liŶií - včetŶě IN“ϭE. Poŵěƌ ϮHG/ϮOG je u zdƌaǀýĐh ďuŶěk ŵeŶší 

Ŷež Ϯ, nebo spíše ďližší ϭ, zatíŵĐo poŵěƌ u ǀšeĐh ŶádoƌoǀýĐh liŶií je ǀǇšší Ŷež ϱ ;Oďƌázek ϰϯ). 

“igŶifikaŶtŶě se liší oďě skupiŶǇ z hlediska poklesu hodnoty (p = 10
-8

) a i z hlediska rozptylu 

jedŶotliǀýĐh ǀýsledků ;p = 1,2.10
-18

).  
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Oďrázek 42 Koncentrace 2HG [pŵol/ŵilioŶ ďuŶěk] ǀ paŶkƌeatiĐkýĐh ďuňkáĐh (tƌaŶsfoƌŵoǀaŶýĐh INS1E, 

ŶádoƌoǀýĐh PaTu ϴϵϬϮͿ, jateƌŶíĐh ďuňkáĐh ;zdƌaǀé hepatoĐǇtǇ, Ŷádoƌoǀé HepG2), fiďƌoďlasteĐh ŵladýĐh ;F-

ŵladéͿ a staƌýĐh ;F-staƌéͿ, pƌsŶíĐh ďuňkáĐh (zdƌaǀé HTB125 a Ŷádoƌoǀé HTB126 a MDA-MB-231), ŶádoƌoǀýĐh 
ďuňkáĐh tlustého střeǀa HCT ϭϭϲ ;HCT116) a v ŶeuƌoďlastoŵǀýĐh ďuňkáĐh “H“YϱY za stejŶýĐh kultiǀačŶíĐh 
podŵíŶek ǀ ϱ ŵM glukózoǀéŵ ;GlĐͿ ŵédiu vyjma linie HCT 116, a IN“ϭE, kteƌé ŵěli speĐiálŶí ϭϭŵM RPMI 
ŵédiuŵ. # - Ŷádoƌoǀá ǀs. neŶádoƌoǀá, p<0,001. 
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Oďrázek 43 Poŵěƌ ϮHG/2OG v paŶkƌeatiĐkýĐh ďuňkáĐh ;tƌaŶsfoƌŵoǀaŶýĐh IN“ϭE, ŶádoƌoǀýĐh PaTu ϴϵϬϮͿ, 
jateƌŶíĐh ďuňkáĐh ;zdƌaǀé hepatoĐǇtǇ, Ŷádoƌoǀé HepGϮͿ, fiďƌoďlasteĐh ŵladýĐh ;FIB-YͿ a staƌýĐh ;fiď oldͿ, 
pƌsŶíĐh ďuňkáĐh ;zdƌaǀé HTBϭϮϱ a Ŷádoƌoǀé HTBϭϮϲ a MDA-MB-ϮϯϭͿ, ŶádoƌoǀýĐh ďuňkáĐh tlustého střeǀa 
HCT 116 (HCT) a v ŶeuƌoďlastoŵǀýĐh ďuňkáĐh “H“YϱY za stejŶýĐh kultiǀačŶíĐh podŵíŶek ǀ ϱ ŵM glukózoǀéŵ 
;GlĐͿ ŵédiu vyjma linie HCT 116, a IN“ϭE, kteƌé ŵěli speĐiálŶí ϭϭ ŵM RPMI ŵédiuŵ. # - Ŷádoƌoǀá ǀs. 
ŶeŶádoƌoǀá, p<0,001. 

 

Na oďƌázku 43 lze záƌoǀeň pozoƌoǀat pokles poŵěƌu ϮHG/ϮOG ŵezi dǀěŵi ƌůzŶě staƌýŵi 

liŶieŵi fiďƌoďlastů. DoĐhází k ǀíĐe jak dǀojŶásoďŶéŵu poklesu u ŵladýĐh fiďƌoďlastů opƌoti 

staƌýŵ, Đož koƌeluje i s hodŶotou aďsolutŶí koŶĐeŶtƌaĐe 2HG v těĐhto ďuňkáĐh ;Oďƌázek ϰϮ). 

V souvislosti s tíŵ ďǇl zŵěřeŶ ďuŶěčŶý ĐǇklus ǀ těĐhto ďuňkáĐh, kde se ukázalo, že doĐhází 

jedŶozŶačŶě i k lepší pƌolifeƌaĐi staƌšíĐh fiďƌoďlastů s ǀǇšší koŶĐeŶtƌaĐí ϮHG. PƌoĐeŶtuálŶí 

zastoupeŶí staƌýĐh fiďƌoďlastů ŶaĐházejíĐíĐh se ǀ “ a GϮ fázi ďǇlo sigŶifikaŶtŶě ǀǇšší opƌoti 

ŵladýŵ fiďƌoďlastůŵ, spolu se sigŶifikaŶtŶíŵ pokleseŵ počtu staƌýĐh fiďƌoďlastů ǀ Gϭ/GϬ 

fázi ;Oďƌázek ϰϰ).  
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Oďrázek 44 BuŶěčŶý ĐǇklus staƌýĐh ;F-staƌéͿ a ŵladýĐh ;F-ŵladéͿ fiďƌoďlastů. Na ose X jsou jedŶotliǀé fáze 
ďuŶěčŶého ĐǇklu. 

5.2.1.3 Poŵěr ϮHG/ϮOG v orgáŶeĐh vǇjŵutýĐh z potkaŶů 

)ajíŵaǀýŵ feŶoŵéŶeŵ se zdá ďýt Ŷáƌůst poŵěƌu ϮHG/ϮOG ǀ oƌgáŶeĐh ǀǇizoloǀaŶýĐh 

z žiǀýĐh potkaŶů. )de ;Oďƌázek 45) tǇto poŵěƌǇ dosahují oďdoďŶýĐh hodnot jako 

v ŶádoƌoǀýĐh ďuňkáĐh in vitro (Oďƌázek 43), Đož je saŵo o soďě zajíŵaǀé. PůǀodŶě jsŵe se 

v ƌáŵĐi hǇpotézǇ sŶažili poƌoǀŶat oƌgáŶǇ, ǀe kteƌýĐh doĐhází k ƌůzŶé pƌolifeƌaĐi a oďŶoǀě 

ďuŶěk a Ŷajít korelaci k poŵěƌu ϮHG/ϮOG, Đož se Ŷáŵ Ŷepodařilo ;Oďƌázek 45). Předpoklad 

ďǇl takoǀý, že ǀe sleziŶě, kde pƌoďíhá tǀƌoďa lǇŵfoĐǇtů, ďude díkǇ podŵíŶkáŵ pƌolifeƌaĐe 

poŵěƌ 2HG/20G ǀǇšší a ǀ sƌdĐi či ǀ ŵozku Ŷaopak Ŷízký.  Koncentrace 2HG korelovala 

v jedŶotliǀýĐh oƌgáŶeĐh s poŵěƌeŵ ϮHG/ϮOG ;Ŷezobrazeno).  
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Oďrázek 45 Poŵěƌ ϮHG/ϮOG ǀ hoŵogeŶizoǀaŶýĐh tkáŶíĐh orgánů s ƌůzŶou ƌegeŶeƌačŶí sĐhopŶostí ďuŶěk u 
ƌůzŶě staƌýĐh potkaŶů.  

 

Toto ŵěřeŶí Ŷás oǀšeŵ upozoƌŶilo Ŷa odlišŶou hodŶotu ϮHG/ϮOG in vivo vs. in vitro 

pokusů a záƌoǀeň Ŷa aƌtefakt, kteƌý ǀzŶikl při poƌoǀŶáŶí Ŷádoƌoǀé HepGϮ liŶie s příŵo 

izoloǀaŶýŵi hepatoĐǇtǇ ;Ŷikoliǀ Đelýŵi játƌǇ, Oďƌázek ϰϲ).  

DoĐházelo zde k ǀelkýŵ ƌozdílůŵ ǀ poŵěƌu ϮHG/ϮOG, přičeŵž zǀýšeŶí poŵěƌu 

v hepatoĐǇteĐh ǀůči HepGϮ bylo velmi sigŶifikaŶtŶí ;p=7,9.10
-4

). V případě, kdǇ ǀšak ďǇlǇ 

izoloǀaŶé hepatoĐǇtǇ kultiǀoǀáŶǇ po Ϯϰ hodiŶ ǀe stejŶéŵ ŵédiu jako HepGϮ, došlo 

k sigŶifikaŶtŶíŵu poklesu oproti HepG2 (p=3.10
-6Ϳ a poŵěƌ odpoǀídal kultiǀoǀaŶýŵ zdƌaǀýŵ 

ďuňkáŵ jako v obrázku 42. 
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Oďrázek 46 Poŵěƌ ϮHG/ϮOG ǀ hepatocytech a v ŶádoƌoǀýĐh HepGϮ kultiǀoǀaŶýĐh Ŷa Petƌiho ŵiskáĐh 
(hepatocyty ďǇlǇ kultiǀoǀáŶǇ 24 hodin) a v příŵo izoloǀaŶýĐh hepatocytech, bez in vitro kultiǀaĐe. # ǀztažeŶé 
k hepatoĐǇtůŵ po 24 hod kultivaci pro p<0,001 

 

Na oďƌázku ϰϳ je koŶĐeŶtƌaĐe ϮHG, kteƌá ǀǇĐhází z poŵěƌu ǀ ďuňkáĐh z oďƌázku ϰ6. Trend 

Ŷeodpoǀídá jedŶotliǀýŵ poŵěƌům a je z Ŷěj patƌŶé jasŶé sigŶifikaŶtŶí zǀýšeŶí koŶĐeŶtƌaĐe 

2HG v ŶádoƌoǀýĐh ďuňkáĐh ;HepGϮͿ, Đož odpoǀídá ǀýsledkůŵ z oďƌázku ϰϮ, ze kterého zcela 

jasŶě ǀǇplýǀá, že koŶĐeŶtƌaĐe ϮHG je ǀǇšší u ŶádoƌoǀýĐh ďuŶěk, ačkoliv pouze za 

předpokladu, že poƌoǀŶáŵe typoǀě podoďŶé zdƌaǀé či Ŷádoƌoǀé ďuňkǇ. Můžeŵe ƌoǀŶěž 

ǀidět sigŶifikaŶtŶí zǀýšeŶí koŶĐeŶtƌaĐe ϮHG u hepatoĐǇtů, izoloǀaŶýĐh příŵo z potkaŶíĐh 

jateƌ opƌoti hepatoĐǇtůŵ kultiǀoǀaŶýŵ ŵiŶiŵálŶě 24 hodin v ƌůstoǀéŵ ŵédiu.  
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Oďrázek 47 Koncentrace 2HG [pŵol/ŵilioŶ ďuŶěk] ǀ hepatocytech a v ŶádoƌoǀýĐh HepGϮ kultiǀoǀaŶýĐh Ŷa 
Petƌiho ŵiskáĐh ;hepatoĐǇtǇ Ϯϰ hodiŶͿ a ǀ příŵo izoloǀaŶýĐh hepatocytech, bez in vitro kultiǀaĐe. # ǀztažeŶé 
k hepatoĐǇtůŵ po Ϯϰ hod kultiǀaĐi pro p<0,001 

 

5.2.1.4 VǇužití 2HG v kliŶiĐké praǆi 

 

Na oďƌázku ϰϴ jsou ǀýsledkǇ ;hladiŶa ϮHGͿ čtǇř skupiŶ sledoǀaŶýĐh paĐieŶtek s Ŷádoƌeŵ 

pƌsu a jedŶé koŶtƌolŶí skupiŶǇ. U ǀšeĐh skupiŶ ďǇla ŵěřeŶa koŶĐeŶtƌaĐe ϮHG ǀ ŵoči. 

Pacientky v ƌeŵisi, ǀe stádiu ϯ a stádiu ϰ ;ϭ a ǀíĐe ŵetastázͿ bǇlǇ poƌoǀŶáǀáŶǇ se zdƌaǀýŵi 

žeŶaŵi. JedŶá se o pilotŶí studii a předďěžŶé ǀýsledkǇ, kteƌé ǀšak účiŶŶě ŶazŶačují ǀýzŶaŵ 

ϮHG jako ŵožŶého ŵaƌkeƌu Ŷádoƌoǀého oŶeŵoĐŶěŶí, ǀ Ŷašeŵ koŶkƌétŶíŵ případě 

karcinomu prsu. 

