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Abstrakt:

S patologickou hypoxii se Casto setkavame v piipadech infarktu, mozkové mrtvice,
ale 1 pfi masivni invazi tumoru, z divodu nedostatecné angiogeneze. Pro pieziti bunky
v hypoxii je klicova aktivace faktoru HIF-1. Tento faktor modeluje energeticky
metabolismus ve prospéch rychle probihajici glykolyzy (s pfispénim glutaminolyzy), ktera
zajistuje bunice dostatek ATP 1 ,,stavebnich kament“, zaroven potlacuje Krebsiiv cyklus a
respiraci, nebot’ buika ma nedostatek O,. Tato prace se zabyva energetickym
metabolismem nadorovych bunék HepG2 (pochazejicich z jaterniho karcinomu)
péstovanych v médiich s energetickym substraitem glukosou nebo galaktosou (a také
glutaminem a pyruvatem) za podminek mirné hypoxie (5% O). Bunky HepG2
za normoxickych podminkach vyuzivaji pro vyrobu ATP a ,,stavebnich kameni* zejména
oxida¢ni metabolismus. Pfestoze jsme dokazali, Ze u vSech buné¢k HepG2 v hypoxii
dochazi k aktivaci HIF-1, u bun€k péstovanych v médiu s obsahem galaktosy (a glutaminu)
nedochazi K pfesmyku oxidaéniho metabolismu na aerobni glykolyzu s potla¢enou
respiraci, tak jako u bunék kultivovanych s glukosou. Zjistili jsme, Ze se zachovanou
respiraci a oxidativni fosforylaci bunék HepG2 v galaktose souvisi 1 zvySena aktivita a
integrita mitochondrii, zvySena maximalni kapacita a rezervni kapacita respira¢niho
fetézce. Proces respirace a oxidativni fosforylace vyzaduje mnozstvi substratu
pochazejiciho z Krebsova cyklu, coz koreluje s malou produkci laktatu, jako odpadniho
produktu. U bungk péstovanych v glukose za hypoxie dochazi vlivem HIF-1 K ptesmyku
metabolismu ve prospéch rychle probihajici aerobni glykolyzy, a to se 1 odrazi na rychlé
proliferaci a odolnosti bunék vii¢i nedostatku O,. OvSem galaktosové builky se oproti
bunikdm péstovanych v glukose az dvakrat pomaleji mnozi za normoxie i hypoxie, coz
naznacuje pomalé zpracovani galaktosy.

Pokud vime, Ze tumory vyuzivajici oxidacni metabolismus jsou méné odolné proti

pusobeni nizkého pO, a mnozi se pomaleji, mohli bychom toho vyuzit pii 1é¢bé rakoviny.

Kli¢ova slova: hypoxie, HepG2, HIF-1, energeticky metabolismus, galaktosa, glukosa,

mitochondrie, aerobni glykolyza.



Abstract:

We can meet pathological hypoxia in the cases of hearth attack, ischemic stroke,
but also during tumor invasion, thanks to insufficient angiogenesis. The activation of HIF-
1 factor during hypoxic conditions is crucial for the cell survival. This factor modulates
energetic metabolism in favor of fast progressing glycolysis (with the contribution of
glutaminolysis) which provides to cell enough ATP and “building blocks”, while
suppressing Krebs cycle and respiration because of shortage of oxygen. The thesis studies
energetic metabolism of HepG2 cells (derived from liver carcinoma) which are cultivated
in the media with various energetic substrates, i. e. glucose or galactose (always together
with glutamine and pyruvate) under the hypoxic conditions (5% O;). HepG2 cells use
particularly oxidative metabolism for ATP and “building blocks” production under the
normoxic conditions while hypoxic environment causes metabolic shift in glycemic
condition. Interestingly, cells cultured in galactose (glutamine) didn’t switch the energy
metabolism from oxidative to aerobic glycolysis such as cells cultivated in glucose,
although HIF-1 factor was stabilized. We found that enhanced activity and integrity of
mitochondria, enhanced maximal capacity and reserve capacity of respiration chain
correlates with preserved respiration and oxidative phosphorylation of HepG2 cells
cultured in galactose and hypoxia. The process of respiration and oxidative
phosphorylation require enough substrate derived from Krebs cycle which correlates with
low production of lactate. HIF-1 causing changes of energetic metabolism towards fast
aerobic glycolysis in HepG2 cells cultured in glucose under hypoxic conditions is reflected
in fast proliferation and resistance of these cells to oxygen shortage. However, the cells
cultured in galactose proliferate two times slower than the cells cultured in glucose under
hypoxic and normoxic conditions which reflects slow processing of galactose.

If we know that tumors which use oxidative metabolism are less resistant and

proliferate slowly, such switch of energetic metabolism could be used in cancer therapy.

Key words: Hypoxia, HepG2, HIF-1, energetic metabolism, galactose, glucose,

mitochondria, aerobic glycolysis.
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Seznam pouzitych zkratek:

ACL = ATP citrat lyasa

AMPK = AMP-aktivované protein kinasy

COX = cytochrom c oxidasa

FCCP = karbonylkyanid-p-trifluoro-methoxyfenylhydrazon

FIH = faktor inhibujici HIF

Gal = galaktosa

Glc = glukosa

GIn = glutamin

HIF = hypoxii indukovany faktor

HPX = hypoxie (5% O,)

IDH = isocitratdehydrogenasa

IRK = index respiracni kontroly

K = kompletni médium

LDH = laktatdehydrogenasa

NMX = normoxie (20,9 % O,)

OAA = oxalacetat

ODDD = O,-dependentni degrada¢ni doména

OXPHOS = oxidativni fosforylace (z angl. ,,oxidative phosphorylation*)
PBS = fosfatovy pufr (z angl. ,,phosphate buffered saline*)

PDH = komplex pyruvatdehydrogenasy

PDK-1= kinasa komplexu pyruvatdehydrogenasy (z angl. ,,pyruvate dehydrogenase
Kinase-1%)

PEP = fosfoenolpyruvat

PHD = prolyl hydroxylasa (z angl. ,,prolyl hydroxylase domain®)
PKM 1 (2) = pyruvatkinasa isoforma M1 (2)

p-PDH = fosforylovana pyruvatdehydrogenasa

pyr = pyruvat

pVHL = von Hippel-Lindau protein

ROS = reaktivni formy kysliku (z angl. ,,reactive oxygen species®)
TAD = transkrip¢ni aktiva¢ni doména faktoru HIF



1.Uvod

Udrzeni homeostazy kysliku je nezbytné pro funkci organt a pfeziti organismu.
Pojem hypoxie zahrnuje pO,, ktery se pohybuje pod hranici normoxické hladiny pro danou
tkan [5]. Hypoxie muze byt patologicka- je zplsobena onemocnénim, napi. srde¢nim
infarktem, mozkovou mrtvici, astmatem a také invazi tumoru. V téchto pfipadech mize
nastat az extrémni hypoxie (nebo anoxie), a tim nekrosa bunek. Fyziologicka (hypoxicka)
hypoxie oproti patologické je zplsobena nejcastéji snizenim pO, V prostiedi, ve kterém se
organismus vyskytuje (napft. snizeny pO; ve vys$si nadmoiské vysce), neni ale vyvolana
patologickou pfi¢inou. [117] Organismy jsou schopny se na nepiiznivé podminky nizkého
pO2 adaptovat, zejména zmeénou energetického metabolismu ve sméru co nejnizsi spotieby
O, [13], [41], dale podpofenim angiogeneze a erytropoeze (potiebnych K okysliceni tkani)
[42], podpofenim ristu buniky [43] atd. Tuto adaptaci zajist'uje souhra riznych eznymi,

vvvvvv

faktor HIF-1 (hypoxii indukovany faktor).



2.Literarni prehled
2.1. Hypoxie
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kysliku pro efektivni produkci energie, zejména oxidativni fosforylaci. Pozoruhodné vsak
je, ze mnohobunééné organismy si stale uchovaly schopnost se adaptovat na hypoxické
prostiedi, které bylo ptitomno pravdépodobné v ranych pocatcich vyvoje Zemé [1].

Normoxické podminky zahrnuji atmosféricky tlak kysliku (pO,), pfi némz
organismy jsou schopny udrzet homeostazu Vv burikach, tkanich a organech. Hodnoty
normoxického pO, pro builkky ve tkdnich jsou ovSem nizSi, zéalezi na typu tkan¢,
metabolické aktivit¢ a vzdalenosti tkané od nejblizsi tepny/kapilary [2]. Dulezitym
parametrem je gradient kysliku, ktery se v tkdnich snizuje se zvySujici vzdalenosti od
tepny/kapilary. V priméru se pohybuji hodnoty pro fyziologickou normoxii tkani okolo
30mmHg (3,75% Oy) [3]. Napi. normoxicky tlak kysliku v periportalni ¢asti lidskych a
prasecich jater dosahuje 80mmHg (10% O;) a Vv perivenozni ¢asti 35mmHg (4,37% O,)
[4].

Pojem hypoxie zahrnuje pO,, ktery se pohybuje pod hranici hormoxie pro danou
tkan [5].

Paradoxné bunécné kultury uréené k vyzkumu jsou péstovany pii atmosférickém
tlaku 167mmHg (20,9%) [3], na ktery se adaptuji jako na normoxické podminky. V nasi
laboratofi byly pro experimentalni model: buiikky HepG2 (nadorové bunky pochazejici
z lidského jaterniho karcinomu) stanoveny hypoxické podminky zahrnujici 5% O, a 5%
CO,. Podminky byly stanoveny na zakladé toho, ze tyto jaterni bunky ve tkani téla

normalné prezivaji za 5% O, (toto je jejich normoxicka fyziologicka hladina) [4].

2.1.1. Hypoxie a karcinogeneze

Béhem rychlé proliferace tumoru dochazi k porucham angiogeneze, a tim k poklesu
zasob kysliku a zivin [6]. Nékteré mikroregiony tumoru se tak ocitaji v akutni nebo
chronické hypoxii az anoxii. Oblasti nadoru, vzdalené od nejblizsi kapilary >100um, se
nachazeji v anoxickém prostiedi, to né¢kdy muize vést az k nekroze bunék [7], [8]. Doba
trvani akutni hypoxie kvili nedostate¢nému ptitoku krve mize trvat od nékolika minut az
po hodiny [9]. Hypoxicky stres vyvolava ¢etné mutace genu a alterace na chromozomech,
také zptsobi rezistenci vii€i apoptose a snizenou schopnost opravy DNA. Tyto zmény se

Casto objevuji jako nasledek mutaci tumor-supresorovych genti nebo aktivaci onkogent
9



[10], [11]. V procesu karcinogeneze se Casto objevuje souhra mezi onkogeny, tumor-
supresorovymi geny a hypoxickou signalizatni kaskddou. Napf. s vyjimkou
fosfoglyceratmutasy jsou vSechny glykolytické enzymy stimulovany faktorem HIF
(hypoxii indukovany faktor) spole¢né s onkoproteinem MYC [12], [13].

Pii reakci organismu na hypoxicky stav hraji roli zejména AMPK (AMP-
aktivované protein kinasy) a faktor HIF. Pokud se zméni koncentrace O v bunice, zméni se
i pomér AMP/ATP. Pii hypoxii se snizuje mnozstvi ATP a tak AMPK (reaguje pfimo na
zménu poméru AMP/ATP) spousti kaskadu procesti vedoucich ke stimulaci katabolickych
déji a inhibici anabolickych. Dalsi ulohou AMPK je zvySeni regulace glykolyzy a dale
podpofteni transkripéni aktivity faktoru HIF [12], [14].

2.2. Hypoxii indukovany faktor (HIF)

K aktivaci a stabilizaci faktoru HIF dochazi za hypoxickych podminek (<5% O,
40mmHg v bunééné kultufe) [15]. HIF je heterodimerni molekula, ktera se vaze na DNA,
jako transkrip¢ni faktor. Molekula HIF se sklada z podjednotky HIF-la (nebo dalSich
isoforem HIF-2a, HIF-3a), ktera je indukovana hypoxii, a podjednotky HIF-1B, ktera je
permanentné exprimovana. Podjednotka HIF-1lo se sklada z N-terminalni transkripéni
aktivatni domény (TAD), kterd je také nazyvana O,-dependentni degradacni doména
(ODDD). HIF-1a a HIF-2a obsahuje jesté C-terminalni TAD, ktera interaguje s faktorem
inhibujicim HIF-1 (FIH) [16], [17].

HIF-1la je nejprozkoumanéj$i ze vSech isoforem, vyskytuje se téméf ve vsech
tkanich. HIF-2a je vice tkanové specificka, vyskytuje se zejména v jatrech, ledvinach,
mozku, srdei a plicich [18]. Faktor HIF-2 reguluje zejména tvorbu Cervenych krvinek a
metabolismus Zeleza [19]. HIF-3a je nejméné prozkoumana. Tato prace se zabyva pouze
faktorem HIF-1.

2.2.1. Degradace HIF-1
Za normoxickych podminek je podjednotka HIF-lo degradovana v proteasomu.
PHD (=prolyl hydroxylasa, z angl. ,,prolyl hydroxylase domain®) hydroxyluje na N-
terminalni domén¢ TAD faktoru HIF-1a proliny v pozici 402 a/nebo 564 (Pro-402, Pro-
564), zarove vyuziva jako substraty Oy a a-ketoglutarat. DileZitymi kosubstraty jsou Fe®*
a kyselina askorbova [20]. Touto reakci je generovan sukcinat a CO,. Zaroven probiha

hydroxylace asparagini (v poloze 803) na C-teminalni doméné enzymem dioxygenasou,
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fungujici jako asparaginyl hydroxylasa (také nazyvana FIH=faktor inhibujici HIF-1). FIH
touto hydroxylaci blokuje vazbu HIF-1a na transkripéni koaktivaéni faktory CREB (z angl.
,.,CAMP response element-binding protein®) a p300, figurujicich pii stabilizaci komplexu
HIF-1 [20], [21], [22]. Po nasledné polyubigitinaci hydroxylovaného HIF-1a se molekula
navaze na komplex E3 ubigqitin ligasy, ktery je slozen z proteinu VHL (von Hippel-Lindau
tumor supresorovy protein), elonginti B a C (eloB/C), cullinu-2 (Cul2) a Ring-box proteinu
1 (Rbx) [23]. Nasledné je HIF-1a degradovan v proteasomu [24] (obr. 1).