Z oďƌázku je patƌŶé, že zdƌaǀé koŶtƌolǇ ŵají ŶejŶižší hladiŶu ϮHG ǀ ŵoči. “e stádieŵ 

ŶeŵoĐi a počteŵ ŵetastáz ƌoste i koŶĐeŶtƌaĐe ϮHG, ǀýjiŵku tǀoří paĐieŶtkǇ ǀ ƌeŵisi, kteƌé 

ǀǇkazují ǀǇšší hladiŶǇ Ŷež paĐieŶtkǇ ǀe stádiu ϯ.  

Vzorky ŵoči ďǇlǇ ŵěřeŶǇ současŶě se ǀzoƌkǇ krve ;séƌaͿ, oǀšeŵ v séƌu ŶeďǇl patƌŶý žádŶý 

uƌčujíĐí tƌeŶd, kteƌý ďǇ jedŶozŶačŶě defiŶoǀal daŶé skupiŶǇ.   
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Oďrázek 48 Hladiny 2HG v ŵoči paĐieŶtek s karcinomem prsu v ƌůzŶýĐh stádiíĐh ŶeŵoĐi a zdƌaǀýĐh žeŶ. n 

v legeŶdě gƌafu ozŶačuje počet paĐieŶtek ǀ daŶé skupiŶě. Počet ŵetastáz ozŶačuje počet zasažeŶýĐh oƌgáŶů.  
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6 Diskuze  

ReduktiǀŶí kaƌďoǆǇlaĐe ďǇla pƌokázáŶa půǀodŶě ǀ hŶědýĐh tukoǀýĐh ďuňkáĐh, kde 

doĐhází předŶostŶě ke geŶeƌaĐi tepla Ŷa úkoƌ sǇŶtézǇ ATP (36) a později ďǇla pƌokázáŶa 

v ŶěkteƌýĐh ŶádoƌoǀýĐh ďuňkáĐh (51, 115).  

ReduktiǀŶí kaƌďoǆǇlaĐi (RK) jsŵe pƌokázali v ďuňkáĐh, ǀe kteƌýĐh ŶeďǇla doposud 

zkouŵáŶa. MetodiĐkǇ jsŵe se ŶeĐhali iŶspiƌoǀat již dříǀe popsaŶýŵi postupǇ zahƌŶujíĐí 

izotopiĐké zŶačeŶí (187), oǀšeŵ pƌo Ŷaše potřeďǇ ďǇlo ŶutŶé ŵodel iŶkoƌpoƌaĐe zásadŶě 

přepƌaĐoǀat.  Cíleŵ ďǇlo spolehliǀě odlišit RK od dopředŶého toku, aŶiž ďǇ ďǇlo potřeďa 

ǀǇužít NMR či složité a ŶákladŶé dƌuhǇ izotopiĐkého zŶačeŶí. IŶstƌuŵeŶtálŶí metodou GC-

M“, kteƌou jsŵe ŵěli k dispoziĐi, ŶeďǇlo ŵožŶé odlišit eŶaŶtioŵeƌǇ, aŶi polohu izotopu, 

pouze počet zŶačeŶýĐh atoŵů. DíkǇ ŵetodě, kteƌá se zakládala Ŷa zŶalosti a implementaci 

ŵeĐhaŶisŵu půsoďeŶí eŶzǇŵů Kƌeďsoǀa ĐǇklu, ďǇlo ŵožŶé spolehliǀě odlišit pƌáǀě ŵíƌu RK 

od oǆidačŶího sŵěƌu Kƌeďsoǀa ĐǇklu.  

Nepodařilo se Ŷáŵ ǀšak ǀ daŶýĐh ďuŶěčŶýĐh liŶiíĐh v hypoxii ani v Ŷoƌŵoǆii Ŷajít 

iŶkoƌpoƌaĐi do lipidů, jako toŵu ďǇlo ǀ jiŶýĐh puďlikaĐíĐh (112, 113, 115, 187). NiĐŵéŶě tǇto 

ǀýsledkǇ ďǇlǇ získáŶǇ ǀ mnohem drsŶějšíĐh hǇpoǆiĐkýĐh podŵíŶkáĐh ;ϭ% O2), kteƌé 

nefigurovaly v ŶašiĐh eǆpeƌiŵeŶteĐh (ǀǇužili jsŵe jeŶ 5% O2Ϳ, popřípadě ŶaŵěřeŶǇ 

v ďuŶěčŶýĐh liŶiíĐh s poškozeŶýŵi ŵitoĐhoŶdƌieŵi (112, 188), Đož se jeǀí z hlediska 

inkorporace jako ekvivalent k téŵěř aŶoǆiĐkýŵ podŵíŶkáŵ. OǆidatiǀŶí fosfoƌǇlaĐe a 

ƌespiƌačŶí řetězeĐ ďǇl za těĐhto popsaŶýĐh podŵíŶek ŵŶoheŵ silŶěji iŶhiďoǀáŶ, Ŷež u ŶašiĐh 

eǆpeƌiŵeŶtů s 5% O2. Aktivita eŶzǇŵů RK sice pƌokazatelŶě souǀisí s aktiǀaĐí HIFϭα (190), 

kteƌý je staďilizoǀáŶ už ϱ hod po ustaŶoǀeŶí ϱ% hǇpoǆie (191), ŶiĐŵéŶě syŶtéza lipidů, mimo 

jiŶé, souǀisí i s hƌoŵaděŶíŵ Đitƌátu. Citƌát se za těĐhto podŵíŶek ŵůže sǇŶtetizoǀat i 

pƌostředŶiĐtǀíŵ PDH a Đitƌát sǇŶtházǇ z glǇkolýzǇ, kteƌá ǀšak Ŷeŵěla ǀ ŶašiĐh ŵédiíĐh 
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izotopiĐkou zŶačku. AktiǀŶí PDH ďǇla pƌokázáŶa ǀ 5% HPX v ďuňkáĐh HepGϮ, ačkoliǀ za 

aglǇkeŵiĐkýĐh podŵíŶek (191). Dále je ŶutŶé říĐt, že při ǀzŶiku lipidů ŵůže doĐházet 

k ŶaředěŶí sigŶálu 13
C uhlíkǇ 12

C, pƌotože Đitƌát ŶeŶí příŵýŵ pƌekuƌzoƌeŵ pƌo sǇŶtézu. 

V Ŷašeŵ případě ŵohl tento jev ǀýzŶaŵŶě oǀliǀŶit ǀýsledek, ǀezŵeŵe-li v potaz ƌelatiǀŶě 

Ŷižší pƌoĐeŶtuálŶí podíl RK oďeĐŶě ǀ HTB-126 a MDA-MB-231. Ten je Ŷižší Ŷež ǀ ďuŶěčŶýĐh 

liŶiíĐh ǀ již zŵíŶěŶýĐh puďlikaĐíĐh (112, 113, 115), Đož ŵůže ƌoǀŶěž souǀiset pƌáǀě s aktiǀŶí 

glǇkolýzou i PDH. Citƌát ǀ Ŷašeŵ případě figuƌuje jako křižoǀatka, kde se střetáǀají dǀě 

ǀýzŶaŵŶé aŶapleƌotiĐké dƌáhǇ, glǇkolýza a glutaŵiŶolýza, a ǀýsledŶý sigŶál 13
C-Đitƌátu je 

odǀozeŶý od ŵíƌǇ a pƌopoƌĐioŶálŶího zastoupeŶí oďou dƌah. 

“ŶížeŶí iŶkoƌpoƌaĐe je patƌŶé už u ŵalátu, kde je poloǀičŶí opƌoti Đitƌátu, kteƌý je pƌáǀě 

pƌekuƌzoƌeŵ ŵalátu. )dá se tedǇ, že hǇpoǆie (5% O2) postačuje pƌo zǀýšeŶí RK ǀ užitýĐh 

ďuŶěčŶýh liŶiíĐh, oǀšeŵ iŶkoƌpoƌaĐe ŵůže ďýt a dozajista je oǀliǀŶěŶa i jiŶýŵi 

aŶapleƌotiĐkýŵi dƌahaŵi a sǇŶtetiĐkýŵi ƌeakĐeŵi. Nádoƌoǀé ďuňkǇ Ŷeŵusí ŶaǀíĐ ǀ 5% 

hǇpoǆii ǀǇkazoǀat aďsolutŶí iŶhiďiĐi ƌespiƌaĐe, Đož ŶazŶačují ǀýsledkǇ Ŷa hepatoĐǇteĐh, kde 

došlo ǀ 5% O2 po ϱ hodiŶáĐh ke sŶížeŶí ƌespiƌaĐe Ŷa poloǀiŶu, oǀšeŵ Ŷe k aďsolutŶí iŶhiďiĐi 

(192), a proto ŵůže ďýt slaďá hǇpoǆie, potažŵo slaďší RK, i důǀodeŵ k ŶezaiŶkoƌpoƌoǀáŶí 

13C do ŵastŶýĐh kǇseliŶ a dalšíĐh up-stƌeaŵ iŶteƌŵediátů. NaǀíĐ, RK ŵůže ǀe spojeŶí 

s eǆpoƌteŵ Đitƌátu z ŵitoĐhoŶdƌií sloužit jako čluŶek pro tvorbu NADPH v ĐǇtosolu. Při RK je 

totiž spotřeďoǀáŶo NADPH, ϮOG je ƌedukoǀáŶ Ŷa isoĐitƌát za ǀzŶiku NADP+ a ǀzŶiklý Đitƌát po 

exportu do cytosolu ŵůže poŵoĐí IDHϭ zpětŶě ǀǇtǀářet NADPH a ϮOG. DíkǇ této ƌeakĐi 

ŵůže pak ϮOG sloužit Ŷapříklad jako pƌekuƌzoƌ ϮHG. Tato ƌeakĐe ŵůže ǀǇužít pƌáǀě ǀzŶiklé 

NADPH pro redukci keto-skupiny (193). Tíŵ pádeŵ oǀšeŵ neŵusí dojít k inkorporaci 
13

C do 

lipidů, pƌotože je Đitƌát ǀǇužit jako suďstƌát pƌo jiŶé Ŷež lipogeŶŶí ƌeakĐe a ǀzŶiklý ϮOG se 

ŵůže podílet ǀ řadě dalšíĐh ďioĐheŵiĐkýĐh ƌeakĐí.  
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Podařilo se Ŷáŵ ǀšak pƌokázat v ŶašiĐh ŶádoƌoǀýĐh liŶiíĐh RK i v normoxii, a ŵíƌa RK 

odpoǀídala hodŶotáŵ ŶaŵěřeŶýĐh ǀ ďuňkáĐh ŵelaŶoŵu (194).  