(o) NO
Fe2+ ) Fumarat
Askorbat Sukcinat SIRT3

\J “®
1

= Q) P J/
pVHL

EloB/C Cul2 Ub

Rbx1 / Ub
Ub

Ub Proteasom

N D, o2

: ¢ [¢]

961 L A
Degradace

Obr. 1: Degradace HIF-1a. O, a a-ketoglutart jsou substraty a Fe?* a askorbat piisobi jako
kosubstraty PHD. NO, fumarat a sukcinat jsou kompetitivnimi inhibitory PHD. ROS takeé
pusobi proti degradaci HIF-la inhibici PHD a FIH. Degradace HIFa je zaloZena na
hydroxylaci urc€itych aminokyselin hydroxylasami PHD a FIH. Hydroxylované skupiny
jsou klicové k rozpoznani komplexem ubigqitin ligasy (slozené z pVHL, EloB/C, Cul2 a
Rbx1) a nésledné¢ degradaci v proteasomu. Hydroxylace aminokyselin dale blokuje
navazani transkripénich faktortt p300 a CBP. HIF-1o= Hypoxii indukovany faktor HIF-1
podjednotka o, PHD=prolyl hydroxylasa, FIH= faktor inhibujici HIF, ROS=reaktivni
formy kysliku, pVHL=von Hippel-Lindau protein, EloB/C=elonginy B/C, Cul2=cullin-2,
Rbx1=RING box protein 1, Ub=ubiqitin, p300/CBP= transkripéni faktory p300 a CREB
protein. SIRT3=sirtuin 3.

Pievzato z [25].
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2.2.2. Stabilizace HIF-1

Diilezitym kosubstratem PHD jsou zeleznaté kationty (Fez+), které hraji kliCovou
roli pfi stabilizaci a aktivaci podjednotky HIF-1o. Pti hypoxii (v rozmezi 1-5% O,) se
v dychacim fetézci (zejména v komplexu Ill) generuje velké mnozstvi superoxidového
iontu O, [26], [27], ktery je superoxiddismutasami pfeménén na H,O», tim se znacné zvysi
koncentrace H,0, v cytosolu. H,O, oxiduje Fe** na Fe** (Fentonova reakce), tim PHD
nema dostatek kosubstratu pro svou funkci. Tedy ROS znac¢né inhibuji hydroxylaci prolint
na N-terminalni doméné TAD HIF-1a [28]. Pfi hypoxii, z divodu nedostatku O, jako
substratu a nedostatku Fe®* jako kosubstratu, je PHD a FIH inhibovéna [27], tim se HIF-1a
stabilizuje, a v jadie tvoii komplex s podjednotkou HIF-1B. Heterodimer HIF-1of se
nasledné vaze na specifické sekvence (nazyvany hypoxické responsivni elementy, HRE)

na promotorech cilovych gena [29] (obr. 2).

1 o % PHD
o HH:-D g—
o PHD HIF-1a

Hypoxie

Degradace HIF-1 alfa

Obr. 2.: Degradace (vlevo) a stabilizace (vpravo) podjednotky HIF-1a. PHD=prolyl
hydroxylasa, VHL=von Hippel-Lindau protien, Ub=ubigitin, HRE=hypoxické responzivni
elementy, CBP=CREB protein, p300 (transaktiva¢ni protein p300)

ptrevzato z: http://ajrccm.atsjournals.org/content/183/2/152/F1.expansion

HIF-1lo miize byt také stabilizovan 1 za normoxickych podminek pomoci
kompetitivnich inhibitord prolyl hydroxylasy (PHD). Mezi tyto inhibitory patii
intermediaty Krebsova cyklu: sukcinat, fumarat a oxalacetat, ale také pyruvat. Akumulace
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téchto sloucenin zpisobi kompetici S a-ketoglutaratem (substrat PHD). Stav, kdy je HIF-1
stabilizovan, i za normoxickych podminek, se nazyva ,,pseudohypoxie* [30]. Akumulace
cyklu.  Vyzkumy lidskych tumort prokazaly cast¢é mutace gent kodujici
sukcinatdehydrogenasu (SDH) a fumarathydratasu (FH) [31]. Dochazi tak nejen

k akumulaci sukcinatu a fumaratu, ale i zvy$eni koncentrace ROS [32].

Dalsi ¢astou mutaci, ktera byla nalezena u vice nez 12% glioblastomi, je mutace
genu pro cytosolickou IDH-1 (isocitratdehydrogenasu 1), Casto se jednd o spontanni
bodovou mutaci [33]. Stejn¢ tak byly nalezeny u piipadi akutni myeloidni leukémie
bodové mutace genu pro mitochondrialni IDH-2 (isocitratdehydrogenasu 2) [34]. Tyto
mutace znemozni IDH-1 a IDH-2 katalyzovat konverzi citrdtu v a-ketoglutarat, za
produkce NADH [35], ale vytvafi novy produkt: 2-hydroxyglutarat (2-HD). Tento novy
metabolit také kompetuje S a-ketoglutaratem a tim inhibuje funkci PHD. Tedy mutace
genu pro IDH mohou znaén¢ piispivat ke stabilizaci HIF-1 [36].

Dalsim iniciatorem stabilizace HIF-1la je oxid dusnaty (NO). Pokud se vyskytuje
v tkéni ve vysoké koncentraci, mize vystupovat jako analog molekularniho kysliku, a tim
také stabilizovat HIF-1a [37].

Zvlastni pripad stabilizace HIF-lo za normoxickych podminek byl popsan u
karcinomu ledvin, pii kterém byla zjisténa dysfunkce proteinu VHL (mutace VHL genu),
ktery figuruje pii degradaci HIF-1a. [38].

Na stabilizaci HIF-1a se mtize podilet i SIRT3 (sirtuin3), mitochondrialni NAD-
dependentni deacetylasa. Pii mutaci genu SIRT3 (pfi ztraté¢ aktivity) dochédzi ke zvySeni
ROS v mitochondriich a tim ke stabilizaci HIF-1a [39], [40].

2.2.3. Uloha HIF-1

Obecné HIF-1 aktivuje expresi gent, jejichz proteiny zajist'uji adaptaci buiiky na
hypoxické podminky a jeji pieziti. U vétSiny nadorovych bunék HIF-1 zajistuje ,,pfepnuti*
energetického metabolismu z oxidativni fosforylace na rychle probihajici glykolyzu.
Glykolyza se stava tustfedni drahou zajistujici dostatek ATP a ,stavebnich kament*
(=lipidy, nukleové kyseliny a aminokyseliny) pro proliferaci bunky [13], [41]. Dale HIF-1
ovlivituje expresi genli pro vaskularni endotelidlni rastovy faktor (VEGF) a erytropoetin, a
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tim zajisti podporu angiogeneze, tvorbu cervenych krvinek a vazodilatace, potiebné
k okysliceni tkani [42]. Mezi dalsi G¢inky HIF-1 na nadorovou burku patii podpoieni
proliferace zvySenim exprese genu kodujici ,,inzulinu podobny ristovy faktor” (z angl.
Insulin-like growth factor®) [43] a dale zajistuje celkové pieziti buiiky (vliv na apoptosu,

bunéény cyklus, opravny systém DNA), adhezi a motilitu bunky [44].

2.2.4. Ovlivnéni metabolismu faktorem HIF-1 za hypoxie

Obecn¢ ulohou HIF-1 pfi hypoxii je Gprava metabolismu ve sméru minimalni
spotieby kysliku, ktery se stava limitnim substratem. Mimo oxidativni fosforylace, pro
kterou se stava kyslik limitnim substratem az pii pO2 <4dmmHg (0,5% O,) [45], je potieba
O, jesteé pro funkci dal§ich nemitochondrialnich enzymui, napt. oxidas, hydroxylas [46] atd.
Dale je kyslik potfebny pro syntézu sterol a vytvareni terciarni struktury proteint (angl.
,folding“). Tyto procesy mohou zkonzumovat 10-30% celkové bunécné spotieby O, (V

zavislosti na tkani) [47].

Jak jiz bylo zminéno, stabilizovany HIF-1 v nadorovych bunkach stimuluje
glykolyticky metabolismus a inhibuje mitochondrialni metabolismus (tim spotfebu O,).
Konkrétné:

1.) HIF-1 zvySuje ptijem extracelularni glukosy stimulaci exprese genit SLC2A1 a

SLC2A3, které koduji prenasece glukosy (do buniky) GLUT 1 a GLUT 3 [48].

2.) HIF-1 dale stimuluje expresi glykolytickych enzymu, zejména hexokinasy 1 a
hexokinasy 2 (ta figuruje hlavné pii hypoxii) [49], fosfofruktokinasy, aldolasy, enolasy 1 a
glyceraldehyd-3-fostatdehydrogenasy. Uvadi se, ze vSech dvanact glykolytickych enzymu
je regulovano faktorem HIF-1 [50] (obr. 3, str. 15).

3.) Pyruvat, ktery vznika glykolyzou, mize byt bud’ pfeménén na Acetyl-CoA pomoci
PDH (komplex pyruvatdehydrogenasy) nebo redukovan na laktat, pomoci
laktatdehydrogenasy (LDH). HIF-1 pfimo aktivuje gen pdk 1 pro Kkinasu
pyruvatdehydrogenasy 1 (PDK-1), ktera fosforyluje podjednotku E1 komplexu PDH a tim
ji inaktivuje. PDH Kkatalyzuje pfeménu pyruvatu v Acetyl-CoA, ktery je nezbytny pro
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prubéh Krebsova cyklu, a tim produkci NADH (donor elektronu v komplexu I dychaciho

fetézce) a dale respiracniho fetézce [51] (obr. 3).

4.) Cinnosti PDK-1 dochazi v buiice k akumulaci pyruvatu. HIF-1 stimuluje expresi
laktatdehydrogenasy 1 (LDH) a tak je nadbyte¢ny pyruvat redukovan na laktat, ktery je
odvadén do extracelularniho prostoru. Zaroveti touto reakci dochézi k regeneraci NAD"
[12], [13], [52]. Exprese genu pro pienase¢ laktatu MCT4 (SLC16A4) je také stimulovan
HIF-1 [53] (Obr. 3).

v

GLUT1 | GLUT 3]

extracelularni prostor

burika

hexokinasa&

[ Glukosa-6-fosfat | i:—_;}_. Nukleotidy

fosfofruktokinasay{
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=== Glycerol

| 3-fosfoglycerat | ——r——on. Aminokyseliny
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LDH@ \
PDK-1 €—=

Obr. 3: Schéma stimulace (+) a inhibice (-) enzymu a proteini metabolismu bunky
faktorem HIF-1. GAP=glyceraldehyd-3-fosfat, LDH=laktatdehydrogenasa, PDH=komplex
pyruvatdehydrogenasy, PDK-1= kinasa komplexu pyruvatdehydrogenasy,
PPP=pentosofosfatovy cyklus, GLUT 1 a GLUT 3= pfenasece glukosy do bunky.

5.) Dalsi vyznamnou ulohou HIF za hypoxie je regulace ROS (reaktivni formy kysliku).

Ve zdravé bunce ROS hraji roli ptfi bunétné signalizaci, napt. apoptosy nebo
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programované bunééné smrti, ktera patii mezi bézné procesy [54]. Regulace koncentrace
ROS v bunce je zajisténa pusobenim antioxidantl (a-tokoferol, B-karoteny, flavonoidy,
askorbat atd.) a pufrovacich systému v bunce (dva systémy zalozené na oxidoreduk¢nich
reakcich Glutathionu a Thioredoxinu) [55].

Hypoxické podminky mnohonasobné zvySuji mnozstvi ROS v buiice. Ve tkanich
bohatych na mitochondrie (mozek, srdce), jsou mitochondrie hlavnim producentem ROS
[54]. ROS (zejména superoxidovy anionradikal O,") vznika nevyvazenym elektronovym
transportem na komplexu I1l. (v mensi mife i na komplexu 1.) dychaciho fetézce [56]. ROS
jsou ve vysokych koncentracich toxické (zejména radikalové formy) pro biomolekuly
(zpUsobuji lipoperoxidaci, mutace DNA, oxidaci proteint atd.) [57].

Elektronovy transport pifes komplexy dychaciho fetézce je pii hypoxickych
podminkach zpomalen, v mezimembranovém prostoru se hromadi mnozstvi H™ a tim se
zvy$i membranovy potencidl. Dochazi k nevyvazené rychlosti pfenosu elektrond pies
komplexy dychaciho fetézce a syntézy ATP, a tim ke zvySené produkci ROS (oxidace
ubichinolu na ubichinon na komplexu III. probiha pies semichinoidni formu, ktera se pfi
nevyvazeném toku elektron ihned nepfeméni na ubichinon, ale reaguje s molekulami
kysliku v membrang) [58].
zvysi se produkce ROS zejména mitochondrialnimi zdroji (komplexy dychaciho fetézce),
coz podporuje stabilizaci faktoru HIF-1. V dal$i fazi adaptace se snizuje mitochondrialni
produkce ROS. Neklesne ale upIné¢ [data laboratote], bylo zjisténo, ze HIF-1 stimuluje
cytosolické zdroje ROS-zejména ¢innost NAD(P)H oxidasy podjednotky 4 (NOX-4) [54].
HIF-1 snizuje mitochondrialni produkci ROS zejména zaménou isoformy COX4-1
(cytochrom ¢ oxidasa) za COX4-2 [37], [51]. COX4-1 je degradovana mitochondrialni
proteasou LON. COX4-2 zoptimalizuje tok elektronli z komplexu III na cytochrom c a tim
snizi produkci ROS komplexem III [37].

2.3. Karcinogeneze

Dle D. Hanahana a R. A. Weinberga existuje 6 majoritnich znakti vyvoje zdravé
buiky v nadorovou: nedostatend signalizace rastu bunky, necitlivost k signalim
potlacujici rist, potlaceni apoptosy, neomezena replikace, trvala angiogeneze a nakonec

invaze tkané a metastaze [59]. V posledni dob¢ se v publikacich objevuje 7. znak: alterace
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vV metabolismu buiiky, smérovana k velké produkci ATP a zaroven k syntéze nukleotidd,

lipidt a proteind (,,stavebni kameny bunky*) [60].

2.3.2. Warburgiyv efekt

Mitochondrialni oxidativni fosforylace (OXPHQOS) produkuje energii ve formé
ATP mensi rychlosti ve srovnani s glykolyzou [61], ale piesto je OXPHOS v normalné
fungujici bunice hlavnim producentem ATP, protoze efektivnost vyroby je 16 krat vyssi
nez glykolyzou (38 molekul ATP oxidativni fosforylaci oproti 2 molekuldm ATP
glykolyzou na 1 molekulu glukosy) [62].