Předpokládali jsŵe, že v 5 ŵM glukózoǀéŵ ŵédiu ǀ NMX, kteƌé je z hlediska glǇkéŵie 

fǇziologičtější, ďǇ ǀšak ŵěla ďýt RK Ŷižší Ŷež ǀ 25 ŵM GlĐ ŵédiu, z toho důǀodu, že pƌo ƌǇĐhle 

pƌolifeƌujíĐí Ŷádoƌoǀé ďuňkǇ ďǇ glǇkolýza ϱ ŵM glukózǇ + glutaŵiŶolýza nemusela 

dostačoǀat pƌo tǀoƌďu substƌátů RK a dopředné dƌáhǇ záƌoǀeň – že ďǇ ǀ Ŷoƌŵoǆii ŵěla ďýt 

upředŶostŶěŶa tǀoƌďa ATP skƌze OXPHO“ Ŷa úkoƌ RK. Naopak v 25 mM Glc bǇla poǀažoǀáŶa 

za dostatečŶě vysokou pƌo poskǇtŶutí dostatku iŶteƌŵediátů Kƌeďsoǀa ĐǇklu pƌo oǆidatiǀŶí 

fosforylaci, tíŵ pádeŵ ďǇ ŵohl dopředŶý sŵěƌ fuŶgoǀat Ŷezáǀisle Ŷa glutaŵiŶolýze, kteƌá ďǇ 

v toŵto případě ďǇla plŶě ǀǇužita pƌo RK. Tento fakt se potvrdil v případě Đitƌátu u ďuŶěk 

HTB-ϭϮϲ ;Oďƌázek ϭ2), u ďuŶěk MDA-MB-Ϯϯϭ siĐe došlo ǀ případě Đitƌátu k podoďŶéŵu 

trendu, nicŵéŶě Ŷedošlo k dƌaŵatiĐkéŵu ŶaǀýšeŶí, ǀǇjŵa ďuŶěk se silencingem IDH2 

;Oďƌázek ϭϰ). U ŵalátu a ϮHG došlo u liŶie HTB-126 k opačŶéŵu efektu a u MDA-MB-231 byl 

stejŶý jeǀ pozoƌoǀáŶ u ŵalátu, ale Ŷe u ϮHG. JedŶozŶačŶě tedǇ Ŷelze potǀƌdit hǇpotézu, že 

by se inkoƌpoƌaĐe do ŵetaďolitů ƌeǀeƌzŶí dƌáhǇ RK a ϮHG zǀýšila ǀ hǇpeƌglǇkeŵiĐkéŵ 

pƌostředí. V kontextu s těŵito ǀýsledkǇ je ŵožŶé ŶaǀƌhŶout, že ďǇ ƌozdílǇ ŵezi ϱ a ϮϱŵM GlĐ 

ŵédieŵ ŶeďǇlǇ ŵaƌkaŶtŶí Ŷeďo ǀůďeĐ zŶatelŶé, pokud ďǇ ďǇla dostatečŶě aktiǀoǀáŶa 

glutaŵiŶolýza a dƌáha RK. Tato hǇpotéza se ǀšak ǀ Đelkoǀéŵ koŶteǆtu také ukázala jako 

zaǀádějíĐí. Tedy tehdy, kdy byly zŵěřeŶǇ i aďsolutŶí koŶĐeŶtƌaĐe ŵetaďolitů.  

V těĐhto podŵíŶkáĐh v HTB-126 ďǇla zŵěřeŶa koŶĐeŶtƌaĐe laktátu, kteƌá ǀšak 

nevykazovala signifikaŶtŶí ƌozdílǇ, ačkoliǀ zde došlo k ǀýzŶaŵŶéŵu zǀýšeŶí koŶĐeŶtƌaĐe ϮOG 

a posléze i ϮHG, dále k sŶížeŶí Đitƌátu a ŵíƌŶéŵu zǀýšeŶí koŶĐeŶtƌaĐe ŵalátu ;Taďulka ϭͿ. 

HodŶotǇ ŵalátu, Đitƌátu a ϮHG ǀšak iŶǀeƌzŶě koƌelují s ŵíƌou inkorporace. Lze tedǇ tǀƌdit, že 

jejich zŵěŶǇ jsou díleŵ glǇkolýzǇ. GlutaŵiŶolýza se tíŵ pádeŵ jeǀí jako ƌelatiǀŶě ŶeŵěŶŶá 
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aŶapleƌotiĐká dƌáha, kteƌá sǇsteŵatiĐkǇ zásoďuje Kƌeďsůǀ ĐǇklus a zǀǇšeŶí koŶĐeŶtƌaĐe díkǇ 

glǇkolýze ŵá za Ŷásledek Ŷižší iŶkoƌpoƌaĐi. TeŶto efekt ŶejpřijatelŶěji ǀǇsǀětluje daŶou 

problematiku, Ŷeďoť zde doĐhází k „ŶaředěŶí͞ sigŶálu 13
C-metabolitu, tedy sŵíseŶí stejŶého 

iŶteƌŵediátu poĐházejíĐího jedŶak z 1-
13

C-glutaminu a jednak z ŶezŶačeŶé glukózǇ, případŶě 

z jiŶé aŶapleƌotiĐké dƌáhǇ. PříčiŶa ǀĐelku staďilŶí glutaŵiŶolýzǇ ŵůže ďýt zdůǀodŶěŶa již 

dříǀe popsaŶou upƌegulaĐí Đ-myc v ďuňkáĐh pƌsŶího kaƌĐiŶoŵu (73), kteƌá záƌoǀeň 

upƌeguluje glutaŵiŶolýzu (26, 68). 

Z ǀýsledků je záƌoǀeň patƌŶé, že doĐhází k ƌůzŶé iŶkoƌpoƌaĐi ŵezi jedŶotliǀýŵi ŵetaďolitǇ 

– iŶkoƌpoƌaĐe do ŵalátu ďǇla ŶejŶižší, zatíŵĐo do ϮHG ŶejǀǇšší. Míƌa iŶkoƌpoƌaĐe záǀisí Ŷa 

ŵŶoha pƌoŵěŶŶýĐh, ǀčetŶě již zŵíŶěŶé ŵíƌǇ glǇkolýzǇ a jiŶýĐh aŶapleƌotiĐkýĐh dƌah. 

NejǀǇšší iŶkoƌpoƌaĐe do ϮHG je dáŶa pƌaǀděpodoďŶě příŵou Đestou vzniku, jelikož ϮHG 

ǀzŶiká příŵou ƌedukĐí ϮOG, ačkoliǀ je potřeďa ďƌát ǀ potaz i jiŶé eŶzǇŵǇ zodpoǀědŶé za 

sǇŶtézu ϮHG, kde ǀšak Ŷeŵusí ŶezďǇtŶě figuƌoǀat zŶačeŶý 13
C-2OG. V saǀčíh ďuňkáĐh je R-

2HG také pƌodukoǀáŶ z ϱ-aŵiŶoleǀuliŶátu (148). 5-aŵiŶoleǀuliŶát ;pƌekuƌsoƌ heŵuͿ je 

oǆidačŶě degƌadoǀáŶ a koŶǀeƌtoǀáŶ Ŷa ϮHG za přispěŶí glutathion–depeŶdeŶtŶí glǇoǆǇlázǇ 

izoformy 1 (GLO1) a 2 (HAGH) (150). V ŵitoĐhoŶdƌiíĐh přispíǀá ͞hydroxyacid–oxoacid-

transhydrogenase͟ (HOT, nebo ADHFE1, EC 1.1.99.24) k sǇŶtéze R-2HG z 2OG, zatíŵĐo 

současŶě koŶǀeƌtuje ϰ-hǇdƌoǆǇďutǇƌát na seŵialdehǇd sukĐiŶátu  (152). HOT tedǇ soutěží s 

IDH2 o 2OG. NedáǀŶo ďǇlo take zjištěŶo, že lidská fosfoglǇĐeƌátdehydrogenáza (EC 1.1.1.95) 

formuje R-2HG z 2OG (159), a dale  laktátdehydrogenáza-A a mitochondriálŶí 

malátdehydrogenáza ǀ téŵěř aŶoǆiĐkýĐh podŵíŶkáĐh pƌodukuje S-2HG, Đož podpoƌuje 

ŵaligŶitu podoďŶě jako R-2HG (160). Výše popsaŶé dƌáhǇ ǀzŶiku ϮHG ǀšak Ŷeŵusí ďýt ŶutŶě 

přítoŵŶé v Ŷáŵi použitýĐh ďuňkáĐh. NiĐŵéŶě s ohledem na mechanismus reakce, tedy fakt, 

že ϮHG ǀzŶiká ƌedukĐí ϮOG a Đitƌát ǀzŶiká takřka příŵo díkǇ RK z ϮOG, lze říĐi, že IDHϮ 
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v těĐhto ďuňkáĐh sǇŶtetizuje podstatŶou část ϮHG, ačkoliǀ v Đelkoǀéŵ ŵěřitku ŵeŶšiŶoǀou, 

oǀšeŵ už se Ŷepodílí ǀ takoǀé ŵíře Ŷa ƌeǀeƌzŶíŵ ǀzŶiku Đitƌátu. NaǀíĐ je z ǀýsledků patƌŶé, 

že doĐhází k odlišŶé iŶkoƌpoƌaĐi  ŵezi jedŶotliǀýŵi ďuňkaŵi pƌsŶího kaƌĐiŶoŵu, Đož je 

poĐhopitelŶě dáŶo ŶeideŶtiĐkýŵ geŶotǇpeŵ či feŶotǇpeŵ. 

Naše data tedy potǀƌzují, že ŵíƌa RK, ǀčetŶě sǇŶtézǇ ϮHG, souǀisí s aktivitou IDH2 (52). 

“ŶížeŶá iŶkoƌpoƌaĐe po sileŶĐiŶgu IDHϮ ǀ daŶýĐh ďuŶěčŶýĐh liŶiíĐh jedŶozŶačŶě poukazuje 

na ǀýzŶaŵŶost IDHϮ, zatíŵĐo sileŶĐiŶg IDHϭ ukazuje, že eŶzym IDH1 se v Ŷašeŵ ŵodelu 

Ŷepodílí Ŷa ŵíře iŶkoƌpoƌaĐe do Đitƌátu a ŵalátu ;Oďƌázek Ϯϰ-26). 

“kutečŶost, že se IDHϭ podílí Ŷa sǇŶtéze 2HG je pƌaǀděpodoďŶě způsoďeŶa ƌůzŶýŵi 

zŶáŵýŵi ďodoǀýŵi ŵutaĐeŵi (155, 173, 192, 194, 195), ačkoliǀ již ďǇlo pƌokázáŶo, že i 

ŶeŵutoǀaŶá IDHϭ a Ϯ se ŵůže podílet Ŷa pƌodukĐi ϮHG (73).  

V Ŷašeŵ případě neďǇla pƌokázáŶa ŵutaĐe IDHϮ aŶi IDHϭ u buŶěk HTB-126 (52). To, že se 

IDH1 podílí Ŷa sǇŶtéze ϮHG ǀ ďuňkáĐh HTB-126 je  Ŷoǀý fakt, kteƌý potǀƌzuje ojediŶělý Ŷález, 

že ŶeŵutoǀaŶá IDHϭ přispíǀá ǀ Ŷižší ŵíře k sǇŶtéze ϮHG (73). 

HǇpoǆiĐká odezǀa ďǇla ŵěřeŶa pouze u ďuŶěk HTB-126. Hypoxie zvyšuje aktiǀitu Ŷeďo 

expresi IDH2 (97, 196). V případě hǇpoǆie došlo k zǀýšeŶí iŶkoƌpoƌaĐe u Đitƌátu u koŶtƌol i 

ďuŶěk se sileŶĐiŶgeŵ IDHϮ, přičeŵž ďǇl dodƌžeŶ Ŷižší tƌeŶd iŶkoƌpoƌaĐe pƌáǀě ǀ případě 

silencingu. V případě ŵalátu ďǇl stejŶý tƌeŶd dodƌžeŶ jeŶ u Ϯϱ mM Glc, u 5 mM došlo 

k zǀýšeŶí ǀ koŶtƌoláĐh, ale ǀ případě sileŶĐiŶgu Ŷedošlo ke zŵěŶě, ďa dokoŶĐe ďǇla 

iŶkoƌpoƌaĐe ŵíƌŶě sŶížeŶá. TeŶto jeǀ lze ǀǇsǀětlit podoďŶě jako ǀliǀ hǇpeƌglǇkeŵiĐkýĐh 

podŵíŶek, tedǇ sŶížeŶíŵ % 13C díkǇ hƌoŵaděŶí ŵetaďolitů z jiŶýĐh zdƌojů. PǇƌuǀát, kteƌý se 

ŵůže ǀ podŵíŶkáĐh hǇpoǆie, jež je spjata se staďilizaĐí HIFϭα, hƌoŵadit díkǇ zǀýšeŶé 

glǇkolýze (198), ŵůže ďýt ŶásledŶě přeŵěŶěŶ poŵoĐí pǇƌuǀát kaƌďoǆǇlázǇ Ŷa oǆalaĐetát, 

kteƌý ƌeǀeƌzŶí ƌeakĐí s ŵalát dehǇdƌogeŶázou ǀǇtǀáří ŵalát. Takto ǀzŶiklý ŵalát zǀýší 



113 

 

procentuálŶí zastoupeŶí ŶezŶačeŶého ŵalátu, tedǇ sŶíží ƌelatiǀŶí ŵíƌu iŶkoƌpoƌaĐe. NiĐŵéŶě 

sŶížeŶí 13
C-ŵalátu ǀ HPX ďǇlo pozoƌoǀáŶo jeŶ ǀe staďilŶích liniíh ŵiϮϴϬ a ŵiϯϬϴ, kteƌé 

ŵohou ŵít odlišŶý ŵetaďolisŵus. Fakt, že se teŶto ǀýsledek Ŷeoďjeǀil u koŶtƌolŶíĐh HTB-126 

sǀědčí spíše o toŵ, že se ŵožŶá jedŶá o ŶáhodŶý artefakt. 

Inkorporace do 2HG nebyla v hǇpoǆii ǀǇšší, ačkoliǀ už byla v jiŶýĐh puďlikaĐíĐh potvrzena 

ǀǇšší pƌodukĐe tohoto ŵetaďolitu ǀ HPX (160), Đož ŵůže souǀiset s ǀǇšší aktivitou nebo 

eǆpƌesí IDH2 (97, 196) Ŷeďo jiŶýĐh eŶzǇŵů (160). VǇšší pƌodukĐe ǀšak ďǇla zjištěŶa 

v koŶĐeŶtƌaĐi kǇslíku Ϭ,ϱ% (160, 198), pƌoto je pƌaǀděpodoďŶé, že ǀ případě ϮHG je potřeďa 

téŵěř aŶoǆiĐkýĐh podŵíŶek pƌo zǀýšeŶí jeho sǇŶtézǇ. To ŵůže ďýt způsoďeŶo Đelkoǀě ǀǇšší 

pƌodukĐí tohoto oŶkoŵetaďolitu u ŶádoƌoǀýĐh ďuŶěk (52), jež je hǇpotetiĐkǇ příčiŶou Ŷižší 

odezǀǇ Ŷa ŵíƌŶou hǇpoǆii, tedǇ že zŵěŶǇ v produkci 2HG ǀliǀeŵ pƌostředí se ŵohou sŵýt 

díkǇ oďeĐŶě ŵasiǀŶí pƌodukĐi tohoto ŵetaďolitu Ŷádoƌoǀýŵi ďuňkaŵi. 

Proto byl na HTB-126 linii zkouŵáŶ ǀliǀ iŶhiďitoƌů, ƌespektiǀe ŵodifikátoƌů ƌespiƌačŶíĐh 

kompleǆů: oligomycinu, FCCP, rotenonu, kteƌé ďǇ ŵěli siŵuloǀat koŶkƌétŶí dǇsfuŶkĐe 

ƌespiƌačŶího řetězĐe. K toŵu Ŷás ŶaǀedlǇ ǀýsledkǇ ŵěřeŶí ƌespiƌaĐe Ŷa těĐhto ďuněčŶýĐh 

liŶiíĐh se sileŶĐiŶgeŵ IDHϮ, kteƌé ǀǇkazoǀali ǀǇšší ƌespiƌaĐi a pƌodukĐi ATP. OǆidatiǀŶí 

fosforylace tedǇ iŶǀeƌzŶě koƌeloǀala s ŵíƌou RK (52). 

 Při použití jedŶotliǀýĐh ŵodifikátoƌů ďǇl potǀƌzeŶ efekt ƌespiƌaĐe Ŷa RK. Odpřahoǀač 

FCCP, popƌǀé popsaŶý ǀ 60. leteĐh ŵiŶulého století (200), kteƌý Ŷaƌušuje sǇŶtézu ATP a ŵěŶí 

ŵeŵďƌáŶoǀý poteŶĐiál, také způsoďuje zǀýšeŶí ƌespiƌaĐe. V Ŷašeŵ případě zǀýšeŶá 

ƌespiƌaĐe ďǇla příčiŶou Ŷižší RK, spolu s  Ŷižší sǇŶtézou 2HG. RK v případě použití FCCP klesla 

téŵěř Ŷa Ŷulu a ϮHG sǇŶtéza ďǇla sigŶifikaŶtŶě sŶížeŶa. OďƌáĐeŶě toŵu ďǇlo při použití 

rotenonu a oligomycinu, jež způsoďují iŶhiďiĐi koŵpleǆu ϭ ;ƌoteŶoŶͿ a ATP sǇŶtázǇ 

(oligomycin). Došlo k sigŶifikaŶtŶíŵu zǀýšeŶí RK i sǇŶtézǇ ϮHG. “tejŶé ǀýsledkǇ ďǇlǇ zjištěny i 
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v Ŷeuƌoďlastoŵoǀé liŶii “HSY5Y, takže se s Ŷejǀětší pƌaǀděpodoďŶostí ŶejedŶá o atǇpiĐkou 

reakci buŶěk HTB-ϭϮϲ. NaǀíĐ ǀ ďuňkáĐh “H“YϱY doĐhází po použití ƌoteŶoŶu k Ŷáƌůstu, 

potažŵo kuŵulaĐi S-ϮHG, díkǇ iŶhiďiĐi “-2HG dehǇdƌogeŶázǇ, způsoďeŶé pƌáǀě ƌoteŶoŶeŵ 

(201). Z těĐhto ǀýsledků a z ǀýsledků získaŶýĐh ǀ HPX lze tedǇ jasŶě ǀǇčíst efekt ŵíƌǇ 

respirace, kteƌý oǀliǀňuje ŵíƌu RK a sǇŶtézu ϮHG.  

Vliǀ galaktózoǀého ŵédia Ŷa RK, ƌespektiǀe odŶětí glukózǇ, ďǇl další jeǀ, kteƌý ďǇl 

zkouŵáŶ ǀ ďuňkáĐh HTB-126. “igŶifikaŶtŶí sŶížeŶí iŶkoƌpoƌaĐe do ǀšeĐh ŵetaďolitů lze 

ǀǇsǀětlit zŵěŶou eŶeƌgetiĐké ďilaŶĐe způsoďeŶé odeďƌáŶíŵ glukózǇ. V toŵto ŵédiu si 

Ŷádoƌoǀé ďuňkǇ Ŷeŵohou sǇŶtetizoǀat ATP poŵoĐí glǇkolýzǇ, tudíž je ŶutŶé, aďǇ si ďuňkǇ 

sǇŶtetizoǀalǇ ATP oǆidatiǀŶí fosfoƌǇlaĐí. ) toho důǀodu pƌaǀděpodoďŶě přeǀládá dopředŶý 

tok Krebsova cyklu, čeŵuž odpoǀídá pƌáǀě sŶížeŶí RK. Vliǀ galaktózǇ ďǇl zkouŵáŶ i v jiŶýĐh 

studiíĐh Ŷapříklad Ŷa HeLa ďuňkáĐh, kde ďǇlo zjištěŶo, že po oǀliǀŶěŶí galaktózou se 

zdǀojŶásoďí ďuŶěčŶá ƌespiƌaĐe (202). 

Dalšíŵ aspekteŵ, kteƌý ďǇl studoǀáŶ, je hypokapnie, tedy vliv Ŷižší koŶĐeŶtƌaĐe CO2 pro 

kultiǀaĐi ďuŶěk. Je zŶáŵo, že Ŷěkteƌé Ŷádoƌoǀé ďuňkǇ, Ŷapříklad tƌaŶsfoƌŵoǀaŶé z ďuŶěk 

tlustého střeǀa, ŵají ǀǇšší iŶǀazŶí sĐhopŶost ǀ podŵíŶkáĐh ǀǇšší koŶĐeŶtƌaĐe CO2 (203). Za 

předpokladu, že RK použíǀá oǆid uhličitý jako suďstƌát, ďǇla zkouŵáŶa ŵíƌa RK ǀ Ŷižší 

koncentraci CO2. ReduktiǀŶí kaƌďoǆǇlaĐe ǀ atŵosféře CO2  je siĐe ďěžŶou ƌeakĐí ǀ oƌgaŶiĐké 

chemii (204), ale efekt CO2 na RK v žiǀýĐh ďiologiĐkýĐh sǇstéŵeĐh, jako jsou pƌáǀě Ŷádoƌoǀé 

ďuňkǇ, ŶeďǇl dosud podƌoďŶěji studoǀáŶ. Podle přepokladu ďǇlo zjištěŶo, že RK sigŶifikaŶtŶě 

klesla v HTB-126 v Ŷižší koŶĐeŶtƌaĐi CO2, Ŷa dƌuhou stƌaŶu ǀšak ŶeďǇla zŵěŶěŶa sǇŶtéza ϮHG 

;Oďƌázek ϮϮ). LogiĐkým důǀodeŵ je fakt, že ϮHG Ŷepotřeďuje pƌo sǀou sǇŶtézu CO2.  BuňkǇ 

MDA-MB-Ϯϯϭ ŶeďǇlǇ testoǀáŶǇ Ŷa iŶkoƌpoƌaĐi do RK, ale stejŶě jako ǀ HTB-126 v nich bylo 

zŵěřeŶo ŵŶožstǀí IDHϮ ;Oďƌázek Ϯ3) po zŵěŶě atŵosféƌǇ CO2. ZĐela pƌokazatelŶě Ŷedošlo 
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k overexpresi genu IDH2 Ŷeďo ke sŶížeŶí ŵŶožstǀí IDHϮ. VýsledkǇ tedǇ potǀƌzují teoƌii, že 

CO2 ŵůže fuŶgoǀat jako suďstƌát pƌo RK a jeho Ŷižší koŶĐeŶtƌaĐe ŵůže tuto ƌeakci 

sigŶifikaŶtŶě sŶížit.  

V Ŷaší dƌuhé puďlikaĐi ďǇl zkouŵáŶ ϮHG, jeho ǀliǀ na buněčŶé děleŶí, případŶě jeho 

hladiŶǇ po oǀliǀŶěŶí séƌeŵ či hǇpoǆií ǀ potkaŶíĐh fiďƌoďlasteĐh – zdƌaǀýĐh ďuňkáĐh, kteƌé 

kromě ǀýhodǇ, že Ŷejsou tƌaŶsfoƌŵoǀaŶé, ještě skýtají další ǀýhodu, a tou je jejiĐh ƌelatiǀŶě 

doďƌé děleŶí a pěstoǀáŶí in vitro.  

Nejpƌǀe ǀšak ďǇla zjištěŶa ŵíƌa RK a ŶásledŶě ŵíƌa sǇŶtézǇ ϮHG poŵoĐí izotopiĐkého 

zŶačeŶí, aďǇ ďǇla ǀůďeĐ potǀƌzeŶa ǀhodŶost tohoto modelu. K toŵuto pokusu ďǇlǇ posléze 

přidáŶǇ další ďuŶěčŶé liŶie, aďǇ se ŵíƌa iŶkoƌpoƌaĐe dala poƌoǀŶat i s jiŶýŵi dƌuhǇ 

ŶádoƌoǀýĐh či zdƌaǀýĐh ďuŶěk za stejŶýĐh podŵíŶek. RK ďǇla siĐe pƌokázáŶa ǀ mnoha 

ŶádoƌoǀýĐh liŶiíĐh a v hŶědém tuku (37, 53, 98, 106, 114, 116, 186, 204), stejŶě tak sǇŶtéza 

ϮHG, u kteƌé doŶedáǀŶa platilo, že pƌoďíhá jeŶ ǀ ďuňkáĐh s ŵutaĐí IDHϮ Ŷeďo IDHϭ (185, 

205), ŶiĐŵéŶě oďě tǇto ŵetaďoliĐké dƌáhǇ ǀ pƌiŵáƌŶíĐh fiďƌoďlasteĐh, potažŵo zdƌaǀýĐh 

ďuňkáĐh, jsou jeŶ ŵálo pƌozkouŵaŶé (117). Nehledě Ŷa to, že ǀýzŶam 2HG byl dlouhou 

dobu skryt.  