Uz pied vice nez 80 lety zpozoroval O. Warburg u maligni nadorové buiky
zvySeny piijem glukosy za normoxickych podminek oproti zdravé buiice. Tento jev je
nazyvan Warburguv efekt [63]. Glukosa je zpracovana nadorovou bunkou procesem
aerobni glykolyzy, ktera probiha vyssi rychlosti nez u zdravé bunky. Nadorova burika
produkuje velké mnozstvi laktatu, 1 pfes to, ze v okoli buiiky je dostate¢nd koncentrace
kysliku na vyrobu energie mitochondrialni respiraci [64]. O. Warburg se v§ak domnival, Ze
v nddorové buiice dojde k defektu mitochondrialni oxidativni fosforylace a tim ke zvySeni
aktivity aerobni glykolyzy, jako nahradniho zdroje ATP [63]. Ale v mnoha pozdé&jsich

studiich se prokazalo, ze mitochondrie nadorovych bunék jsou plné funkéni [65].

2.3.3. Proliferace a rist nadorové buiky

V nadorové bunce opravdu dochdzi ke zvySeni rychlosti glykolyzy (zvySeny piijem
glukosy, zvysena exprese nékterych glykolytickych enzymu) a tim i zefektivnéni produkce
ATP. Zéiroven bunka vyuzivd metabolity glykolyzy, diky kterym vznikaji dilezité
»stavebni kameny* (aminokyseliny, nukleové kyseliny a lipidy) potiebné pro proliferaci a
rust [61] (obr. 4, str. 20). Zasadni pro produkci ,,stavebnich kament je vymeéna isoformy
glykolytického enzymu pyruvatkinasy isoformy M1 (PKM1) za isoformu M2 (PKM2) (viz
kap. 2.3.3.4).

Vyzkumy tumord na molekularni urovni odhalily znaéné mnozstvi kombinaci
mechanismt malignace, souvisejicich S mutacemi na nejriznéjSich genech regulujicich

bunécny rast [66]. Tyto geny jsou nazyvany onkogeny a tumor-supresorové geny.
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2.3.3.1. Mutace p-53

Jednou z nejcastéji nalezenych mutaci tumor-supresorového genu v nadorové buice
je gen pro transkripéni faktor p53. Tento faktor se podili na regulaci bunééného cyklu a
také navozuje apoptosu bunky, pokud dojde k ,,zafixovani® zhoubné mutace na DNA [67].
Dale se p53 podili na regulaci aerobniho metabolismu, indukuje expresi COX-2
(cytochrom c oxidasy-2) a tim dochazi ke zvySeni rychlosti mitochondridlni respirace.
Ztrata funkce p53 v nadorové butice vede k nekontrolovanému rustu, inhibici apoptosy a

zpomaleni respirace [68].

2.3.3.2. Mutace c-Myc

Mezi onkogeny, u kterych byla nejcastéji popsdna mutace spojena se vznikem

nadorového bujeni u ¢loveka, patii c-Myc (onkogen kodujici onkoprotein MYC) [69].
MYC reguluje ve zdravé bunce velké mnozstvi gend figurujicich v bunééném cyklu,
metabolismu, mitochondrialnich funkci a apoptose [70]. Narusena regulace genu c-Myc
nebo jeho zvysena exprese za normoxickych podminek ptispiva k rychlé proliferaci buiiky.
K Warburgovu efektu pfispiva zejména stimulaci exprese prenasec¢u glukosy GLUT a
glykolytickych  enzymd [71]. Onkoprotein MYC také aktivuje transkripci
laktatdehydrogenasy (LDH), ktera katalyzuje redukci pyruvatu na laktat. Tim dochazi ke
zvyseni produkce laktatu [72]. MYC dale stimuluje metabolismus glutaminu (kap. 2.4.2.),
zejména jeho pifijem a rychlé zpracovani. MYC zvySuje expresi glutaminovych pienasect
do buriky (zejména Slcla5) [73].

Ovsem za hypoxickych podminek HIF-1 negativné reguluje c-Myc, pokles aktivity
MYC vyvola snizenou aktivitu PGCI1-B (z angl. ,,peroxisome proliferator-activated
receptor-y (PPARYy) co-activator 1-p), faktoru pro mitochondrialni biogenezi, a tim dojde

k potlaceni mitochondrialniho vyvoje [74].

2.3.3.3.  Aktivace PI3K

Dalsi ¢astou pozorovanou alteraci v buiikach tumoru je aktivace fosfatidyl-inositol-

3 kinasy (P13K), ktera figuruje jako hlavni stimulator aerobni glykolyzy v nadorové burice.
Aktivovana PI3K generuje protein kinasu B (znama pod zkratkou Akt) a Akt ptsobi
zejmeéna na zvyseni exprese glukosového transportéru do buitkky GLUT 1 a také stimuluje
glykolyzu (zejména aktivaci hexokinasy) [75]. Akt také ovliviiuje biosyntézu mastnych

kyselin stimulaci aktivity ACL (ATP-citrat lyasa) [76].
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2.3.3.4. Zaména isoforem pyruvatkinasy

Zvlastni alteraci pozorovanou zejména pii aktivaci onkogenu Ras, je zaména
iIsoformy enzymu pyruvatkinasy M1 (PKM1) za isoformu M2 (PKM2). Pyruvatkinasa M1
je glykolyticky enzym katalyzujici pfeménu fosfoenolpyruvatu (PEP) na pyruvat, ktery se
vyskytuje ve vétSiné diferenciovanych bunék. Isoforma M2 je piitomna jak buikach
embryonalni tkang, ale i ve vétSiné nadorovych bunék [77]. Ackoliv PKM2 vykazuje niz$i
enzymatickou aktivitu pro pfeménu PEP na pyruvat nez PKMI1, piesto proliferujici buriky
exprimuji PKM2 rychleji [78]. Existuje vice vysvétleni pro tento paradox, ale
pravdépodobn¢ k tomu dochazi z dGvodu potieby nékterych intermediati glykolyzy
k anabolickym procesim [79]. Pomalejsi pifeména PEP na pyruvat umoziuje akumulaci
napt.. 3-fosfoglyceratu, ze kterého je syntetizovan serin (a dale glycin), a dalSich
intermediatd, ze kterych jsou syntetizovany lipidy nebo nukleotidy (Obr. 4, str. 20).

Regulace PMK2 je zalozena na oscilaci mezi dimerni, méné aktivni formou, a
tetramerni, vice aktivni formou. Nékteré studie uvadi, Ze na regulaci téchto forem se podili
ROS: jejich zvySena koncentrace uvadi PMK2 do dimerni formy, tim dochazi k posileni
anabolickych procest. Do neaktivni dimerni formy PKM2 uvadéji i tyrosin kinasy [80].
Naopak navazani fruktosa-1,6-bifosfatu (intermediat glykolyzy) do struktury PKM?2
podpoii formaci tetrameri, a tim dojde k obnoveni reakce ptemény PEP na pyruvat a

zvyseni rychlosti glykolyzy [81].
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obr. 4: Metabolismus v nadorové buiice. Vyménou isoformy PKM1 (pyruvatkinasa M1
katalyzujici konverzi fosfoenolpyruvatu na pyruvat) za PKM2 (Casto v rakovinnych
bunkach) dochazi k akumulaci intermediati glykolyzy (Glc-6-fosfat, GAP, 3-
fosfoglycerat) a tim syntéze nukleovych kyselin (NK), aminokyselin a lipida. ROS, tyrosin
Kinasy a Fru-1,6-bifosfat reguluji enzymatickou aktivitu PKM2.

Glc=glukosa, Fru=fruktosa, GAP=glyceraldehyd-3-fosfat, ROS= reaktivni formy kysliku,
NK=nukleov¢ kyseliny.

Pievzato z [82].

Aktivita onkogent nejen reguluje proliferaci bunky, ale také vede ke zméné
metabolickych drah (vyuziti glutaminolyzy, zvySeny piijem glukosy a zintenzivnéni
glykolyzy a potlaceni mitochondridlni respirace), které hraji dtlezitou roli pfi tumorigenezi
[83]. Posileni glykolyzy s potlacenou mitochondrialni funkci totiz bunce poskytuje urcité
vyhody. Intermediaty glykolyzy jsou kli¢ové pro biosyntézu dilezitych sloucenin (napf.
serinu z 3-fosfoglyceratu, nukleotida z glukosa-6-fosfatu, lipida z glyceraldehyd-3-fosfatu)
[84]. Dale aktivaci PDK-1 dojde k zamezeni vstupu pyruvatu do Krebsova cyklu, a tak
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vznikd velké mnozstvi laktatu, které je odvadéno do extracelularniho prostoru. Okyseleni

prostoru kolem bungk ptispiva k proliferaci nadort zdravou tkani [85].

2.4. Energetické substraty pro nadorovou buiiku

Nadorové bunky jsou schopny rychle reagovat a zpracovat exogenni Zziviny.
Existuje ovSem vice typi nddorovych bunck, které zpracovavaji Zziviny rozdilnymi
zpusoby. Bylo zjisténo, ze Warburgiv efekt neplati pro vSechny nadorové bunky. L.
Reitzer et al. zjistili pti vyzkumu na HeLa bunkach (z karcinomu d€lozniho ¢ipku), ze tyto
bunky vyrabi ATP spiSe oxidativni fosforylaci nez glykolyzou [86]. HeLa buriky produkuji
az 79% ATP oxidativni fosforylaci za normoxickych podminek, za hypoxie Ccini
mitochondrialni ATP kolem 30% [87]. Nékteré bunky tumort (napt. karcinomu délozniho
¢ipku, prsniho a jaterniho karcinomu, karcinomu pankreatu) pfi limitnim nedostatku
glukosy zacaly opét vyuzivat oxidativni fosforylaci [88], [89], [90]. U mnoha bungk
preferujicich oxidativni fosforylaci se vyskytuje efektivni zpracovani aminokyseliny
glutaminu. U HeLa bunék jen 5% glukosy vstupuje do Krebsova cyklu, hlavni roli
v oxida¢nim metabolismu hraje glutamin [86]. Jakym zptisobem vyuzivaji nadorové buiky
Ziviny pro preziti, zavisi zejména na typu bunck, na mutacich onkogenii, a také na
mnozstvi exogennich substrati.

U nadorovych bungk, které potlacuji oxidativni fosforylaci, bylo zjisténo, Zze na
inhibici se ¢astecné podili exogenni hexosy, tento jev se nazyva ,,Crabtree efekt” [91],
ktery byl pozorovan u vSech proliferujicich bunék, s vyjimkou embryonélnich bunék a
proliferujicich thymocyti [92]. Pokud byla ptidana k bunééné kultufe glukosa, fruktosa,
glukosa-6-fosfat, fruktosa-6-fosfat, glyceraldehyd-3-fosfat nebo PEP (ale neplati pro
galaktosu) [93], byl pozorovan okamzity piesmyk z OXPHOS na aerobni glykolyzu za
soucasné produkce laktatu a inhibice respirace [93], [94]. Molekularni mechanismus
,Crabtree efektu” je nejasny, ale bylo zjisténo, ze pii ptidani jedné z hexos uvedenych
vyse, dochazi ke snizeni poméru ATP/ADP, akumulaci nékterych glykolytickych
intermediati (glukosa-6-fosfatu, fruktosa-6-fosfatu a fruktosa-1,6-bifosfatu) a zvysené
koncentraci laktatu [93]. Jedno z moznych vysvétleni nalezli Diaz-Ruiz et al. pfi
experimentu na kvasinkach, kde fruktosa-1,6-bifosfat inhibovala komplexy respira¢niho

fetézce [95].
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Pii péstovani nadorovych bunécnych linii se nejcastéji uzivaji jako exogenni
substraty pro proliferaci a pteziti bun¢k glukosa (nebo dalsi hexosy), pyruvat a glutamin

(dale bézné slozky médii, napt.: vitaminy, aminokyseliny, mineraly, pufrovaci slozky atd.)

2.4.2. Glutamin
o MH-
o
o= g
N Hy

Obr. 5: Strukturni vzorec glutaminu.

Glutamin (obr. 5), neesencialni aminokyselina, hraje v metabolismu nadorové
buiikky vyznamnou ulohu. Bylo zjisténo, Ze glutamin v mnoha tumorech je pfijimdn a
zpracovavan mnohokrat rychleji ve srovnani s ostatnimi aminokyselinami [96]. Tato
aminokyselina se podili na zvySeni proliferace a riistu buiky, slouzi jako zdroj uhliku a
dusiku pro biosyntetické reakce v procesu glutaminolyzy.

Glutamin vstupuje do buiky diky transportérim ASCT2 a SN2, poté je
mitochondrialni glutaminasou pfeménén na glutamat a NH," a nakonec je transaminovan
glutamatdehydrogenasou (GDH) na a-ketoglutarat [86], [97]. Takto plni glutamin ulohu
substratu pro Krebstv cyklus, ktery by kvuli tnikdm citratu nemohl probihat (viz kap.
2.5.). Dale glutamin figuruje jako donor dusiku potiebného pro biosyntézu nékterych
aminokyselin (threonin, glycin, serin, cystein, prolin) a také purinti a pyrimidint [98].

Regulace glutaminolyzy je v mnoha tumorech spojena s deregulaci c-MYC genu [73].

2.4.3. Glukosa
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Obr. 6: Cyklicka (vlevo) a necyklicka (vpravo) struktura glukosy.
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Glukosa (obr. 6, str. 22) vstupuje nejcastéji do bunky pomoci integralnich
membranovych transportéra GLUT (nebo také SLC2A), kterych existuje celkem 14 typu,
dle specifity a lokalizace. Nejzasadné&jsi roli pro transport glukosy hraji GLUT-1 az
GLUT-4.

GLUT-1 (SLC2A1) se vyskytuje v mnoha tkanich [99], avSak nejvyssi exprese
GLUT-1 byla zaznamenana v erytrocytech, neuronech a v burnikach placenty [100]. GLUT-
1 ma vyssi afinitu ke glukose (Km=1-2 mmol/L) nez k ostatnim hexosam, avSak je
schopen transportovat do bunky i mannosu a galaktosu. Zvysena exprese GLUT-1 byla
pozorovana v mnoha tumorech [101].