Pƌokázali jsŵe, že 2HG ŵůže ďýt sǇŶtetizoǀáŶ i ǀe zdƌaǀýĐh ďuňkáĐh – potkaŶíĐh 

fibroblastech a hepatocytech, a v lidskýĐh HTB-125, stejŶě tak v ŶiĐh ŵůže pƌoďíhat RK, a to 

ŶaǀzdoƌǇ předpokladůŵ, že jsou oďě dƌáhy charakteristické hlaǀŶě pƌo Ŷádoƌoǀé ďuňkǇ. BǇť 

se jedŶá z Ŷašeho pohledu o překǀapiǀé zjištěŶí, ǀýsledkǇ jsou v souladu s čláŶkeŵ 

zaďýǀajíĐíŵ se lidskýŵi fiďƌoďlastǇ, kde ďǇla saŵotŶá RK potǀƌzeŶa u lidskýĐh fiďƌoďlastů 

(117).  
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RK ďǇla pƌokázáŶa ǀe ǀšeĐh použitýĐh ďuŶěčŶýĐh liŶiíĐh, stejŶě tak sǇŶtéza ϮHG, ǀǇjŵa 

ďuŶěk HCT 116 s knock-in mutaĐí IDHϭ RϭϯϮC, kde bylo již dříǀe pƌokázáŶo, že díkǇ 

mutaci doĐhází k potlačeŶí RK (186).  

V paletě použitýĐh ďuŶěčŶýĐh liŶií ďǇlo tedy 7 ŶádoƌoǀýĐh liŶií, 3 zdƌaǀé tǇpǇ ďuŶěk 

;potkaŶí fiďƌoďlastǇ, hepatocyty a HTB-125) a 1 potkaŶí paŶkƌeatiĐká ďuŶěčŶá liŶie 

poĐházejíĐí z RTG iŶiĐioǀaŶého insulinomu – IN“ϭE ;ďeŶigŶíͿ (206, 207). Fibroblasty a 

hepatocyty opƌoti Ŷádoƌoǀýŵ ďuňkáŵ vykazovaly sigŶifikaŶtŶě sŶížeŶou iŶkoƌpoƌaĐi do 

ŵalátu (zde u INS1E také sigŶifikaŶtŶí poklesͿ a 2HG, aǀšak už Ŷedošlo k sigŶifikaŶtŶí zŵěŶě 

v iŶkoƌpoƌaĐi do Đitƌátu.  

Z ǀýsledků lze ǀǇčíst, že iŶkoƌpoƌaĐe do Đitƌátu je u IN“ϭE ŶejŶižší ze ǀšeĐh studoǀaŶýĐh 

liŶií ;Oďƌázek Ϯ7), vyjma HCT 116 R132C.  

Lze tedy předpokládat, že tǇto tři ďuŶěčŶé liŶie (hepatocyty, fibroblasty a INS1E) ŵají RK i 

sǇŶtézu ϮHG Ŷižší, ƌoǀŶěž i sŶížeŶý eǆpoƌt Đitƌátu do cytosolu, předĐházejíĐí pƌáǀě ǀzŶiku 

ŵalátu ;Oďƌázek Ϯϳ, 28). INS-ϭE ŵají ŶaǀíĐ ǀǇšší ƌespiƌaĐi a jsou doďře spřažeŶé (209), Đož 

ŵůže ŵít za Ŷásledek Ŷižší RK a sǇŶtézu ϮHG. Toto potǀƌzují i Ŷaše ǀýsledkǇ, i kdǇž u 

zŶačeŶého Đitƌátu Ŷedošlo k sigŶifikaŶtŶí zŵěŶě. Z ǀýsledků Ŷa Oďƌázku ϰ2, kde je látkoǀé 

ŵŶožstǀí ϮHG zŵapoǀaŶé ǀ těĐhto ďuŶěčŶýĐh liŶiíĐh, lze ƌoǀŶěž tǀƌdit, že ǀ těĐhto třeĐh 

ďuŶěčŶýĐh liŶiíĐh doĐhází k Ŷižší sǇŶtéze ϮHG. PoƌoǀŶáŶí sǇŶtézǇ ϮHG ǀe zdƌaǀýĐh a 

ŶádoƌoǀýĐh ďuňkáĐh ďǇlo puďlikoǀáŶo částečŶě i ǀ Ŷaší předĐhozí pƌáĐi ŵezi ďuňkaŵi 

pƌsŶího kaƌĐiŶoŵu HTB-ϭϮϲ a zdƌaǀýŵi HTB-ϭϮϱ. KoŶĐeŶtƌaĐe ďǇla sigŶifikaŶtŶě Ŷižší (52), 

stejŶě jako je toŵu ǀ toŵto případě při poƌoǀŶáŶí lidské Ŷádoƌoǀé HepGϮ liŶie a potkáŶíĐh 

hepatoĐǇtů.  

Náše dƌuhá puďlikaĐe byla ǀšak zaŵěřeŶa předeǀšíŵ Ŷa ǀýzŶaŵ ϮHG ǀe zdƌaǀýĐh 

ďuňkáĐh, jeho vliv na proliferaci – ǀǇĐházeli jsŵe z ŶedáǀŶýĐh puďlikaĐí Ŷa ŶádoƌoǀýĐh 



117 

 

ďuňkáĐh, kteƌé se zaďýǀají pƌáǀě epigeŶetiĐkýŵi zŵěŶaŵi ǀe spojeŶí s pƌolifeƌaĐí a ϮHG, a 

zejŵéŶa s faktem, že ϮHG koŵpetitiǀŶě iŶhiďuje 2OG depeŶdeŶtŶí dioǆǇgeŶázǇ (2OG-DD), 

Đož způsoďuje šiƌoké geŶoŵoǀé zŵěŶǇ histoŶů a methylaci DNA (159, 177). 2OG-DD se 

podílí Ŷa udƌžeŶí tuŵoƌigeŶŶíĐh ǀlastŶostí ŶádoƌoǀýĐh ďuŶěk s ŵutaĐí IDH, produkujíĐí 

ǀǇsoké hladiŶǇ ϮHG (210). NaǀíĐ, ϮHG se ŵůže ǀ lidskýĐh astƌoĐǇteĐh podílet na proliferaci 

tíŵ, že aktiǀuje EGLN, číŵž snižuje hladiŶǇ HIF (178). Na základě faktu, že ϮHG ŵůže soutěžit 

o ǀazeďŶé ŵísto pƌáǀě Ŷa ϮOG-DD, ďǇl kƌoŵ aďsolutŶí koŶĐeŶtƌaĐe ϮHG zohledŶěŶ i poŵěƌ 

ϮHG/ϮOG, kteƌý podle Ŷašeho Ŷázoƌu ŵŶoheŵ lépe ǀǇpoǀídá o ŵožŶýĐh ǀazeďŶýĐh 

iŶteƌakĐíĐh a fǇziologiĐkýĐh zŵěŶáĐh.  

Nejprǀe ďǇl zkouŵáŶ ǀliǀ ŶěkteƌýĐh paƌaŵetƌů, kteƌé se ŶedílŶě podílejí i Ŷa hojeŶí ƌaŶ. 

Pƌo tǇto účelǇ ďǇla zvolena hypoxie, kteƌá při poƌaŶěŶí hƌaje ǀýzŶaŵŶou ƌoli a stiŵuluje 

vazodilataci v okolí poškozeŶé tkáŶě. Kƌoŵě toho ŵůže hǇpoǆie podoďŶě jako fiďƌiŶoǀá 

ǀýplň ĐhƌoŶiĐkého poƌaŶěŶí zǀýšit pƌodukĐi RO“. StiŵulaĐe séƌeŵ ŵěla siŵuloǀat ǀýleǀ 

ƌůstǀýĐh faktoƌů a dalšíĐh látek podílejíĐíĐh se Ŷa pƌolifeƌaĐi Ŷoǀé tkáŶě, aŶgiogeŶezi a 

ŵŶožeŶí iŵuŶitŶíĐh ďuŶěk (210, 211).  

Poŵěƌ ϮHG/ϮOG ďǇl sigŶifikaŶtŶě zǀýšeŶý po stiŵulaĐi séƌeŵ, ŶaǀíĐ ďǇl ϮHG/ϮOG 

ŵŶoheŵ ǀǇšší po stiŵulaĐi séƌeŵ a HPX ;Oďƌázek ϯϬ). Z ǀýsledků je ŵožŶé ǀǇǀodit, že při 

zǀoleŶýĐh podŵíŶkáĐh, kde oďeĐŶě doĐhází koopeƌaĐí ŵŶoha faktoƌů k proliferaci 

fibroblastů i lǇŵfoĐǇtů (212), dojde i k pƌudkéŵu zǀýšeŶí koŶĐeŶtƌaĐe ϮHG (Oďƌázek ϯ1). 

IŶǀeƌzŶě k toŵu se jeǀila odpoǀěď ŶeuƌoďlastoŵoǀýĐh ďuŶěk “H“YϱY, kteƌé pƌaǀděpodoďŶě 

pro svou rakovinnou povahu ƌeagoǀalǇ zĐela odlišŶě a poŵěƌ ϮHG/ϮOG se po stiŵulaĐi 

séƌeŵ a ŶásledŶé HPX sŶížil. AbsolutŶí ŵŶožstǀí ϮHG se siĐe po stiŵulaĐi FT“ ŶesigŶifikaŶtŶě 

zǀýšilo, ale po ǀǇstaǀeŶí ďuŶěk hǇpoǆii Ŷaopak došlo k poklesu téŵěř na půǀodŶí hodŶotu, 

tedy k ŶesigŶifikaŶtŶí zŵěŶě opƌoti ŶoƌŵoǆiĐkýŵ podŵíŶkáŵ. “ŶížeŶí ŵŶožstǀí ϮHG v 
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neuroblastomech po stimulaci HPX ďǇlo paƌadoǆŶí a ǀ nesouladu s ŶedáǀŶo zǀeřejŶěŶýŵi 

ǀýsledkǇ Ŷa stejŶýĐh ďuňkáĐh, aǀšak puďlikoǀaŶá data, kteƌá ǀ hypoxii demonstrovala Ŷáƌůst 

hladin 2HG, ďǇla získáŶa ǀ ŵŶoheŵ hluďší hypoxii – 0,5% O2 (213). Můžeŵe se doŵŶíǀat, že 

Ŷádoƌoǀé ďuňkǇ ƌeagují až Ŷa ŵŶoheŵ hluďší hǇpoǆii Ŷež zdƌaǀé ďuňkǇ, jsou ŵéŶě seŶsitiǀŶí 

;již ďǇlo diskutoǀáŶo ǀýše u RKͿ. PodobŶé ǀýsledkǇ, kdǇ se Ŷepƌojeǀila zŵěŶa ǀ produkci 2HG 

v 5% HPX, byly de facto zjištěŶǇ i ǀ ďuňkáĐh HTB-126 (Oďƌázek ϭ5) (52).  

V další části ďǇlǇ sledoǀáŶǇ příƌůstkǇ ďuŶěk ǀe stejŶýĐh podŵíŶkáĐh, ǀe kteƌých stoupala 

koncentrace 2HG ve fibroblastech, respektiǀe poŵěƌ ϮHG/ϮOG. BǇlo zjištěŶo, že ǀ 

podŵíŶkáĐh stiŵulujíĐíĐh sǇŶtézu ϮHG  doĐhází i k ƌǇĐhlejšíŵu ƌůstu fiďƌoďlastů ;Oďƌázek 

32Ϳ. Na dƌuhou stƌaŶu, u Ŷeuƌoďlastoŵů Ŷekoƌeluje poŵěƌ ϮHG/ϮOG s ƌůsteŵ, ačkoliǀ 

skutečŶá koŶĐeŶtƌaĐe ϮHG aŶo. Je tedǇ otázkou, jestli pƌáǀě ϮHG Ŷeďo saŵotŶý poŵěƌ 

zodpoǀídá za tǇto zŵěŶǇ, pƌoto ďǇl fiďƌoďlastůŵ přidáǀáŶ ϮHG ǀe dǀou koŶĐeŶtƌaĐíĐh, při 

kteƌýĐh doĐházelo k ƌǇĐhlejší pƌolifeƌaĐi příŵo úŵěƌŶě se stoupajíĐí koŶĐeŶtƌaĐí ;Oďƌázek 

32).  

V případě ďuŶěčŶého ĐǇklu došlo při přídaǀku ϮHG k zǀýšeŶí procenta ďuŶěk pouze 

v S fázi. Odpoǀěď Ŷa přídaǀek ϮHG tedǇ ŵůže ďýt poŵalejší Ŷež u HPX, ale ǀýzŶaŵŶá.  

HǇpoǆie zĐela jedŶozŶačŶě zǀǇšuje pƌolifeƌaĐi, přičeŵž se pƌaǀděpodoďŶě jedŶá o ƌǇĐhlou 

Ŷeďo koŵpleǆŶí odezǀu ďuŶěk. DoĐhází zde k očiǀidŶýŵ zŵěŶáŵ ǀ jedŶotliǀýĐh fázíĐh 

ďuŶěčŶého ĐǇklu, kteƌé jedŶozŶačŶě poukazují Ŷa ǀǇšší pƌolifeƌaĐi, Đož koƌeluje s počteŵ 

ďuŶěk v daŶýĐh fázíĐh. TeŶto jeǀ je siĐe doďře pƌozkouŵaŶý (214), ale dosud nebyl u 

zdƌaǀýĐh ďuŶěk spojoǀáŶ s pƌodukĐí ϮHG.  

VǇsǀětleŶí slaďší odezǀǇ ďuŶěk Ŷa přidaŶý ϮHG, tedǇ že Ŷedošlo za stejŶý čas k 

postoupeŶí ďuŶěk do GϮ fáze jako v hypoxii, lze ǀǇsǀětlit fakteŵ, že tǇto ďuňkǇ ďǇlǇ 

kultiǀoǀáŶǇ ǀ ŵédiu ďez séƌa. Je zŶáŵo, že pƌolifeƌaĐe fiďƌoďlastů je aktiǀoǀáŶa pƌáǀě 
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přítoŵŶostí séƌa (215). Tento faktor hraje roli i v Đelkoǀé odezǀě ďuŶěk a ǀ ďuŶěčŶéŵ ƌůstu, 

Đož potƌzují i ƌůstoǀé křiǀkǇ, Ŷa kteƌýĐh je patƌŶé, že při HPX s 10% FTS dojde 

k sedŵiŶásoďŶéŵu zǀýšeŶí počtu ďuŶěk, ale ďez séƌa, ďǇť s přídaǀkeŵ ϱ ŵM ϮHG, je jejich 

počet poloǀičŶí, přestože jsŵe GC-M“ aŶalýzou zjistili oďdoďŶý Ŷáƌůst ϮHG ǀ HPX i po 

přídaǀku ϮHG.  

Pƌo úplŶost ǀšak ďǇla poŵoĐí BƌDU zŵěřeŶa ještě pƌolifeƌaĐe fiďƌoďlastů i “H“YϱY za 

podŵíŶek, kteƌé ďǇlǇ popsáŶǇ ǀýše, s tíŵ ƌozdíleŵ, že i u ŶeuƌoďlastoŵoǀýĐh liŶií ďǇl 

zkouŵáŶ přídaǀek ϮHG do ŵédia s ϭ% séƌeŵ. VýsledkǇ jedŶozŶačŶě ƌozhodlǇ, že ϮHG ŵá 

v případě pƌolifeƌaĐe ǀýzŶaŵŶý ǀliǀ, jelikož přídaǀek ϮHG do ŵédia u oďou ďuŶěčŶýĐh liŶií 

zǀýšil ƌeplikaĐi DNA a pƌolifeƌaci. ZďǇlá data jsou koŶzisteŶtŶí s ǀýsledkǇ ƌůstu ďuŶěk 

i ďuŶěčŶého cyklu. BazálŶí hladiŶy 2HG ŶaŵěřeŶé po stiŵulaĐi séƌeŵ a v pƌostředí hǇpoǆie u 

SHSY5Y a fiďƌoďlastů ƌoǀŶěž koƌelují se zǀýšeŶou ŵíƌou ƌeplikaĐe DNA. 

Jak už ďǇlo zjištěŶo, iŶtƌaĐeluláƌŶí koncentrace 2HG se po jeho přídaǀku do ŵédia zǀýší asi 

ϭϬǆ, Đož se saŵo o soďě pƌoŵítŶe i Ŷa koŶĐeŶtƌaĐi ϮOG. TeŶto jeǀ ďǇl v jiŶýĐh studiíĐh 

potvrzen v Ŷěkolika ŶádoƌoǀýĐh liŶiíĐh, kde doĐházelo k ƌoǀŶoǀáze ŵezi ϮHG a 2OG (213, 

215, 198). Naďízí se otázka, jestli ǀzájeŵŶé ƌeǀeƌziďilŶí pƌopojeŶí ϮHG a ϮOG, kteƌé způsoďí 

zǀýšeŶí ϮOG po přidáŶí ϮHG, Ŷeŵůže oǀliǀŶit pƌolifeƌaĐi ǀe sŵǇslu zǀýšeŶí koncentrace 

ostatŶíĐh iŶteƌŵediátů Kƌeďsoǀa ĐǇklu, kteƌé ďǇ ŵohlo pozitiǀŶě oǀliǀŶit i aktivitu mTOR 

(217). NaǀíĐ, desetiŶásoďŶé zǀýšeŶí se ŵůže jeǀit jako ǀeliké, oǀšeŵ koŶĐeŶtƌaĐe ϮHG je 

stále ǀe fǇziologiĐkéŵ iŶteƌǀalu ŶádoƌoǀýĐh ďuŶěk (159) a ŶaǀíĐ u fiďƌoďlastů kultiǀoǀaŶýĐh 

v normoxii vs. hǇpoǆii ďǇl takoǀýto ǀýkǇǀ ďěžŶý. Poŵěƌ ϮHG/ϮOG ďǇl přiďližŶě dǀojŶásoďŶý, 

Đož odƌáží pƌáǀě pƌopojeŶí a zpětŶou ǀazďu mezi 2HG – 2OG. Z ŶašiĐh ǀýsledků Ŷa 

fibroblastech ďǇlo zjištěŶo, že doĐhází k ŶesigŶifikaŶtŶíŵu sŶížeŶí ostatŶíĐh ŵetaďolitů 

Krebsova cyklu ;ŶeukázáŶoͿ.  
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)ǀýšeŶou aktiǀitu ŵTOR jsŵe zkouŵali Ŷa ďuňkáĐh “H“YϱY, kteƌé se po přídaǀku ϮHG do 

ŵédia Đhoǀali podoďŶě jako fiďƌoďlastǇ – rychleji proliferovaly. Nepodařilo se pƌokázat 

žádŶou zŵěŶu aktiǀitǇ mTOR Ŷa ďuňkáĐh “H“YϱY po tƌeatŵeŶtu ϮHG, přestože Ŷěkteƌé 

Ŷádoƌoǀé liŶie ŵají dokoŶĐe aktiǀitu mTOR sŶížeŶou pƌáǀě díkǇ ŶadŵěƌŶé pƌodukĐi ϮHG. Ta 

je ǀšak podŵíŶěŶa i Ŷižší aktiǀitou ATPasǇ (218).  

Zaŵěřili jsme se tedy Ŷa další faktoƌ, kteƌý ŵůže ďýt oǀliǀŶěŶ skƌze ϮOG depeŶdeŶtŶí 

dioǆǇgeŶázǇ, a tíŵ je HIFϭα. “taďilizaĐe HIF, stejŶě jako ribozomálŶí S6 protein (mTOR), byla 

ŵěřeŶa Ŷa ŶeuƌoďlastoŵeĐh, pƌotože ŶeďǇla k dispoziĐi potkaŶí pƌotilátka. Ačkoliǀ nelze 

tǇto ǀýsledkǇ v souvislosti s fibroblasty ozŶačit za ϭϬϬ% ƌeleǀaŶtŶí, ďǇlǇ pořízeŶǇ za stejŶé 

koŶĐeŶtƌaĐe ϮHG, při kteƌé ostře pƌolifeƌoǀalǇ fiďƌoďlastǇ, stejŶě tak jako “H“YϱY při ŵěřeŶí 

ƌeplikaĐe jadeƌŶé DNA ;Oďƌázek ϯ5). DaŶá pƌotilátka pƌoti lidskéŵu HIF1 ǀšak ŶeďǇla zĐela 

staďilŶí, pƌoto ďǇl její účiŶek poteŶĐioǀáŶ přídaǀkeŵ CoCl2, způsoďujíĐím staďilizaĐi HIFϭα 

(219). Při přidáŶí ϮHG ďǇl HIFϭα za těĐhto podŵíŶek sǇŶeƌgiĐkǇ staďilizoǀáŶ. Ačkoliǀ se 

nejedŶá o staŶdaƌdŶí postup, alespoň to ǀǇpoǀídá o Đíli, Ŷa kteƌý je ŶaŵířeŶo půsoďeŶí ϮHG. 

Výše uǀedeŶá studie Ŷa astƌoĐǇteĐh ǀšak uǀadí jako ǀýzŶaŵŶý Đíl EGLN, přičeŵž saŵotŶý HIF 

klesá (178). Na druhou straŶu, jiŶé studie potǀƌzují, že ϮHG stiŵuluje HIFϭα (97, 108, 178). 

Fakteŵ ǀšak zůstáǀá, že oďě stiŵulaĐe pƌoďíhají skƌze hǇpoǆií ƌeguloǀaŶé sigŶálŶí dƌáhǇ.  

Z ǀýsledků ŶaŵěřeŶýĐh poŵoĐí BƌDU ďǇl zajíŵaǀý pƌáǀě oŶeŶ ǀliǀ přídaǀku ϮHG Ŷa ƌůst 

“H“YϱY i fiďƌoďlastů. V dalšíĐh eǆpeƌiŵeŶteĐh ďǇl pƌoto ϮHG přidáǀáŶ ǀ 2 mM koncentraci 

k Ŷeuƌoďlastoŵoǀýŵ ďuňkáŵ pěstoǀaŶýĐh ǀ koŵpletŶíŵ ŵédiu. Předpokládali jsŵe totiž, že 

jednou z možŶýĐh příčiŶ ƌǇĐhlejší pƌolifeƌaĐe ŵůže ďýt zǀýšeŶá ďuŶěčŶá ƌespiƌaĐe a sǇŶtéza 

ATP, způsoďeŶá přetlakeŵ ǀǇǀolaŶýŵ ǀǇsokýŵi hladiŶaŵi ϮHG, potažŵo ϮOG – navzdory 

faktu, že ϮHG ŵůže ATPasu inhibovat (218). VýĐházeli jsŵe z faktu ŵetaďoliĐkého 
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ƌeŵodeliŶgu, kteƌý ďǇ ŵěl ǀeškeƌé aŶaďoliĐké i kataďoliĐké dƌáhǇ sŵěřoǀat k co 

ŶejefektiǀŶějšíŵu děleŶí (220). 

Z ǀýsledků je patƌŶé, že přídaǀek ϮHG do ŵédia ǀǇǀolá zǀýšeŶí iŶtƌaĐeluláƌŶího ϮHG a 

pokles ǀšeĐh ostatŶíĐh ŵetaďolitů, zejŵéŶa pak laktátu, kteƌý ŵůže ďýt jak ukazateleŵ ŵíƌǇ 

glǇkolýzǇ, tak i zapojeŶí ďuŶěčŶé ƌespiƌaĐi do pƌodukĐe eŶeƌgie, respektive aktivity PDH a 

LDH. )dá se tedǇ ŵožŶé, že ϮHG pƌohlouďí ďuŶěčŶou ƌespiƌaĐi, kteƌá se pƌojeǀí ǀětšíŵ 

odďěƌeŵ/točeŶíŵ suďstƌátů bez jejich kumulace, tíŵ pádeŵ jejiĐh sŶížeŶíŵ. )ajíŵaǀé ďǇlo, 

že k tomuto jeǀu došlo ƌelatiǀŶě ƌǇĐhle ;už po ϴ hodiŶáĐh). 

Ještě zajíŵaǀější se pƌo Ŷás tedǇ stala ŵožŶost zjistit, jak se ďudou tǇ saŵé ďuňkǇ Đhoǀat 

v ŵédiu s Ŷižší glukózou ďez glutaŵiŶu, kde ďǇ ŵěla ďýt ďuŶěčŶá ƌespiƌaĐe sŶížeŶá (221). 