GLUT-2 (SLC2A2) byl nalezen ptevazné v jatrech, pankreatickych B-buiikach a
epitelu tenkého stfeva [102]. Zvlastnosti GLUT-2 je obousmérny transport hexos
(pfevazné glukosy, galaktosy, mannosy, frukotosy ale i glukosaminu) [103] a dale regulace
GLUT-2 hormony a koncentraci hexos [104]. Defekt exprese transportéru GLUT-2 je
spojena s cukrovkou typu 1.

GLUT-3 (SLC2A3) je exprimovan zejména v neuronech [103], v mensi mife pak
Vv tukové tkani, ledvinach, srdci, placenté, jatrech a bilych krvinkach [105]. Mimo glukosy,
pro kterou ma GLUT-3 vyssi afinitu (Km=1,8 mmol/L), ptendsi i xylosu, maltosu,
dehydroaskorbat, mannosu a galaktosu [106].

GLUT-4 (SLC2A4) transportuje do bun¢k az 50% celkové glukosy v téle diky
vysoké afinité ke glukose (Km=5-6 mmol/L). Vysoka exprese GLUT-4 byla zaznamenana
ve tkanich senzitivnich na hormon insulin: kosterni svalstvo, srdce a tukova tkan [103].
Mutace genu pro GLUT-4 je spojovana se vznikem cukrovky.

GLUT-1 a 3 jsou stimulovany onkoproteiny jako MYC a Ras, dale PI3K/Akt
signalizaci a také faktorem HIF [71].

V cytosolu buiky je glukosa zpracovana procesem glykolyzy (obr. 7, str. 24), na
kterém se podili velké mnozstvi enzymu, které jsou v procesu karcinogeneze regulovany

onkogeny (kap. 2.3.3.).
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Obr. 7: Schéma glykolyzy.
Prevzato z: http://courses.bio.indiana.edu/L104-Bonner/F11/imagesF11/L17/MPs.html

2.4.4. Galaktosa
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Obr. 8: Cyklicka (vlevo) a necyklicka (vpravo) struktura galaktosy.

Galaktosa (obr. 8) vstupuje do buiky integralnimi membranovymi transportéry
zejména skupiny GLUT, konkrétn¢ GLUT-1, GLUT-2 GLUT-3 a GLUT-10 [103], [106].

Po vstupu do bunky je molekula galaktosy fosforylovana galaktokinasou a poté je
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preménéna na glukosa-1-fosfat za ucasti UDP-Glukosy. Glukosa vstupuje do glykolyzy az
po izomerizaci na glukosa-6-fosfat (obr 9). Kvuli témto kroktim je galaktosa zpracovana
buiitkou mnohem mensi rychlosti ve srovnani s glukosou. Nadorova builka, ktera ma
k dispozici galaktosu (a ne glukosu), vyuziva jako majoritni energeticky zdroj glutamin
k rustu a preziti [86], [107]. Napt.: bunky HeLa rostouci v médiu s obsahem galaktosy
(=médium s dialyzovanym sérem, tim je zbaven glukosy, a dalSim energetickym
substratem je glutamin) produkuji az 98% ATP oxida¢nim metabolismem glutaminu,
pouhé 2% ATP pochazeji z glykolyzy [86]. Intermediaty glykolyzy, ktera probiha pomalu,

vyuziva bunka spise k biosyntéze nukleotidu (pentosa fosfatovy cyklus).
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OH OH UDP-Glukosa UDP-Galaktosa
oH ATP ADP  on A / -
OH =
galaktokinasa galaktosa-1-fosfat-
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izomerasa
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x
o)
4
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o H

OH

Glukosa-6-fosfat

Obr. 9: Metabolismus galaktosy.
2.4.5. Pyruvat

OH

CHj
o~

@)

Obr. 10: Strukturni vzorec pyruvatu.
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Pyruvat (obr. 10) hraje v metabolismu buiiky roli Gstfedni slou¢eniny, ktera vznika
jako posledni produkt glykolyzy a dale mize byt redukovana na laktat (¢asté u nadorovych
bunék) [86]. Dalsi moznosti je oxidativni dekarboxylace (enzymovy komplex PDH),
kterou je pfeménén na Acetyl-CoOA (a dale pokracuje do Krebsova cyklu, ktery u

nadorovych bunék slouzi i k produkci citratu, ze kterého jsou syntetizovany lipidy) [108].

2.5. Metabolismus nddorové buiiky za normoxickych podminek

Nadorova burika vyuziva glukosu (aerobni glykolyzou) vétSinou k produkci energie
i k biosyntetickym procestim [60]. K biosyntéze aminokyselin (AMK) je vyuzit pfedevsim
pyruvat a glutamat transaminacnimi reakcemi. K biosyntéze lipidi je vyuzit citrat,
intermediat Krebsova cyklu, ktery je exportovan z mitochondrie do cytosolu, kde probiha
syntéza lipidi. Pomoci ACL (ATP-citrat lyasa) je citrat preménén na oxalacetat (OAA) a
Acetyl-CoA, ktery je prekursorem syntézy lipida [108]. Dochazi tak neustalému uniku
citratu z Krebsova cyklu, ktery je v metabolismu bunky klicovy. Bylo zji§téno, ze pro
mnohé proliferujici buiiky glutamin slouzi jako anapleroticky substrat [110]. Citrat vznika
v Krebsové cyklu reakei Acetyl-CoA a OAA katalyzovanou citratsynthasou. Pti podani
znaceného glutaminu a glukosy do média bunék pochazejicich z glioblastomu, bylo
zjisténo, ze hlavnim zdrojem OAA je glutamin, zatimco Acetyl-CoA vznika glykolyzou
[110]. Takto probihajici utilizace glutaminu je mozna jen za neuplné inhibice PDH (tedy
ne za hypoxie). OAA vznikly rozstépenim citratu enzymem ACL, je konvertovan na malat
(MAL) pomoci malatdehydrogenasy (MDH) a ten je pfeménén malickym enzymem (ME)
na pyruvat. ME generuje reakci NADPH, ktery je hojn¢ vyuzivan pii syntéze lipidd. MDH
ke své reakci potfebuje NADH, ktery je v cytosolu pfitomen diky glykolyze. Piebytecny
pyruvat je u vétsiny nadorovych bunék redukovan na laktat [86].

Glukosa, jako dalsi zdroj energie, je glykolyzou pfeménéna na pyruvat, ktery byva
bud’ redukovan LDH na laktat, nebo oxida¢ni dekarboxylaci PDH pfeménén na pyruvat.
OvsSem zalezi na druhu tumoru, vysoce glykemické buiiky vétSinu pyruvatu konvertuji na
laktat, ktery vylou¢i do extracelularniho prostoru. Napt.: Hela bunky nebo buiky
osteosarkomu, péstovany se zdrojem energie glukosou, vylouci az 40 krat vice laktatu nez
zdravé bunky [111]. Intermediat glykolyzy glukosa-6-fosfat je vyuzit pro tvorbu
nukleotidl, pentosa fosfatovym cyklem, ktery je vyznamnym zdrojem NADPH. ATP pro

bunku zajist'uje v tomto modu OXPHOS. Celé schéma je vyobrazeno na obr. 11, str. 27.
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Obr. 11: Metabolismus nadorové buiiky za normoxickych podminek.

Prevzato z [112].

2.6. Metabolismus nddorové buiiky za extrémnich hypoxickych

podminek

Aby burika prezila v podminkach extrémni hypoxie nebo anoxie, musi ,,pfepnout*
energeticky metabolismus, ktery bude nezavisly na OXPHOS a respiraci, nejen z diivodu
nizkého pO,, ale 1 z divodu inhibice pyruvatdehydrogenasového komplexu (PDH). Tento
moéd vyuziva pouhé dva enzymy Krebsova cyklu, ktery probiha v opacném sméru od a-
ketoglutaratu reduktivni karboxylaci po citrat [113]. Exogenni glutamin je pfeménén
glutaminasou na glutamat a dadle GDH na a-ketoglutarat, ktery vstupuje do reversniho
Krebsova cyklu. Mitochondrialni IDH-2 (NADPH-dependentni isocitratdehydrogenasa)
pfeménuje a-ketoglutarat na isocitrat, a dale reversni akonitasa produkuje z isocitratu
citrat, ktery je nezbytny pii biosyntéze mastnych kyselin (FASN) a lipidi. NADPH
potiebny pro syntézu lipidi je ¢erpan z reakce zprostfedkované malickym enzymem (ME),
ktery pfeménuje malat (MAL) na pyruvat a dale také NADPH vznika pentosa fosfatovym
cyklem. Aminokyseliny (AMK) jsou syntetizovany z intermediati glykolyzy nebo
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z pyruvatu a glutamatu transaminaénimi reakcemi. Glykolyza zajistuje v tomto modu

hlavni zdroj ATP a ,,stavebnich kamenu‘ [112] (Obr. 12).
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Obr. 12: Schéma metabolismu za extrémnich hypoxickych podminek. Ve zlutém poli je
majoritni draha produkce ATP a nukleotida a aminokyselin.
Pievzato z [112].

Koexistence obou modu popsanych vyse (obr. 11, str. 27 a obr. 12) je mozna,
zejména tato kombinace byva vyuzivana bunkami ptezivajicich za mirné hypoxie. Obecné
vsak plati, ze buiiky s dostatecnym ptisunem kysliku vétSinou pouzivaji drahy popsané piti
normoxickych podminkach (obr. 11) a bunky vyskytujici se v extrémni hypoxii nebo
anoxii vyuzivaji 2. typ metabolismu (obr. 12) smérovany k minimalni spotfebé kysliku
[112].
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3. Cil prace
e Provéfit energeticky metabolismus buiiky v zévislosti na energetickém

zdroji v hypoxii a normoxii.
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4. Pouzity material

4.1. Pristroje

Box s laminarnim proudénim vzduchu Hera Safe (Thermo Scientific)
CO; inkubator (Innova CO-170 New Brunswick Scientific)

Plynovy kahan (Gasprofi)

Lazen s termostatem (Julabo)

Centrifuga (Hermle Z323K)

Mikroskop (Leica)

Automaticka pocitacka bun¢k (Invitrogen)

Hypoxicky box pro kultivaci i ,,pasazovani (Ruskinn Technology)
Oxygraf-2K (Oroboros Instruments s opera¢nim systémem DatLab)
Centrifuga (Hermle Z323K)

Elektroforeticka aparatura (Bio Rad)

Aparatura pro Western blot (Hoefer Scientific)

Zdroj napéti (Enduro)

Vortex (Biosan)

Laboratorni vaha (Metter Toledo)

Stolni spektrofotometr (Eppendorf)

Termoblok (Bioer MB-102)

Vilcovy rotator (Stuart)

Image Reader LAS-1000 (Fujifilm)

Fluorescenc¢ni/absorpéni ¢tecka desticek (BioTek) s opera¢nim systémem Gent 5

Centrifuga (Eppendorf 5417 R)

4.2. Experimentdlni model

Jako experimentalni model slouzila bunécnd linie HepG2 (lidsk4 bunécna linie karcinomu

jater). (zdroj: Fyziologicky ustav AV CR).
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4.3. Chemikdlie a nastroje

4.3.1. Tkanové kultury:

Plastové kultivaéni misky a lahve 25, 70, 150 cm? (Orange Scientific)
Pipetovaci nastavec (Hirschmann Laborgerate)

Sterilni jednorazové plastové pipety (Orange Scientific)

Automatické pipety s plastovymi $picky 2, 10, 20, 100, 200, 1000 ul (Orange scientific)
Trypanova modi (Invitrogen)

Pocitaci komirky (Invitrogen)

Mikrozkumavky (Orange Scientific)

Plastové zkumavky 15, 50 ml (Orange Scientific)

Trypsin (Zdroj Ustav molekularni genetiky AV CR =UMG)

PBS (UMG)

Pyruvat (pyruvat sodny) (UMG)

Glukosa (UMG)

HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina) (UMG)
Antibiotika-streptomycin + penicilin (Sigma Aldrich)

Glutamin (UMG)

Galaktosa (UMG)

Fetalni hovézi sérum (Gibco, Invitrogen)

Fetalni hovézi sérum dialyzované (Biochrom)

DMEM (zkr. z angl. ,,Dulbecco’s Modified Eagle’s medium*) (UMG)
Hydrogenuhli¢itan sodny NaHCO; (UMG)

4.3.2. Média

Pro péstovani bunétnych kultur byla pouZivana média, ktera obsahovala vzdy

DMEM, 10mM HEPES, NaHCOs, pyruvat (pyruvat sodny), glutamin, esencialni a

neesencialni aminokyseliny, fetalni hovézi sérum, antibiotikum (kombinace penicilinu a

streptomycinu), destilovanou vodu. Dale byly pfidavany dvé rizné hexosy (glukosa a

galaktosa). Do médii s ptfidanou galaktosou bylo uzito 10% fetdlni hoveézi sérum

dialyzované, zbavené glukosy. (Buiiky byly nejprve vSechny dodany v médiu obsahujici

5mM glukosu, a az pfi prvni ,,pasazi‘ byly vlozeny do média obsahujici 10mM galaktosu a
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dialyzované sérum. Buiky po tieti ,,pasazi“ byly zamrazeny a az poté se s nimi pracovalo.)
Dle tabulky 1 a obr. 13, str. 33 byly vyuzivany i média bez obsahu pyruvatu, anebo
pyruvatu a glutaminu zaroven. Celkové byly buiiky péstovany v deviti riznych médiich

v normoxii a téz v hypoxii.

uzivana zkratka pro

Hexosa v médiu Chybéjici slozka v médiu | médium

5mM glukosa

(,,glykemickd média“ a

,buiiky glykemické*) kompletni médium "5mM Glc K."
pyruvat "5mM Glc -pyr"
pyruvat a glutamin "5mM Glc -pyr -gin"

25mM glukosa
(,,hyperglykemicka média“

a ,,bunky hyperglykemické*) | kompletni médium "25mM Glc K."
pyruvat "25mM Glc -pyr"
pyruvat a glutamin "25mM Glc -pyr -gIn"

10mM galaktosa

(,,galaktosova média“ a

,.bunky galaktosové®) kompletni médium "Gal K."
pyruvat "Gal -pyr"
galaktosa "Galaktosové bez Gal"

Tabulka 1: Piehled médii, ktera byla uzivana pro kultivaci bunék HepG2. Druhy médii
jsou rozdéleny dle hexosy v médiu (5SmM Glc, 25mM Glc a 10mM Gal) a dle chybéjici
sloZky v médiu. Déle je uvedena u kazdého média zkratka, kterd je uZivana Vv celé

diplomové praci.
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Uzivand znaceni v grafech pro jednotlivd Kultiva¢ni média:

NORMOXIE=NMX HYPOXIE=HPX

SmM Glec K/NMX SmM Glc K/HPX

SmM Glc -pyr/NMX SmM Glc -pyr/HPX

SmM Glec -pyr -gIn/NMX SmM Gle -pyr-gln/HPX )

]
=

25mM Gle K/NMX - 25mM Gle K/HPX R
==

25mM Glc -pyr/INMX

25mM Gle -pyr/HPX

25mM Gle -pyr -gln/NMX } 25mM Glc -pyr -glw/HPX

Gal K/NMX - Gal K'HPX

Gal -pyr/NMX % Gal pyr/HPX

Galaktosove -Gal/NMX ) Galaktosove -Gal/HPX -

Obr. 13: Uzivana znaceni v grafech (ve vysledkové ¢asti prace) pro jednotliva média.
Modré barva vzdy znaci SmM Glc média, zelena barva 25mM Glc média a Cervena
barva média sobsahem galaktosy. PIn¢ barevné sloupce v grafech patii vzdy
kompletnim médiim v normoxii. Kompletni média v hypoxii zna¢i vypln grafu
teCkami. Vodorovné pruhy patii médiim bez pyruvatu v normoxii a kostkovana vypln
médiim bez pyruvatu v hypoxii. Média glykemické a hyperglykemicka bez pyruvatu a
glutaminu jsme nevyznacovaly (taktéz galaktosové bez galaktosy), protoze jsme
s t¢émito médii nepracovaly, buniky nebyly schopny proliferace v téchto médiich. (viz.

kapitola 6.1.)