Ukázalo se, že po ϴ hodiŶáĐh iŶkuďaĐe s ϮHG došlo ke kuŵulaĐi jedŶotliǀýĐh ŵetaďolitů 

Krebsova cyklu, s ǀǇjíŵkou ϮOG a Đitƌátu, kteƌé zůstali pƌaktiĐkǇ ďeze zŵěŶ. U ϮOG je oďeĐŶě 

zŶáŵo, že jeho iŶtƌaĐeluláƌŶí koŶĐeŶtƌaĐe je jedŶa z ŶejŶižších v Kƌeďsoǀě ĐǇklu, dá se tedǇ 

předpokládat, že jeho ŶeŵěŶŶá hladiŶa je fǇziologiĐkýŵ feŶoŵéŶeŵ. Napƌoti toŵu staďilŶí 

koŶĐeŶtƌaĐe Đitƌátu ŵůže ďýt oǀliǀŶěŶa jeho eǆpoƌteŵ do ĐǇtosolu a ŶásledŶou sǇŶtézou 

ŵastŶýĐh kǇseliŶ. 

Napƌoti toŵu, po ϱϬ hodiŶáĐh došlo k poklesu ǀšeĐh ŵetaďolitů, ǀǇjŵa Đitƌátu a ŵalátu, 

kde ŶeďǇl pokles statistiĐkǇ ǀýzŶaŵŶý. Přesto lze říĐt, že zde ŵůže doĐházet k aktivaci 

ƌespiƌaĐe, kteƌá se odƌazí i Ŷa hladiŶáĐh laktátu, kteƌý ǀ toŵto případě ǀýzŶaŵŶě klesl.  

S aktiǀitou ƌespiƌačŶího řetězĐe je spojeŶa i pƌodukĐe RO“. Zjistili jsŵe, že po ϱϬ hodiŶoǀé 

iŶkuďaĐi skutečŶě došlo k zǀýšeŶí pƌodukĐe ŵitoĐhoŶdƌiálŶího supeƌoǆidu.  

MŶoheŵ zajíŵaǀější ǀšak je sigŶifikaŶtŶí zǀýšeŶí pƌodukĐe supeƌoǆidu po ϴ hodiŶoǀé 

iŶkuďaĐi, kde ještě ŶeŶí plŶě zapojeŶa ďuŶěčŶá ƌespiƌaĐe. PříčiŶou tak dƌaŵatiĐkého 

ŶaǀýšeŶí ŵůže ďýt ǀǇšší aktiǀita ϮOG dehǇdƌogeŶázǇ, kteƌá ŵůže pƌodukoǀat RO“ (222). 
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Nasǀědčoǀalo ďǇ toŵu ŶeŵěŶŶé ŵŶožstǀí ϮOG a ǀǇsoká koŶĐeŶtƌaĐe ostatŶíĐh ŵetaďolitů. 

Na základě těĐhto dat je třeďa zahƌŶout do ŵožŶýĐh ŵodulátoƌů pƌolifeƌaĐe fiďƌoďlastů 

pƌáǀě i pƌodukĐi RO“, kteƌé ŵohou fuŶgoǀat jako sigŶálŶí ŵolekulǇ oǀliǀňujíĐí děleŶí (223).   

Dále ďǇlǇ zŵěřeŶǇ hladiŶǇ ϮHG a poŵěƌ ϮHG/ϮOG v Đelé paletě ŶádoƌoǀýĐh a zdƌaǀýĐh 

ďuŶěk. BǇl potǀƌzeŶ očekáǀaŶý fakt, že Ŷádoƌoǀé ďuňkǇ pƌodukují ǀíĐe ϮHG Ŷež jejiĐh 

ŶetƌaŶsfoƌŵoǀaŶé pƌotějškǇ. BǇlǇ poƌoǀŶáǀáŶǇ ďuňkǇ HTB-125 vs. HTB-ϭϮϲ, dále potkaŶí 

hepatoĐǇtǇ, kteƌé ďǇlǇ po izolaĐi Ϯϰ hodiŶ kultiǀoǀáŶǇ, vs. ďuňkǇ lidského hepatoblastomu 

HepG2, a fibroblasty v pokƌočilé pasáži a ǀ Ŷízké pasáži. PosledŶí dǀě jŵeŶoǀaŶé siĐe 

ŶeǀǇkazoǀalǇ ƌǇsǇ ŶádoƌoǀýĐh ďuŶěk, ŶiĐŵéŶě ǀe staƌýĐh fiďƌoďlasteĐh ŵohlo dojít 

k hƌoŵaděŶí ŵutaĐí ǀliǀeŵ opakoǀaŶého pasážoǀáŶí. Ve ǀšeĐh případeĐh se potǀƌdilo, že 

ϮHG hladiŶa je ǀǇšší u ďuŶěk ŶádoƌoǀýĐh a fiďƌoďlastů ǀe ǀǇsoké pasáži. V Đelkoǀéŵ oďƌaze 

ǀšak tǇto hladiŶǇ ŶeďǇlǇ Ŷijak dƌaŵatiĐkǇ odĐhýleŶé od koŶĐeŶtƌaĐí sledoǀaŶýĐh ǀ jiŶýĐh 

ŶádoƌoǀýĐh ďuňkáĐh, pƌoto ďǇlǇ tǇto ǀýsledkǇ poƌoǀŶáŶǇ i s poŵěƌǇ ϮHG/ϮOG ǀ těĐh 

saŵýĐh ďuňkáĐh. Ukázalo se, že zdƌaǀé ďuňkǇ společŶě s IN“ϭE ŵají sigŶifikaŶtŶě Ŷižší 

poŵěƌ opƌoti Ŷádoƌoǀýŵ ďuňkáŵ. Na toŵto ŵodelu lze tedǇ jasŶě odlišit zdƌaǀé a Ŷádoƌoǀé 

liŶie, Đož ďǇ při důkladŶějšíŵ zkouŵáŶí ŵohlo ŵít ǀýzŶaŵŶý poteŶĐiál při ideŶtifikaĐi 

tuŵoƌů.  

V další fázi ďǇlǇ zkouŵáŶǇ hladiny 2HG v kontextu celého žiǀého oƌgaŶizŵu 

ƌepƌezeŶtoǀaŶého potkaníŵ ŵodeleŵ. BǇl zkouŵáŶ poŵěƌ ϮHG/ϮOG ǀ sƌdĐi, sleziŶě, 

játƌeĐh, ŵozku a ušŶíŵ ďoltĐi. BǇlo předpokládáŶo, že poŵěƌ ϮHG/ϮOG ďude ŶejǀǇšší ǀe 

sleziŶě, kteƌá se podílí Ŷa pƌolifeƌaĐi β-lǇŵfoĐǇtů, středŶí hodŶota že ďude ǀ játƌeĐh a Ŷízká 

v mozku a srdci, kde je děleŶí ďuŶěk ŵiŶiŵálŶí. TeŶto předpoklad se ǀšak Ŷepotǀƌdil, Ŷaopak 

došlo k paƌadoǆŶíŵ ǀýkǇǀůŵ, Ŷapříklad ǀ tkáŶi ŵozku. NaǀíĐ ďǇlo zajíŵaǀé, že hladiŶa 

ϮHG/ϮOG ďǇla ŶěkolikaŶásoďŶě ǀǇšší Ŷež po in vitro kultiǀaĐi, a to i po poƌoǀŶáŶí hladiŶ ǀe 
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fibroblastech a v hoŵogeŶátu uĐha. VšeĐhŶǇ tǇto jevy mohou ďýt důsledkeŵ 

ŵoƌfologiĐkého uspořádáŶí oƌgáŶu, koŵpaƌtŵeŶtalizaĐe, heŵatoeŶĐefaliĐké ďaƌiéƌǇ, 

fǇziologiĐkýĐh či ŵetaďoliĐkýĐh poĐhodů a předeǀšíŵ ŶesƌoǀŶatelŶýŵi in vitro vs. in vivo 

podŵíŶkaŵi.  

PosledŶí aspekt ďǇl detailŶě zkouŵáŶ Ŷa příkladu izoloǀaŶýĐh hepatoĐǇtů, jejiĐhž poŵěƌ 

ϮHG/ϮOG ǀǇkazoǀal ǀǇsoké hodŶotǇ, podoďŶé pƌáǀě hodŶotáŵ zjištěŶýŵ ǀ izoloǀaŶýĐh 

oƌgáŶeĐh. Tato hodŶota ďǇla ŵŶohoŶásoďŶě odlišŶá od hepatoĐǇtů kultiǀoǀaŶýĐh 24 hodin 

Ŷa ŵiskáĐh ǀ ƌůstoǀéŵ ŵédiu Ŷeďo Ŷa HepGϮ liŶii, ƌoǀŶěž studoǀaŶé ǀ in vitro podŵíŶkáĐh. 

Při ǀzájeŵŶéŵ poƌoǀŶáŶí sice ďǇlo potǀƌzeŶo, že ǀ ŶádoƌoǀýĐh ďuňkáĐh je nejǀǇšší hladiŶa 

saŵotŶého ϮHG i mezi vzorky in vivo a in vitro, oǀšeŵ hodnotu poŵěƌu 2HG/2OG přeǀǇšuje 

jen za předpokladu, že ke sƌoǀŶáŶí doĐhází ǀe stejŶýĐh ƌůstoǀýĐh podŵíŶkáĐh. Poŵěƌ 

2HG/2OG v in vivo podŵíŶkáĐh přeǀǇšuje in vitro experimenty na HepG2 a hepatocytech. 

TeŶto jeǀ je siĐe paƌadoǆŶí, ŶiĐŵéŶě ǀǇsǀětluje ǀǇsoké hladiŶǇ poŵěƌů ǀ jedŶotliǀýĐh 

oƌgáŶeĐh a jeho příčiŶa je s Ŷejǀětší pƌaǀděpodoďŶostí jasŶě defiŶoǀáŶa saŵotŶou 

Đhaƌakteƌistikou ƌozdílu in vivo a in vitro. 

)ískaŶé ǀýsledkǇ ze zdƌaǀýĐh i ŶádoƌoǀýĐh ďuŶěk a ǀýzkuŵ jejiĐh feŶotǇpoǀýĐh pƌojeǀů 

spojeŶýĐh pƌáǀě s 2HG, ǀčetŶě ŵožŶosti ϮHG ǀǇužít jako ŵaƌkeƌ ŶádoƌoǀýĐh ŶeŵoĐí (155, 

224, 225), jsŵe zužitkoǀali při desigŶoǀáŶí kliŶiĐké studie ǀe spolupƌáĐi s Onkologickou 

klinikou VFN. “éƌuŵ a ŵoč paĐieŶtek s ƌůzŶě ƌozǀiŶutýŵ Ŷádoƌeŵ pƌsu ďǇlǇ podƌoďeŶǇ 

aŶalýze s Đíleŵ uƌčit hladiŶu ϮHG ǀ těĐhto fluidŶíĐh ǀzoƌĐíĐh.  

)ískáŶí kƌǀe, ƌespektiǀe séƌa, a ŵoče je ƌelatiǀŶě sŶadŶé a oďǀǇkle ďýǀá součástí ǀlastŶího 

lékařského, ƌutiŶŶího ǀǇšetřeŶí, pƌoto jsou tǇto tekutiŶǇ u paĐieŶtů s tuŵoƌeŵ ǀhodŶýŵ 

předŵěteŵ ǀýzkuŵu. ČasŶý ŵaƌkeƌ s ŵožŶostí ƌǇĐhlého a přesŶého staŶoǀeŶí je oďƌoǀskou 

diagŶostiĐkou ǀýhodou. 
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Z ǀýsledků koŶĐeŶtƌaĐí ϮHG ǀ ŵoči paĐientek s kaƌĐiŶoŵeŵ pƌsu je patƌŶé, že hladina 

2HG v ŵoči roste s počteŵ ŵetastáz a se stádieŵ ŶeŵoĐi. TeŶto ǀýsledek je v souladu s  

fenogenetickou studií, kteƌá odhaluje, že ǀ pƌsŶíĐh kaƌĐiŶoŵeĐh je ǀýƌazŶě ǀǇšší pƌodukĐe 

tohoto metabolitu (226). Studie byla provedena na pacientech i v in-vitro podŵíŶkáĐh a ϮHG 

poǀažuje za ǀýzŶaŵŶý ŵetaďolit pƌo patogeŶezi pƌsŶíĐh tuŵoƌů a záƌoǀeň ukazuje, že ϮHG 

způsoďuje ǀǇšší pƌolifeƌaĐi ďuŶěk a sŶížeŶou ŵíƌu apoptózǇ. Jeho pƌodukĐe je úzĐe spjata 

s aktiǀaĐí či deƌegulaĐí MYC. 