43.2.1. SloZeni médii:

Glykemickda média (5SmM glukosa)

1.) Kompletni médium (ddle jen ,,5mM Glc K.*) : DMEM, 10% fetalni hovézi sérum,
10mM HEPES, NaHCO; 5mM glukosa, 1mM pyruvat, 3mM glutamin,
antibiotikum (penicilin + streptomycin).

2.) Médium bez pyruvitu (ddle jen ,5mM Glc -pyr“): DMEM, 10% fetalni hovézi
sérum, 10mM HEPES, NaHCO; 5mM glukosa, 3mM glutamin, antibiotikum
(penicilin + streptomycin).
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3.) Médium bez pyruvditu a glutaminu (ddle jen“5SmM Glc -pyr -gin“): DMEM, 10%
fetalni hovézi sérum, 10mM HEPES, NaHCO3; 5mM glukosa, antibiotikum

(penicilin + streptomycin).

Hyperglykemickda média (25mM glukosa)
1.) Kompletni médium (ddle jen ,,25mM Glc K.“): DMEM, 10% fetalni hovézi sérum,
10mM HEPES, NaHCOj; 25mM glukosa, 1mM pyruvat, 3mM glutamin,

antibiotikum (penicilin + streptomycin).

2.) Médium bez pyruvitu (ddle jen ,,25mM Glc -pyr): DMEM, 10% fetalni hovézi
sérum, 10mM HEPES, NaHCO3; 25mM glukosa, 3mM glutamin, antibiotikum
(penicilin + streptomycin).

3.) Médium bez pyruvdtu a glutaminu (ddle jen“25mM Glc - pyr - gin“): DMEM,
10% fetalni hovézi sérum, 10mM HEPES, NaHCO3; 25mM glukosa, antibiotikum

(penicilin + streptomycin).

Galaktosovda média (s 10mM galaktosou)
1.) Kompletni médium (ddle jen ,,Gal K“: DMEM, 10% fetalni hovézi sérum
dialyzovan¢, 10mM HEPES, NaHCO; 10mM galaktosa, 1mM pyruvat, 3mM

glutamin, antibiotikum (penicilin + streptomycin).

2.) Médium bez pyruvitu (ddle jen ,,10mM Gal - pyr): DMEM, 10% fetalni hovézi
sérum dialyzované, 10mM HEPES, NaHCO; 10mM galaktosa, 3mM glutamin,
antibiotikum (penicilin + streptomycin).

3.) Médium bez galaktosy (dile jen , ,Galaktosové - Gal“): DMEM, 10% fetalni
hovézi sérum dialyzované, 10mM HEPES, NaHCO3; 1mM pyruvat, 3mM glutamin,

antibiotikum (penicilin + streptomycin).

4.3.3. SDS PAGE a Western blot
Automatické pipety 2ul, 10ul, 100ul, 200ul, 1000ul, 5ml a 10ml (Eppendorf
Research)
Jednorazové plastové $picky (Orange Scientific)
Plastové stérky (Orange Scientific)
Plastové zkumavky (Orange Scientific)
Mikrozkumavky (Orange Scientific)
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Fenylmethansulfonylfluorid PMSF (Sigma Aldrich)

Hovézi sérovy albumin BSA (Sigma Aldrich)

BCA (Sigma Aldrich)

Siran méd’'naty CuSO4 (UMG)

Glycerol (Lach-Ner)

Dodecyl siran sodny SDS (Sigma-Aldrich)

Chlorid sodny NaCl (Sigma-Aldrich)

Kyselina ethylendiamintetraoctova EDTA (Sigma-Aldrich)

Triton TX-100 (Sigma-Aldrich)

Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethan) (Sigma-Aldrich)

Kyselina chlorovodikova HCI (Penta)

Bromfenolova modft (Sigma-Aldrich)

2-Merkaptoetanol (Sigma-Aldrich)

Akrylamid (Sigma-Aldrich)

Bis-akrylamid (Sigma-Aldrich)

persulfat amonny APS (Sigma-Aldrich)

N,N,N,N-tetramethylethylendiamin TEMED (Sigma-Aldrich)

Isopropanol (Penta)

Glycin (Sigma-Aldrich)

Polyvinyliden difluoridové (PVDF) membrany (Bio-Rad)

Metanol (Penta)

Tween-20 (polysorbat 20) (Sigma-Aldrich)

Nizkotu¢né mléko v prasku (Promil)

Standard molekulové hmotnosti proteinti (Amersham)

Primarni protilatky: Anti-phospho-PDHE1-A type | polyklonalni (Millipore)
Anti-PDH subunit E1 alfa monoklonalni (Invitrogen)
Anti-Tim23 monoklonalni (BD Biosciences)
Anti-HIF-a monoklonalni (BD Bioscience)
Anti-p actin monoklonalni (Abcam)

Sekundarni protilatky: Anti-rabbit IgG (Sigma-Aldrich)

Anti-mouse 1gG (Sigma-Aldrich)
Luminol (Amersham)
Coomasie blue (Serva)
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4.3.4.

4.3.5.

Kyselina octova (Penta)

Etanol (Penta)

Test produkce laktatu
Lactate Assay Kit K607-100 (bioVision)

Mikrozkumavky s mikrofiltry do 10kDa (Millipore)
96 jamkova desti¢ka (Orange Scientific)

Vysokorezolu¢ni respirometrie

Etanol (Penta)

Karbonylkyanid-p-trifluoro-methoxyfenylhydrazon FCCP (Sigma-Aldrich)
Oligomycin (Sigma-Aldrich)

Kyanid draselny KCN (Sigma-Aldrich)
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5. Metody

5.1. Péstovani bunécné kultury za normoxickych podminek

Bunky z lidské nadorové linie HepG2 byly kultivovany pii 37°C v5% CO, a
20,9% O, na kultiva¢nich miskach nebo lahvich v inkubatoru. Pro udrZeni vlastnosti bunék
byly kazdé 3-4 dny ,,pasazovani®, vétSinou dosahovaly 80-90% konfluence. ,,Pasazovani‘
buné¢k bylo provadéno nasledovné: v prvni fazi odsati zivného média z kultiva¢ni nddoby a
nasledné promyti bunék pomoci PBS. Dale ptisobenim trypsinu (cca 5 min v 37°C) byly
buiiky uvolnény ze dna nadoby, Ginky trypsinu byly zastaveny piidanim stejného objemu
Cerstvého média. Opakovanym nasdvanim suspenze pipetou byly vzniklé shluky bunck
rozdéleny. Nasledné byly buiiky v pozadované hustoté (pro zjisténi poctu bunék byla uzita
automaticka pocitacka bunék) premistény do nové kultivaéni nadoby v ¢erstvém médiu.

Pocitani bunék probihalo nasledovné: pomoci automatické pipety bylo odebrano do
mikrozkumavky 10ul trypanové modii a k tomu bylo piidano 10ul suspenze bunék
vmédiu s trypsinem (po suspendovani pipetou na jednotlivé bunky). Smés barviva
s bunikami byla peclivé promichana nasavanim do $picky pipety. Poté bylo z toho odebrano
10ul, které byly naneseny do pocitaci komirky. Pomoci automatické pocitacky bylo

spocteno, kolik buné¢k je obsazeno v 1 ml suspenze.

5.2. Péstovani kultury za hypoxickych podminek

V nasi laboratoti byly pro buiiky HepG2 stanoveny hypoxické podminky zahrnujici
5% O, a 5% CO,. Podminky byly stanoveny na zaklad¢ toho, ze tyto bunky ve tkani
normalné prezivaji za 5% O (toto je jejich normoxicka fyziologicka hladina: viz. kap.
2.1)) Ale jelikoz jsou tyto buiiky péstovany v bunécné kultute, za atmosférického tlaku a
20,9% Oy, tak se postupnou adaptaci pro n¢ stala hladina 20,9% O, normoxicka.

,Pasazovani* bunck za hypoxickych podminek probihd stejnym postupem jako za
podminek normoxickych, v hypoxickém boxu, ktery lze vyuzit jak pro ,,pasaZovani‘
bunék, tak pro kultivaci, protoZe je V ném udrzovana stalé teplota 37°C a koncentrace Os.
Pro experimenty jsou buiiky ponechany v hypoxii alespont po dobu 3 dnti, cozZ je doba, za
kterou se bunky HepG2 adaptuji na hypoxické podminky. V laboratofi jsme stanovili tuto

dobu na zéklad¢ ustdleni zmén mitochondridlni dynamiky.
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Slozeni PBS: NaCl 8 g; KC1 0,2 g; NaZHPO4 1,53 g; Destilovana HZO do 1000 ml; pH =

7,2
Trypsin: koncentrace 5mg/ml (rozpustén v EDTA).

5.3. Generacni doba bunék

Genera¢ni doba bun¢k (=doba potiebna k vytvoreni dal$i generace bungk) je
dilezitym ukazatelem rychlosti proliferace bunck a také schopnosti adaptace bunck na
prostfedi (zejména hypoxické). Urceni generacni doby se prakticky provadi ,,nasetim*
bun¢k do kultivacni nddoby o urcité hustoté (pocet bunck Npy V Case tg) a opétovnym

pocitanim bunék po urcité dobé kultivace pii 37°C (pocéet bunék Nt v Case t).

Vypocet generacni doby (g):

_(logy o N)—(logy o No) ng= pocet generaci v ¢ase t

i logso 2 N:=Pocet bunék v case t

_t No=Pocet bunék v case ty
¢ ng g= generacni doba (hod)

t=cas (hod)

5.4. Elektroforéza a Western blot

5.4.1. Priprava vzorki pro elektroforézu

Po tfidenni inkubaci Vv normoxickych/hypoxickych podminkach byly bunky
oddéleny ode dna ldhve pomoci stérky (bez odsati média) a rychle pfemistény pomoci
pipety do zkumavky s uzavérem. Po dobu ,,seSkrabavani® dalsich bun¢k byly zkumavky
chlazeny ledem, aby bylo znemoznéno puisobeni proteas a dalsim degrada¢nim procestim.
Zkumavky se suspenzemi byly stoceny po dobu 10 min (4°C, 300g) v centrifuze. Po odsati
média byly bunky promyty v PBS a znovu stoCeny pii stejnych podminkach. Po
dikladném odsati PBS byl pelet rozpustén v lyzaénim pufru (cca 400ul na stfedni lahev
s 80% konfluenci) a celd suspenze pienesena do mikrozkumavky. Po 30 minutich
probihajici lyzace bunék (na ledu) byly mikrozkumavky stoc¢eny po dobu 20 min (4°C,
5000 g) v centrifuze. Vznikly supernatant byl odebran a rozdélen na alikvoty, které byly
s 10% glycerolem uchovany piti -20°C.

38



Metodou BCA bylo zjisténo mnoZzstvi proteinu v jednotlivych supernatantech. Jako
standard pro vytvofeni kalibra¢ni pfimky byl pouzit hovézi sérovy albumin (BSA).
Do mikrozkumavek bylo pipetovano 0, 5, 10, 20, 30, 40 a 50 ul roztoku BSA (1mg/ml) a
doplnéno do 100ul vodou. Pro zjisténi koncentrace proteinu bylo vzdy odebrano 5 a 10 ul
z kazdého supernatantu lyzatu bunék a doplnéno na 100 pl vodou. Poté byla namichéna
smés BCA a 0,25M CuSO4 v poméru 50:1, pro spusténi kolorimetrické reakce. Do kazdé
mikrozkumavky (se standardy BSA i supernatanty) byl piidan 1 ml této smési a 30 minut
ponechano pii 37°C v inkubatoru. Smési se po tuto dobu zbarvily do fialovo-zeleného
odstinu, dle koncentrace proteinu ve vzorku. Smési byly spektrofotometricky proméfeny
pfi 562 nm. Z hodnot standardi BSA byla sestavena kalibracni kiivka (zavislost hmotnosti
(mg) na absorbanci), a zrovnice regrese byly ureny hmotnosti (a poté hmotnostni
koncentrace (mg/ml) proteinu ve vzorcich. Hodnoty koncentraci z téhoz vzorku (vzorek s 5
a 10 ul supernatantu) byly zprimérovany. Nakonec bylo vypocteno mnozstvi supernatantu,
které bylo nafedéno vodou a nasledné smichano s 2x koncentrovanym vzorkovym pufrem
(se 4% 2-merkaptoetanolem) do objemu 30ul, tak aby koncentrace celkového proteinu
¢inila 1mg/ml a vzorkovy pufr byl v konecné smési 1x koncentrovany. Celd smés byla

inkubovana 20min pti 90°C.