Ve ǀzoƌĐíĐh séƌa Ŷedošlo k žádŶýŵ dƌaŵatiĐkýŵ zŵěŶáŵ, podle kteƌýĐh ďǇ ďǇlo ŵožŶé 

odlišit jedŶotliǀé skupiŶǇ. PodoďŶé ǀýsledkǇ ďǇlǇ potǀƌzeŶǇ i u paĐieŶtů s gliomem. Hladiny 

2HG zde nekorelovaly s ǀelikostí glioŵu, dokoŶĐe aŶi ǀ tumorech s ŵutaĐí IDHϭ/Ϯ (164). 

NazŶačuje to ŵožŶost, že si oƌgaŶizŵus i přes eǆisteŶĐi solidŶího tuŵoƌu udƌžuje ŵiŵo 

ǀlastŶí ložisko Ŷádoƌu eŶdogeŶŶí ƌoǀŶoǀáhu a ŶadďǇtečŶý ϮHG ǀǇloučí díkǇ filtƌaĐi ledǀiŶ 

ǀǇlučoǀaĐí soustaǀou.  

“aŵostatŶou ǀýjiŵkou je skupina pacientek v remisi, kde je hladina 2HG v ŵoči ǀǇšší Ŷež 

u paĐieŶtek ǀe stádiu ϯ, ďǇť ďǇ hladiny v obdoďí ƌeŵise dle ŶašiĐh odhadů ŵělǇ ďýt podoďŶé 

spíše ǀýsledkůŵ zdƌaǀýĐh koŶtƌol. )de ǀšak Ŷaƌážíŵe Ŷa koŵpleǆŶí pƌoďléŵ, Ŷeďoť 

paĐieŶtkǇ často aďsolǀují řadu iŶǀaziǀŶíĐh zákƌoků, Đheŵo či ƌadioteƌpii a ŵíƌa ƌegeŶeƌaĐe 

ŵůže ďýt poŵalá a dopƌoǀázeŶá záŶěteŵ. )áŶět, jak ŶazŶačují i Ŷaše ǀýsledkǇ, ŵůže ƌoǀŶěž 

zǀǇšoǀat hladiŶǇ ϮHG.  

V koŶteǆtu těĐhto tǀƌzeŶí je pak ǀeliĐe těžké uƌčit, zdali se saŵotŶá hladina 2HG 

v pokƌočilýĐh stádiíĐh ŶeŵoĐi a při pƌolifeƌujíĐíĐh ŵetastázáĐh dá poǀažoǀat za ǀěƌohodŶou 

a zdůǀodŶitelŶou ryze exportem z Ŷádoƌu, aŶeďo koŵpleǆŶíŵ zasažeŶíŵ oƌgaŶisŵu, 

spojeŶýŵ s dalšíŵi dƌuhotŶýŵi faktoƌǇ léčďǇ.  
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Toto a další otázkǇ ďude ŵuset zodpoǀědět detailŶější ǀýzkuŵ, kteƌý pƌoďíhá Ŷa ŶašiĐh 

pƌaĐoǀištíĐh ǀ současŶé doďě. 
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7 Závěr 

  

Podařilo se Ŷáŵ pƌokázat eǆisteŶĐi RK a sǇŶtézǇ 2HG v ŶádoƌoǀýĐh ďuňkáĐh pƌsŶího 

karcinomu HTB-126 a MDA-MB-Ϯϯϭ, dále ǀ ŶádoƌoǀýĐh ďuňkáĐh HepGϮ, HCT ϭϭϲ, “H“YϱY, 

PaTu ϴϵϬϮ, také ǀ ďuňkáĐh IN“ϭE a ǀe zdƌaǀýĐh potkaŶíĐh hepatoĐǇteĐh a fiďƌoďlasteĐh. 

)áƌoǀeň ďǇla Ŷa liŶiíĐh HTB-126 a MDA-MB-Ϯϯϭ pƌokázáŶa ǀýzŶaŵŶá ƌole IDHϮ ǀ ƌeǀeƌzŶí 

sǇŶtéze Đitƌátu ;RK) a 2HG. Na HTB-ϭϮϲ ďǇl pƌokázáŶ ǀýzŶaŵ IDHϭ jako eŶzǇŵu, kteƌý se 

také podílí Ŷa sǇŶtéze ϮHG. Ve ǀšeĐh ďuŶěčŶýĐh liŶiíĐh figuroval glutamin jako zdroj a 

prekuƌzoƌ ŵetaďolitů RK a 2HG. Dále ďǇlo potǀƌzeŶo na ďuŶěčŶé liŶii HTB-126, že už ϱ% 

koncentrace O2 ǀýzŶaŵŶě zǀǇšuje RK, ale už ŶeŶí dostatečŶá k zǀýšeŶí sǇŶtézǇ ϮHG – to bylo 

ŶaŵěřeŶo i Ŷa “H“YϱY. NiĐŵéŶě po ǀýzŶaŵŶé iŶhiďiĐi ƌespiƌačŶího řetězĐe ĐheŵiĐkýŵi 

inhibitory došlo k zǀýšeŶé syŶtéze ϮHG i ŵetaďolitů RK ǀ HTB-126 i SHSY5Y. Na ŵíƌu RK ŵá 

také ǀliǀ koŶĐeŶtƌaĐe CO2, respektive jeho paƌĐiálŶí tlak ǀ iŶkuďačŶí atmosféře. 

V testoǀaŶýĐh ǀzoƌĐíĐh došlo ke koƌelaĐi ŵezi pokleseŵ CO2 a ŵíƌou RK. “ǇŶtéza ϮHG zůstala 

stejŶá, Ŷeďoť zde oǆid uhličitý Ŷeslouží jako suďstƌát pƌo ƌeakĐi. HǇpokapŶie je spojoǀáŶa 

s ŶedostatečŶou ƌespiƌaĐí, kteƌá je ǀ ƌostouĐíĐh ŶádoƌeĐh ǀýzŶaŵŶá. V těĐhto podŵíŶkáĐh 

ǀýzŶaŵŶě ǀzƌoste ŵíƌa RK. NǇŶí ǀíŵe, že hladiŶǇ CO2, úƌoǀeň hǇpoǆie a ŵíƌa RK ǀzájeŵŶě 

souǀisí a jejiĐh ƌoǀŶoǀáha ŵůže ďýt zásadŶíŵ aspekteŵ pƌo poĐhopeŶí žiǀotasĐhopŶosti 

solidŶího tuŵoƌu.  

Dále ďǇlo zjištěŶo, že pƌáǀě ϮHG hƌaje ƌoli v pƌolifeƌaĐi zdƌaǀýĐh potkaŶíĐh fiďƌoďlastů. 

V podŵíŶkáĐh, kteƌé stiŵulují jejiĐh ƌůst, ďǇl ϮHG zǀýšeŶý, a dokoŶĐe po přidáŶí tohoto 

metabolitu do ŵédia došlo k ǀǇšší pƌolifeƌaĐi fiďƌoďlastů i “H“YϱY, kteƌou si ǀǇsǀětlujeŵe 

zǀýšeŶou ƌespiƌaĐí a sǇŶtézou ATP. “polečŶě s ϮHG ďǇl sledoǀáŶ i poŵěƌ ϮHG/ϮOG, kteƌý ďǇ 

ŵěl účelŶěji plŶit, díkǇ aŶtagoŶisŵu ϮHG ǀůči ϮOG depeŶdeŶtŶíŵ dioǆǇgeŶázáŵ, ƌoli 
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ŵaƌkeƌu či ƌefeƌeŶčŶí hodŶotǇ, a to jak ǀe zdƌaǀýĐh, tak v ŶádoƌoǀýĐh ďuňkáĐh. Ve ǀětšiŶě 

případů koŶĐeŶtƌaĐe ϮHG korelovala s hodŶotou poŵěƌu ϮHG/ϮOG ǀ podŵíŶkáĐh 

stimulujíĐích ƌůst, jediŶou ǀǇjíŵkou ďǇlǇ pƌáǀě “H“YϱY, kteƌé pƌo sǀůj Ŷádoƌoǀý Đhaƌakteƌ 

Ŷejspíš Ŷeƌeagoǀali tak seŶzitiǀŶě. VǇstaǀeŶíŵ fiďƌoďlastů hǇpoǆii a stimulaci séƌeŵ došlo 

k zǀýšeŶí pƌolifeƌaĐe ďuŶěk, spojeŶé s ǀǇšší hladiŶou ϮHG a poŵěƌu ϮHG/ϮOG. PřidáŶíŵ ϮHG 

došlo také k zǀýšeŶí pƌolifeƌaĐe fiďƌoďlastů a současŶě k zǀýšeŶí poŵěƌu ϮHG/ϮOG, oǀšeŵ 

ǀe fǇziologiĐkýĐh hladiŶáĐh. Podle pƌoǀedeŶýĐh eǆpeƌiŵeŶtů poŵoĐí metody Western blot 

se jako nejsliďŶější Đíl oǀliǀňujíĐí pƌolifeƌaĐi jeǀí pƌáǀě HIFϭα. PoŵěƌǇ ϮHG/2OG byly 

studoǀáŶǇ i ǀ oƌgáŶeĐh izoloǀaŶýĐh z potkaŶů. )de jsŵe se ǀšak Ŷedoďƌali žádŶého 

ǀýƌazŶého tƌeŶdu, ŶiĐŵéŶě se ukázalo, že ǀ žiǀéŵ sǇstéŵu je ƌoǀŶoǀáha mezi 2HG a 2OG 

posuŶuta ǀe pƌospěĐh ϮHG, Đož se ustálí po Ϯϰ hodiŶáĐh ǀ in vitro podŵíŶkáĐh ;izolaĐe 

hepatoĐǇtů – příŵá ǀs. Ϯϰ hodiŶoǀá inkubace). 

NaŵěřeŶá data a oďě puďlikaĐe ǀǇtǀáří koŶzisteŶtŶí předstaǀu o ǀýzŶaŵu RK a sǇŶtézǇ 

ϮHG, přičeŵž jasŶě defiŶují ŵolekuláƌŶě ŵeĐhaŶistiĐký i fǇziologiĐký ǀýzŶaŵ oďou dƌah ǀe 

zdƌaǀýĐh i ŶádoƌoǀýĐh ďuňkáĐh. PuďlikaĐe se ǀzájeŵŶě doplňují a ǀǇtǀáří jasŶější pohled na 

metabolismus saǀčíĐh ďuŶěk, přičeŵž zohledňují řadu oŶkologiĐkýĐh aspektů. Proto zde byla 

pƌezeŶtoǀáŶa dosud ŶepuďlikoǀaŶá data z kliŶiĐkého ǀýzkuŵu fluidŶíĐh ǀzoƌků paĐieŶtek 

s karcinomem prsu.  

Účeleŵ Đelé studie, kteƌá stále tƌǀá, je pƌokázat či ǀǇǀƌátit ǀýzŶaŵ ϮHG jako ŵaƌkeƌu 

solidŶího tuŵoƌu pƌsu. Jak se z předďěžŶýĐh ǀýsledků ukazuje – ϮHG ŵá poteŶĐiál pƌo 

ǀčasŶou diagŶostiku kaƌĐiŶoŵu pƌsu a po pƌoǀedeŶí detailŶí kliŶiĐké studie ďǇ ŵohl 

figuƌoǀat jako ǀýzŶaŵŶý ukazatel ŵíƌǇ ƌozǀiŶutí ŶeŵoĐi. 
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