SloZeni pufri:

Lyzaé¢ni pufr: 50mM HEPES, 150mM NaCl, 1mM EDTA, 1% Triton TX-100, H,0,
uprava na pH 7,4 + ImM PMSF

Vzorkovy pufr (1x): 50mM Tris (6,8 pH), 15% glycerol, 0,002% bromfenolova modt, 3%
SDS

5.4.2. Elektroforéza (SDS-PAGE)

Nejdiive byl pfipraven separacni gel (tabulka 2, str. 40). Hustota gelu byla uréena
dle hmotnosti poZadovaného proteinu. Pro detekci Tim 23 byl pouzit 12% gel (23kDa), pro
ur¢eni PDH (komplex pyruvatdehydrogenasy), p-PDH (fosforylovand forma PDH)
(43kDa) a B-aktinu (42 kDa) byl pouzit 10% gel a HIF-1a (120kDa) byl pozorovan
nejlépe na 8% separaénim gelu. 7,5 ml separa¢niho gelu bylo nalito mezi skla a
pfevrstveno isopropanolem. Po 20 minutach tuhnuti gelu byl isopropanol vysuSen a pielit
vrstvou zaostfovaciho gelu (2,5 ml) (slozeni v tabulce 3, str. 41) s hiebinkem. Po 10

minutach byl hiebinek vyjmut zgelu a skla sobéma gely zasazeny do aparatury
39



s elektrodami v elektroforetické nadobé. Cela nadoba byla zalita elektroforetickym pufrem.
Do vzniklych ,,jamek® po hiebinku v zaostifovacim gelu bylo naneseno pipetou s uzkou
Spi¢kou 30 ul vzorku proteinu se vzorkovym pufrem (viz kapitola 5.4.1.) a také standard
proteinové hmotnosti. Dale byly pifipojeny elektrody ke zdroji proudu (15mA/gel), dale po
cca 30 minutach, kdy proteiny s nejnizs$i hmotnosti dosahly hranice separa¢niho gelu, byl
proud zvySen na 30mA/gel. Proteiny jsou unaSeny gelem smérem k anod¢ ruznou
rychlosti, dle hmotnosti (nejmensi putuji gelem nejrychleji, maji mensi odpor nez veliké
proteiny). SDS je detergent (obsazen ve vzorkovém pufru i gelu), ktery vSem proteintim

udéluje zaporny naboj a tak vSechny proteiny putuji smérem ke kladné elektrod¢: anodé.

SloZeni separaéniho gelu 10%: 10% Akrylamid/Bis-akrylamid, 400mM Tris-HCI (pH
8,8), 0,1% SDS, 0,1% APS, 0,04% TEMED, H,O.

Slozeni separa¢niho gelu 12% a 8% se lisi od 10% pouze v obsahu Akrylamid/Bis-
akrylamidu a vody. (piesné objemy jsou uvedeny v tabulce 2.)

SloZeni separacniho gelu (celkovy objem 10ml):

Slozka gelu: Objem Objem Objem
jednotlivych | jednotlivych jednotlivych
slozek  pro | slozek pro 10% | slozek pro 12%
8% gel: gel: gel

30% Akrylamid/Bis-akrylamid | 2,66 ml 3,33 ml 4 ml

1M Tris-HCI (8,8 pH) 3,75 ml 3,75 ml 3,75 ml

5% SDS 0,2 mi 0,2 ml 0,2 ml

10% APS 0,1 mi 0,1 ml 0,1 ml

TEMED 4 ul 4 ul 4 ul

H.O 3,29 ml 2,61 ml 1,94 ml

Tabulka 2: Slozeni 8%, 10% a 12% polyakrylamidového gelu (10 ml) pro SDS-PAGE.
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SloZeni zaostirovaciho gelu (celkovy objem 4 ml) :

Slozka gelu: Objem  jednotlivych  slozek  pro
zaostfovaci gel

30% Akrylamid/Bis-akrylamid 0,5ml

0,25M Tris-HCI (6,8 pH) 2,0 ml

5% SDS 80 ul

10% APS 60 ul

TEMED 10 pl

H,O 1,35 ml

Tabulka 3: Slozeni zaostfovaciho gelu pro SDS-PAGE (4 ml).

SloZeni roztokl pro elektroforézu:
30% Akrylamid/Bis-akrylamid: 29,2% akrylamid, 0,8% Bis-akrylamid, HO.
Elektroforeticky pufr: 25mM Tris-HCI, 192 mM glycin, 0,1 % SDS, H,0.

5.4.3. Western blot (Imunocytochemie)

Po dvou hodinach byla -elektroforéza ukoncena. Gely byly vyjmuty z
elektroforetické aparatury a nechany smacet 10 minut v pufru pro pienos proteint (TBB) v
Petriho misce. PVDF membrany byly nejdiive navlhéeny metanolem a poté také 10 minut
smaceny v TBB pufru. Membrana byla piilozena ke gelu tak, aby nevznikaly vzduchové
bubliny, a z obou stran byly jesté ptiloZzeny Whatman filtra¢ni papiry namocené v TBB
pufru. Nakonec byl cely ,,sandwitch* upevnén z obou stran umélohmotnymi mtizkami a
byl vlozen do aparatury pro Western blot, do které byl nalit TBB pufr. Aparatura byla
ptipojena do zdroje, pienos proteinil (které maji zdporny naboj diky SDS) probihal smérem
od katody k anodg, tedy z gelu (blize ke katod€¢) na membranu (bliZze k anod¢) pii 300mA
po dobu 1 hodiny. Poté byly membrany maceny v 5% nizkotu¢ném mléce (roztok
z praskového mléka v TTBS) 1 hodinu (na rotatoru). ,,Blokovani v mléce“ se provadi
z divodu obsazeni volného mista na membrané kaseinem z mléka, zabrani se tak
nespecifickému navazani Imunoglobulinti z primarni protilatky na povrch membrany. Dale
se mléko vymyje pomoci TTBS pufru (3x10 min) a nakonec se necha plsobit primarni
protilatka (pfes noc za stdlého rotovani). Dalsi den se membrany promyji opét TTBS

pufrem (3x10 min) a po dobu 1 hodiny se necha pisobit sekundarni protilatka (specifické
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protilatky proti mySim Imunoglobulinim G (1gG) (detekce PDH, B-aktinu, HIF-1a, Tim
23) a krali¢im IgG (detekce p-PDH) snavazanou kienovou peroxidasou. Nakonec se
membrana vlozi do folie a nakape se roztok luminolu a peroxidu vodiku (uchovani ve
tm¢). Luminol je kienovou peroxidasou (za pfitomnosti peroxidu vodiku) oxidovan az na
aminoftalat, pficemz dochézi k emisi foton (chemiluminiscence), ktera je detekovatelna
pti 425 nm. Detekce je provadéna pomoci FUJILAS-1000.

Kontrola mnozstvi nanasené¢ho vzorku do jamek probihd obarvenim membrany
pomoci roztoku Coomasie blue, ktery se vaze na proteiny, nebo detekci ,,housekeeping®
proteinu (=protein, jehoz koncentrace je neménna, v této praci vyuzivan p-aktin). Snimky
membran z FUJILAS-1000 byly vyhodnoceny v programu ImageJ: intenzita
chemiluminiscen¢nich signali na membran¢ byla ptevedena na absolutni ¢islo, aby byly
prouzky porovnatelné. Stejnym zpusobem byla vyhodnocena v Imagel intenzita signalu
detekujici B-aktin (nebo obarvena membrana pomoci Coomasie-blue) a poté procentualné

porovnana.

SloZeni pufri:

Pufr pro prenos proteini (TBB): 25mM Tris, 192mM glycin, 0,35mM SDS, 20% (v/v)
metanol, H,O.

Pufr na vyvolani botu (TTBS): 20mM Tris, 0,5M NacCl, 0,05% Tween-20, upravit na pH
7,5.

Roztok Coomasie Blue: 0,19% Coomasie blue, 45% etanol, 19% kyselina octova.

5.5. Stanoveni laktdtu

Mnozstvi laktatu, produkované bunkami, bylo stanoveno z média pomoci
laktatového Kitu K607-100 od firmy BioVision. Bylo odebrano 0,5 ml média do
mikrozkumavky a uchovano po dobu odbéru ostatnich vzorki média na ledu (tim dojde
k zpomaleni reakce rozkladu laktatu enzymem LDH). Dale byla odebrana média piesunuta
do mikrozkumavek s filtry (max. 10 kDa), aby byla odfiltrovana LDH, a pro urychleni
filtrace byly mikrozkumavky centrifugovany 15min (4°C, 14000 g). Sada pufru,
enzymového mixu, znacky (proby) a standardu byla rozmrazena (je uchovavan pti -20°C).
Dale byl dle navodu od BioVision pfipraven standard, smichanim 5ul koncentrovaného

standardu s 495ul pufru. Po ukonéeni filtrace byly vzorky médii 5x zfedény, a z toho 10ul
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odebrano do 96 jamkové desticky a kazdy vzorek byl doplnén 40ul pufrem. Zaroven byla
také pripravena tada standarda (0, 2, 4, 6, 8 a 10ul pfipraveného 100x fedéného roztoku
standardu + doplnit na 50 pl pufrem) do jamek desti¢ky. VSechny vzorky i standardy byly
nakonec doplnény 50ul Reak¢éniho Mixu (slozeni: 2ul enzymového mixu+2 pl znacky
(proby) + 46ul pufru). Laktat reaguje s enzymovym mixem a vytvaii tak produkt, ktery
S probou tvofi rizovou barvu. Mnozstvi laktatu ve vzorku je tak pfimo umérné intenzité
zbarveni, které je méfitelné spektrofotometricky pti 595 nm. Absorbance byla prométena
ve CteCee desticek, ktera byla propojena s PC a vizualizovana pomoci programu Gen 5.
Vytvotenim kalibraéni pfimky lze spocitat koncentraci laktatu (zavislost molarniho
mnozstvi na Absorbanci). Ziskdme tak po dosazeni Absorbance (hodnota y) do rovnice
regrese hodnotu x= molarni mnozstvi laktatu ve vzorku, které lze pievést na koncentraci
c=(n/V )*tedéni. Tu zohledniujeme poctem bunék v médiu (pro ptesné hodnoty je nezbytné
spocitat mnozstvi bunék v kultivacni nadob¢, ze které bylo médium odebrano), aby byly

hodnoty porovnatelné.

5.6. Vysokorezolucni respirometrie
Rychlost spotfeby kysliku mitochondriemi, a tim vyvozeni dilezitych parametra,
jako vyuziti mitochondrii za riznych kultiva¢nich podminek, byla proméfena na Oxygrafu-

2K (Oroboros Instruments).

5.6.1. Oxygraf-2K

Oxygraf-2K (obr. 14, str. 44) se sklada ze dvou komor, které jsou izolované, 1ze
tedy v nich udrzovat stalou teplotu (37°C). Dno komory je opatieno magnetem, Vyvijejicim
elektromagnetické pole, a michadlem, aby bylo umoznéno michani suspenze po dobu
meéfeni (nastaveni na 700rpm). Do komor se aplikuje 2 ml suspenze média s buitkami a
uzavie ze shora vikem, jehoz stfedem vede tenky prifez, ktery je urcen pro aplikaci
¢inidel, inhibitort atd. do suspenze tenkou sklenénou stiikackou (na 10ul) s jehlou. Kazda
komora je opatfena polarografickou kyslikovou elektrodou, kterd slouzi jako senzor Op.

Oxygraf-2K je propojen s PC a pouziva pro vizualizaci dat operacni program DatLab.
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Obr. 14: Oxygraf-2K (Oroboros Instruments)

Pfevzato z www.oroboros.at

Kyslikovy senzor se kalibruje na dvé hodnoty: 0% nasyceni média vzdu$nym
kyslikem a na hodnotu 100% nasyceni. Kalibrace hodnoty 100% nasyceni vzdu$nym
kyslikem se provadi pfed kazdym métenim (viko komory je oteviené), po dobu cca 20-30
minut, dokud neni hodnota koncentrace O, a teploty ustidlena. Hodnota 0% nasyceni
kyslikem nastane, pokud pii méfeni bunky spotiebuji vSechen kyslik. Po kalibraci tak
senzor ukazuje hodnotu koncentrace O, v médiu pti atmosférickém tlaku (101 325 Pa)
Vv jednotkach nmol O,/ml. Pro snadnéjsi zpracovani dat se zobrazuje i prvni derivace této
ktivky, ktera znazornuje rychlost spotieby O, za sekundu (vzdy na stejny pocet bungk)
(pmol/s).

Komory se desinfikuji mezi kazdym métenim 70% etanolem.

5.6.2. Piiprava vzorki

Buiikky HepG2 byly kultivovany po dobu 3 dnt v hypoxickych/normoxickych
podminkéach. Vzorky na méfeni respirace byly pfipraveny odsatim média (které¢ bylo
uchovano pii 37°C), poté oplachnutim bune¢k PBS a trypsinizaci. Buiiky byly pipetou
oddéleny a spocteny. Z divodu zachovani vlastnosti byly buniky pfesunuty zpét do
puvodniho média a upraven jejich pocet na Imilion bunc¢k/Iml média. Nejdiive se
kalibruje O, senzor na 100% nasyceni vzduSnym kyslikem pii 37°C a desinfikuji se

komory (a poté se promyji vodou). Déle jsou do komor pipetovany 2 ml suspenze média
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s buikami. Na zacatku méfeni se zatlaci viko do komory, tak aby byl zamezen pfistupu

vzduchu.

5.6.3. Respirace bunék

Po uzavieni komory oxygrafu, bunky spotiebovavaji kyslik celkovou bunécnou
respiraci, kterd se skladd z endogenni respirace (mitochondrialni spotfeba O, dychacim
fetézcem) a dalSich procest (nemitochondridlni zdroje- napt. NAD(P)H oxidasa). Celkové
se tento stav nazyva stav 3. U bunék HepG2 je nemitochondridlni spotieba O,
zanedbatelnd, proto hodnotu stavu 3 povazujeme za endogenni respiraci.

Je-li v mitochondriich dostatek substrati (zejména ADP, NADH, sukcinatu),
probiha i fosforylace ADP komplexem ATP synthasy (komplex V). Proto je endogenni
respirace nazyvana Casto fosforylujici respirace. Po 5-10 minutach dojde k ustaleni stavu.
Endogenni respirace je prvnim ukazatelem, jak moc jsou buiiky zavislé na energii
vznikajici v mitochondrii. Hodnota endogenni respirace zavisi na zasobé O, (normoxické x
hypoxické prosttedi), substratu (ADP) a metabolismu buiiky.

Dalsim stavem je nefosforylujici respirace (také stav 4), ktera nastava pii vycerpani
ADP. U bunék tento stav muze také byt navozen inhibici komplexu V. respira¢niho fetézce
oligomycinem. K uplné inhibici komplexu V. u bun¢k HepG2 ve vétsiné ptipadi postaci
koncentrace 0,2 ug/ml. Rychlost spotieby kysliku klesne, ov§em ne na nulovou hodnotu,
kvili spotfebé O, nemitochondrialnimi zdroji a unikim H* (anglicky ,leaky*) pies
membranu do matrix mitochondrie. Inhibici ATP synthasy dojde k hromadéni H”
V mezimembranovém prostoru a tim se zvysi membranovy potencial. Pietlak H* zptisobi
unikani H" zpét do matrixu a tim &asteéné obnoveni respira¢niho fetézce (spotieba O
komplexem IV). Dalsi pii¢inou spotieby O, ve stavu 4 je zvySena produkce ROS [114],
zpomaleny elektronovy pienos zpusobi delSi setrvani semichinonové radikdlové formy
ubichinonu v komplexu III a ty reaguji s O, Vv membrané [56].

Kolaps membranového potencidlu, pfi kterém H* prochazi skrz membranu zpét do
matrixového prostoru, a tim se zvy$i rychlost elektronového transportu a rychlost
respirace je tak maximalni, zptusobi ptidavek FCCP. FCCP patii mezi ,,odpifahovace*
(patii mezi né i 2,4-dinitrofenol, CCCP atd.), tyto latky odpoji (,,odpiahnou*) elektronovy
transport od fosforylace ADP, elektrony proudi skrz komplexy respiracniho fetézce az na
komplex IV, kde redukuji dvé molekuly O, na vodu, nezavisle na fosforylaci ADP.

Limitnim parametrem se stava kapacita respira¢niho fetézce a také mnozstvi endogenniho
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substratu. Mnozstvi FCCP pouzitého k postupné titraci, zavisi na typu bunck a
metabolismu, a také mnozstvi substratu (NADH, sukcinatu atd.) [114].

Piidavkem 1mM KCN byl irreverzibilné inhibovan komplex IV, ¢imz doslo
k celkové inhibici mitochondridlni  spotfeby O,. Timto krokem  zjistime
nemitochondridlni spottebu O,. U bunck HepG2 je tato spotieba zanedbatelnd, proto
hodnotu stavu 3 povaZzujeme za endogenni respiraci.

Schéma pribéhu méieni rychlosti spotieby O je nastinén na obr. 15.

FCCP KCN

i i rezervni kapacita
oligomycin

A

celkova
bunécna
respirace

Endogenni respirace

stav 3

W Nemitochondrialni spotieba 02

Obr. 15: Schéma prub&éhu méfeni rychlosti spotfeby O, (Cervena linka). V prvni casti
buniky spotfebovavaji kyslik jak mitochondridlnimi, tak nemitochondrialnimi zdroji. Tato
celkova spotfeba se nazyva stav 3. Dale inhibujeme komplex V. dychaciho fetézce
oligomycinem. Zjistime tak stav 4, ktery je charakterizovan poklesem spotieby O, kviili
neprobihajici fosforylaci ATP a zarovei je ukazatelem tnikit H® pfes membranu do
matrixu, Ktery je zapfi¢inén vysokym membranovym potencidlem. Pretlak H* se uvolni
pfi ptidani FCCP, ktery zptisobi pronikani H* skrz membranu zpét do matrixu a tim se
stane respirace maximalni. Nakonec pfiddnim KCN se irreverzibiln¢ inhibuje komplex

IV, €¢imz zjistime nemitochondridlni spottebu O,.

Absolutni hodnoty stavu 3, stavu 4 a maximalni respirace jsou kli¢ové k urceni
indexu respiracni kontroly (IRK= podil endogenni respirace a inhibované respirace

oligomycinem =stav 3/stav 4), rezervni kapacity a dalsiho poméru: FCCP/stav 4.
46



IRK je dulezitym parametrem vyjadiujicim mitochondrialni integritu. Cim je tento
pomér vyssi, tim v metabolismu buniky hraje mitochondridlni dychani vétsi roli. IRK
ovlivituji tiniky H" z mezimembranového prostoru do matrixu (¢im vétsi uniky H' tim je
integrita mitochondrii mensi) [58].

Pomér FCCP/stav 4 zavisi na mnozstvi substratu pro respiraci (NADH, sukcinatu),
na mnozstvi uniki H® a maximalni respiraci, tedy vypovidda 0 celkové kapacité
respiracniho fetézce.

Dals$im sledovanym parametrem je rezervni kapacita (=rozdil mezi maximalni
respiraci a endogenni respiraci. Endogenni respirace je spotieba kysliku pfi dostatecném
mnozstvi substratu, a nedochdzi k inhibici Zadného zkomplexii. Ale tato respirace
nedosahuje maximalnich hodnot, jako pii pouziti ,,odpiahovace” FCCP, kdy je pravé

limitni celkova kapacita fetézce a dostupnost substratu.)

Kazdé méfeni bylo provedeno minimalné tfikrat (kromé detekce stabilizované¢ho HIF-1a

Vv ¢asovém rozmezi, z divodu ¢asové narocnosti).
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6. Vysledky
6.1. Generacni doba bunék HepG2

Cilem této diplomové prace bylo porovnat vlastnosti energetického metabolismu
nadorovych bunék HepG2 péstovanych v médiich obsahujici rozdilné substraty pro riist a
proliferaci: glukosu a galaktosu, v kombinaci s glutaminem a pyruvatem. Zaroven jsme
pozorovali vliv hypoxického prostiedi na tyto vlastnosti. Energeticky metabolismus
ovlivituje proliferaci, proto jsme se nejprve zameéfili na stanoveni generacni doby za

danych podminek.

6.1.1. Role glutaminu

Bunky byly ,,nasety* do médii (viz. 4.3.2.) v pfesném poctu (napi. 1 milion buné€k
na malou (25 cm?) kultiva¢ni lahev) a byly spoéteny po uréené dob&. Zjistili jsme, Ze
bunky péstované v médiu bez pridavku glutaminu a pyruvatu v hypoxii i normoxii (5mM
Glc —pyr —gIn/NMX a 25mM Glc —pyr —gIn/NMX) nejsou schopny proliferace. Buriky,
nejen ze se nemnozily, ale postupné vymiraly. Tento fakt nasvédcuje tomu, Ze glutamin
hraje u glykemickych i hyperglykemickych bunék HepG2 dulezitou roli v proliferaci,

zejména v syntéze ,,stavebnich kament“ (jako AMK a lipidu).

6.1.2. Role hexosy

Burnky péstované v galaktosovych médiich bez piidavku galaktosy jsou zavislé jen
na glutaminu a pyruvatu, nemaji k dispozici Zadnou hexosu. Jak se dalo ptedpokladat,
glutamin a pyruvat nejsou schopny kompletné zajistit jak ATP, tak i ,,stavebni kameny*
pro rist. Plati to pro podminky hypoxické i normoxické: bunky v galaktosovém médiu bez
Gal neproliferovaly a vymiraly. Stejné vysledky se piedpokladaji i u glykemickych a
hyperglykemickych bun¢k pti absenci glukosy.

Galaktosa je zpracovana buiikou pomaleji v porovnani s metabolismem glukosy,
coz se odrazi i na generacni dob&. Buiky péstované v Gal K/NMX maji generac¢ni dobu
skoro dvakrat delsi (53,29 hod) nez hyperglykemické buiky (25mM Glc K/NMX) (28,5
hod). Glykemické bunky (5SmM Glc K/NMX) maji generaéni dobu 32,62 hod, coz
odpovida tomu, Ze ¢im vice je buiika HepG2 zavisla na glukose, tim rychleji proliferuje
(obr. 16, str. 49).
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Generaéni doba bunék HepG2 v
kompletnich médiich

150

Generacni doba (hod)

SmM SmM 25mM 25mM Gal

Gle Gle Gle Gle K/NMX K/HPX
K/NMX K/HPX K/NMX K/HPX

Obr. 16: Genera¢ni doba bunék HepG2 v kompeltnich médiich (K) péstovanych za
normoxie (NMX) a hypoxie (HPX).

6.1.3. Role pyruvatu

Pro ovéfeni role pyruvatu v proliferaci jsme buiky také kultivovali v médiich
V hypoxii i normoxii, kde nebyl pfitomen pyruvat (oznaceni média -pyr). Generacni doba
se Vv porovnani s kompletnimi médii Vv priméru mirné prodlouzila u vSech pouZivanych
médii, jak v normoxii, tak v hypoxii, ovsem vysledky nenabyvaji statistické vyznamnosti
(obr. 17, str. 50). Genera¢ni doba bunék HepG2 péstovanych v médiu 25mM Glc —
pyr/NMX je v praméru 30,7 hod, v 5mM Glc —pyr/NMX 33,4 hod a v Gal —pyr/NMX je
55,2 hod. V hypoxii doslo také k mirnému prodlouzeni generaéni doby bunék oproti
kompletnim médiim: buniky inkubované v 25mM Glc —pyr/HPX dosahly v priméru
generacni doby 54,4 hod, v 5mM Glc —pyr/HPX 86,0 hod a v Gal —pyr/HPX 176,0 hod.
Tyto vysledky naznacuji mirné prodlouZeni genera¢ni doby, pokud neni v médiu pfitomen

pyruvat. Pro nabyti statistické vyznamnosti by bylo zapotiebi pfesnéjSich hodnot méfeni.
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Generacni doba bunék v
kompletnich médiich a
médiich bez pyruvatu
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Obr. 17: Genera¢ni doba bunék HepG2 kultovovanych v kompletnich médiich (K) a
médiich bez pyruvatu (-pyr) za normoxie (NMX) (graf vlevo) a za hypoxie (HPX) (graf

vpravo).

Pro snazsi orientaci v grafech doporucuji nahlédnout na obr. 13, str. 33.

6.1.4. Role hypoxického prostiedi

Buiiky se v hypoxickém prostfedi déli daleko pomaleji (prodluzuje se generacni
doba) nez v normoxii (obr. 16, str. 49). Genera¢ni doba bun¢k HepG2 rostoucich v 25mM
Glc K/HPX je v priméru 50,89 hod, v 5mM Glc K/HPX 84,80 hod, a Gal K/HPX 168,8
hod. Burika je zavisla na metabolismu vyuzivajici limitni mnozstvi kysliku, coz zahrnuje
mimo jiné snizenou respiraci, snizenou rychlost metabolismu a jinych procesu. Zavisi také
na rychlosti adaptace bunék na hypoxii, ktera zahrnuje zejména aktivaci faktoru HIF-1.

Aktivace HIF-1 a jeji rychlost je kli¢ova k procesu adaptace a tim Gpravé metabolismu,

ktery podpofti proliferaci bunky.
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6.2. Rychlost stabilizace HIF-1 v burikach HepG?2

Pro detekei stabilizovaného HIF-1 proteinu byly vyuzity lyzaty bunék, které byly
inkubovany 0, 3, 5, 7 a 72 hod Vv hypoxickém prostiedi v kompletnich médiich. Metodou
SDS-elektroforézy a Western blotu s pouzitim protilatky proti podjednotce HIF-1a
(podjednotka, jejiz stabilita je =zavislA na mnozstvi O;) jsme zjistili mnozstvi
stabilizovan¢ho HIF-1 v ¢asovém rozmezi.

Ve vsech kompletnich médiich: 5mM Glc K/HPX (obr. 18 a.), 25mM Glc K/HPX
(obr. 18 b., str. 52), Gal K/HPX (obr. 18 c, str. 53) byla nalezena nejvyssi koncentrace
proteinu HIF-1a. po 5 hodinach od okamziku, kdy byly buiiky vlozeny do hypoxického
prostiedi.

U bunék péstovanych v galaktosovém médiu (obr. 18 c., str. 53) se stabilizuje HIF-
la pozvolnéji nez u bunck péstovanych v médiich glykemickych a hyperglykemickych.
Coz miize vysvétlit 1 nejdelsi adaptaci na hypoxické podminky (nejdelsi generac¢ni doba
bunék v hypoxii). Po 72 hodinach se mnozstvi stabilizovaného faktoru HIF-1 u
glykemickych bunék vratila na ptivodni hodnoty, ale galaktosové bunky si stale drzi mirné
vy$si koncentraci, coz opét koreluje s pomalou adaptaci na hypoxické podminky.

HIF-1a je také stabilizovan vysokou koncentraci glukosy [vysledky laboratofe Dr.
P. Jezka], [115], coz potvrzuje i nejsilnéj$i intenzita signalu na snimku membrany

hyperglykemickych bun¢k (obr. 18 b., str. 52).
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Exprese HIF-1a v ¢asovém rozmezi-
média SmM Glc komplet
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c.)
Gal komplet
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Obr. 18: Snimky Western blotu zobrazujici expresi HIF-1o (120kDa) a kontrola nanaseni
vzorku obarvenim proteinti na membrané Coomassie blue. Vyhodnoceni intenzity signalu
chemiluminiscence na mambrané bylo provedeno Vv programu Imagel, (také bylo
vyhodnoceno v ImageJ mnozstvi proteinu obarveného Coomassie blue a nakonec intenzita
signdlu zZ membrany byla vztaZena na mnoZstvi proteinu), a nasledné¢ procentudlné
porovnano v grafech. HIF-lo byl detekovan v bunikach péstovanych VvV kompletnich
médiich: SmM Glc K/HPX (a), 25mM Glc K/HPX (b) a Gal K/HPX (c) a inkubovany
v hypoxickém prostiedi po dobu 0, 3,5, 7 a 72 hod.

6.3. Detekce  fosforylované a  nefosforylované  formy

pyruvdatdehydrogenasového komplexu

Dalsim postupem, ktery je nezbytny pro popis energetického metabolismu bun¢k

HepG2 za hypoxie, je zjisténi miry fosforylace pyruvatdehydrogenasového komplexu

53



(PDH). Nebot' vlivem faktoru HIF-1 dochazi k fosforylaci PDH a tim jeho inaktivaci,
pyruvat nemuze vstupovat do Krebsova cyklu a neslouzi dale jako zdroj substrati pro
respiracni fetézec atd. Overili jsme také, zda nedochédzi ke zméné exprese samotného PDH
za hypoxickych podminek.

Metodami SDS-elektroforézou a Western blotem, jsme za pouziti protilatky proti
fosforylované formé¢ PDH (=p-PDH) porovnavali mnozstvi p-PDH v bunkach HepG2,
které byly inkubovany v prostiedi hypoxie i normoxie. Stejnym zpusobem jsme detekovali
mnozstvi PDH protilatkou proti podjednotce E1 pyruvatdehydrogenasového komplexu.
Chemiluminiscencni signal byl detekovan na pfistroji LAS-1000 a intenzita signalu (ktera
je ptimo umérna k mnozstvi sledovaného proteinu) byla v programu ImageJ vyhodnocena

a nasledné¢ pievedena na procenta.

6.3.1. PDH ve v§ech médiich

Bylo zjisténo, ze koncentrace PDH je neménna ve vsech piipadech, hodnoty jsou
stejné pro hypoxii i normoxii pro dané médium, ve kterém byly buiniky péstovany. Tedy
intenzitu chemiluminiscenéniho signalu PDH muZeme povazovat za kontrolu stejného

nanaseni vzorku (obr. 19 a., str. 55).

6.3.2. Fosforylovana forma PDH (p-PDH) v kompletnich médiich

Snimek chemiluminiscencnich signalt detekujici mnoZstvi p-PDH v kompletnich
médiich poukazuje na zvyseni miry fosforylace PDH za hypoxie oproti normoxii (obr. 19
a, str. 55). Exprese PDH je ve vSech médiich stejna.

Dle grafu na obr. 19 b, str. 55 je primérna fosforylace PDH u glykemickych a
hyperglykemickych bun¢k zvySena v hypoxii. U bunék péstovanych v Gal K/HPX neni
V priméru mira fosforylace piili§ vyrazna (ovSem s velkymi odchylkami). Z toho mize
vyplyvat, ze bunky péstované v médiu s galaktosou nedosahuji tak vyrazného odklonu

pyruvatu od Krebsova cyklu.
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Obr. 19: Snimky Western blotu detekujici intenzitu signalu p-PDH a PDH (obr. a). Burnky
HepG2 byly inkubovany v rtiznych druzich kompletnich médii v pofadi: 5mM Glc
K v normoxii (NMX), hypoxii (HPX), 25mM Glc K/NMX, 25mM Glc K/HPX, Gal
K/NMX a Gal K/HPX. Intenzita signalu detekujici p-PDH byla pievedena v programu
ImageJ na procenta (%) a porovnana v grafu (obr. b.).

6.3.3. Fosforylovana forma PDH v médiich bez pyruvatu

Detekovali jsme mnozstvi fosforylované formy PDH (p-PDH) i v bunkach
péstovanych v médiich bez pyruvatu. Tak jako u bunék Vv kompletnich médiich, bylo
nalezeno zvysené mnozstvi p-PDH u bun€k péstovanych v médiich bez pyruvatu v hypoxii
oproti normoxii.

Ptfi srovnani mnozstvi p-PDH u bunck HepG2 kultivovanych Vv kompletnich

médiich/NMX a vmédiich bez pyruvatu/NMX, nedochdzi u glykemickych (i
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hyperglykemickych) bunék k vyraznym zménam mezi témito médii (obr. 20 a, b). U
galaktosovych bunék bylo nalezeno o 20% vice p-PDH v kompletnim médiu/NMX nez
v médiu bez pyruvatu/NMX. Tento rozdil spiSe pfipisujeme vyrazné smérodatné odchylce
této semikvantitativni metody, protoZze s velkou pravdépodobnosti ImM pyruvat

nezpusobuje tak markantni rozdil (obr. 20 c., str. 57).
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Detekce mnozstvi p-PDH:
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Obr. 20: Snimky Western blotu detekujici mnozstvi p-PDH a PDH. Dale byl signal
chemiluminiscence vyhodnoceny V programu ImageJ, nasledné procentualné porovnano
v grafech. Pofadi chemiluminiscen¢nich signalii: kompletni médium za NMX, kompletni
médium za HPX, médium bez pyruvatu za NMX, médium bez pyruvatu za HPX. Obr. a:
detekce p-PDH bun¢k inkubovanych v médiich s 5mM Glc, obr. b: v médiich s 25mM Glc,
obr. c: v galaktosovych médiich.

Pro snazsi orientaci v grafech doporucuji nahlédnout na obr. 13, str. 33.

6.4. Produkce laktatu

6.4.1. Produkce laktatu v kompletnich médiich

Provéiovali jsme déle produkci laktatu, ktery buitka vyrdbi jako odpadni produkt
Z pyruvatu, a ten odvadi do extracelularniho prostoru (proto se da koncentrace laktatu urcit
pfimo z média). V piedchozim experimentu bylo dokazano, ze buiiky v hypoxii maji ve
zvySené mife fosforylovanou PDH, tim pyruvat nevstupuje do Krebsova cyklu a je
metabolizovan na laktat. Jak bylo ocekévano, dle vysledkid vsechny builkky HepG2
v hypoxii produkuji vice laktatu nez v normoxii. Nejvétsi koncentrace laktatu byla
nalezena v 5mM Glc K/HPX (stanoveno jako 100%), v normoxii 5mM Glc K v priméru
ctyfikrat méné (24,6%). V 25mM Glc K/HPX bylo zméteno pramérné 64,5 % laktatu, a
25mM GIc/NMX 25,47% (obr. 21, str. 58).
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Dale bylo zjisténo, ze galaktosové buiniky produkuji nejméné laktatu: v Gal K/INMX
pouze v pruméru 7,5% laktatu, a Gal K/HPX 43,6%. To by mohlo znamenat, Ze pyruvat
v galaktosovych bunkéch je vice vyuzit pro metabolity Krebsova cyklu (a dale pro
respiraci), jak vyplyva i ze snizené fosforylace PDH (viz. kap. 6.3.2.).

Produkce laktatu buiikami HepG2 v kompletnich médiich

100

Produkce laktatu (%)

S5mM Gle5mM Glc 25mM 25mM GalKk GalK
K/NMX K/HPX Glc Gle /NMX  /HPX
K/NMX K/HPX

Obr. 21: Produkce laktatu v kompletnich médiich (K) za normoxie (NMX) a hypoxie
(HPX).

6.4.2. Produkce laktatu v médiich bez pyruvatu za normoxie (NMX)

Produkce laktatu v médiich bez pyruvatu za normoxie (-pyr/NMX) byla u vSech
médii vV priméru mirné€ zvysena V porovnani s kompletnimi médii za normoxie (K/NMX).
Toto zjisténi je piekvapivé, nebot’ by se spise dalo predpokladat, ze ptidany pyruvat bude
metabolizovan u glykemickych bunék predevSim na laktat a jeho Ubytek spiSe snizi
laktatovou produkci. Za normoxickych podminek maji bunky dostatek endogenniho
substratu, ktery tvofi zpracovanim glukosy a dal§i pfidavek pyruvatu jiz piilis
nemetabolizuji. Tedy mirn€ zvysené hodnoty u bun€k bez pyruvatu spisSe pfipisujeme

smérodatné odchylce (obr. 22, str. 59).
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Produkce laktatu buikami HepG2 v
kompletnich médiich a médiich bez pyruvatu
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Obr. 22: Produkce laktatu bunkami HepG2 v kompletnich médiich (K) a médiich bez
pyruvatu (-pyr) v normoxii (NMX).

6.4.3. Produkce laktatu v médiich bez pyruvatu za hypoxie
Produkce laktatu v médiich bez ptidaného pyruvatu byla za hypoxickych podminek

(-pyr/HPX) ptevazné nizs$i nez v kompletnich médiich (K/HPX) (obr. 23). Coz je
pravdépodobné dano tim, Ze bunky v hypoxii maji pomalejs$i metabolismus, a tim je pro né
I pfidany pyruvat (oproti normoxickym podminkam) vyuzitelnym substratem pro tvorbu
laktatu.
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Obr. 23: Produkce laktatu buitkami péstovanych v kompletnich (K) médiich a médiich bez

pyruvatu (-pyr) v hypoxii (HPX).
Pro snazsi orientaci v grafech doporucuji nahlédnout na obr. 13, str. 33.

6.5. Endogenni respirace

Metodou respirometrie bylo zjiSténo, které substraty V zévislosti na pouZzitych
médiich podporuji respiraci, nebo naopak mitochondridlni funkci potlacuji. V testu
produkce laktatu buiiky péstované v galaktosovych médiich produkovaly nejméné laktatu,
coz naznacuje i vyssi obrat Krebsova cyklu. Pomoci oxygrafu-2K byly stanoveny hodnoty
rychlosti spotieby kysliku bunikami HepG2, ze kterych lze vyvodit, jak buiky vyuzivaji
respiracni fetézec a tim déale i mitochondridlni bioenergetiku s kone¢nou produkci ATP.
Endogenni respirace (stav 3) je respirace buniky bez ptidaného inhibitoru/aktivatoru, buniky
jsou zavislé na endogennich substritech. Tedy porovnanim stavli 3 (méfenim spotieby
kysliku) miizeme zjistit, jak buniky samovoln€ respiruji.

6.5.1. Endogenni respirace-kompletni média

Spotieba kysliku bunék péstovanych v Gal komplet (Gal K) byla v priméru
nejvyssi, jak v normoxii (111,45 pmol/s), tak i v hypoxii (103,25 pmol/s). Glykemické i
hyperglykemické bunky respirovaly méné: spotieba kysliku bunék v SmM Glc K/NMX
¢inila 75,6 pmol/s a v 5mM Glc K/HPX 55,41 pmol/s. Hyperglykemické bunky (25mM
Glc K) spotiebovaly 87,03 pmol O,/s v NMX a 56,74 pmol O,/s v HPX (obr. 24).

Endogenni respirace bunék v kompletnich
médiich
160

120 111.45

103.25

Rychlost spotfeby O, (pmol/s)

5mM Gle 5mM Gle 25mM Gle 25mM Gle Gal Gal K/HPX
K/NMX K/HPX K/NMX K/HPX K/NMX

Obr. 24: Endogenni respirace (stav3) bunck HepG2 v kompletnich médiich (K) za

normoxie (NMX) a hypoxie (HPX).
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6.5.2. Endogenni respirace- média bez pyruvatu

Endogenni respirace bun¢k kultivovanych v médiich bez pyruvatu (-pyr) byla v
praméru mirné¢ niz$i v porovnani s kompletnimi médii. Toto snizeni by se dalo
predpokladat, protoze pyruvat je substratem pro Krebstv cyklus, ktery je zdrojem substrati

pro respiraéni fetézec (obr. 25).

Endogenni respirace bunék-média Endogenni respirace bunék-média
kompletni a bez pyruvatu v kompletni a bez pyruviatu v
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Obr. 25: Endogenni respirace bun¢k v kompletnich médiich (K) a v médiich bez pyruvatu
(-pyr). Vlevo v normoxickych podminkach (NMX) a vpravo v hypoxickych podminkach
(HPX).

Pro snazsi orientaci v grafech doporucuji nahlédnout na obr. 13, str. 33.

6.6. Semikvantifikace mitochondrii

Vzhledem Kk tomu, ze galaktosové bunky maji vyssi endogenni respiraci nez bunky
glykemické a hyperglykemické, je dulezitym krokem kvantifikovat mitochondrie, nebot’
zvySena respirace mize byt odrazem zvySeného mnozstvi mitochondrii v bunice. Vyuzili
jsme semikvantitativni metodu SDS elektroforézu a Western blot s imunodetekci proteinu
Tim 23 (translokator proteini vyskytujici se pouze na vnitini membrané mitochondrii,
proto ho lze vyuzit pro kvantifikaci mitochondrii). Jako kontrola spravného nanaseni
proteinu na elektroforézu byla uzita protilatka proti f-aktinu (ten je exprimovan v buiikach

HepG2 za vSech podminek stejn¢).
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6.6.1. Semikvantifikace mitochondrii v kompletnich médiich
V porovnani s glykemickymi a hyperglykemickymi buiikkami maji v priméru

zvySené mnozstvi Tim 23 buniky péstované v galaktosovych médiich (obr. 26).

a.)

SmM Gle
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NMX/HPX |[NMX EPX‘)'_\IX EPX‘ NMX HPX

Meédium:

25mMGle | Gal komplet
komplet

e — D S— <: Tim 23 23 kDa
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b.)

Detekce Tim 23- kompletni média

Intenzita signalu (%)

SmM  5mM 25mM  25mM Gal Gal

Glc Glc Glc Glc K/NMX K/HPX
K/NMX K/HPX K/NMX K/HPX

Obr. 26: Snimky Western blotu detekujici mnozstvi Tim 23 (a kontrola spravného nanaseni
vzorkli na elektroforézu B-actinem). Déle byl signal chemiluminiscence vyhodnoceny

Vv programu ImageJ, nasledné procentualné porovnano v grafu.

6.6.2. Kvantifikace mitochondrii v médiich bez pyruvatu

Mnozstvi Tim 23 bylo provéteno i v médiich bez pyruvatu. Pfi porovnani mnoZzstvi
Tim 23 detekovanych u bun¢k v kompletnich médiich oproti médiim bez pyruvatu,
vysledky se téméf nelisi. Jelikoz se jednd o semikvantitativni metodu, jsou zde i velké

smérodatné odchylky (obr. 27, str. 63). Na obr. 27 nejsou vyobrazeny snimky pienosu
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proteinti na membrany, tak jako v piedchozich experimentech vyuzivajici tuto metodu,
kviili nedostatku reprezentativniho materialu. Jsou zde vyobrazeny jen primérné hodnoty
intenzit chemiluminiscen¢niho signdlu, jiz pfepocitané na mnoZstvi nandSeného proteinu.
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Obr. 27: Grafy primérnych hodnot chemiluminiscenénich signald z Western blotu
detkujici Tim 23 (jako kontrola spravného nanédseni vzorkd na elektoforézu byl uzit -
aktin). Signal chemiluminiscence vyhodnoceny v programu ImageJ, nasledné procentualné
porovnano v grafech. (a) SmM Glc média, (b) 25mM Glc média a (¢) Gal média.
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Pro snadnou orientaci v grafech doporucuji shlédnout obr. 13 na str. 33.

6.6.3. Endogenni respirace bunék HepG2 vztaZzena na mnozstvi mitochondrii

Semikvantifikaci mitochondrii jsme zjistili, Ze builky péstované v médiu
s galaktosou maji vice mitochondrii. Proto je nezbytné pro dal$i experimenty vztahnout
naméfenou hodnotu endogenni respirace (kap. 6.5) na pocet mitochondrii, abychom zjistili
aktivitu samotné mitochondrie. Jelikoz byla endogenni respirace proméfovana vzdy u
stejného poctu bunék, 1ze tedy tento vztah provést.

Z vysledku vyplyva, ze buiky péstované za hypoxie v Gal K maji mirné zvysenou
aktivitu mitochondrii, oproti glykemickym a hyperglykemickym bunkdm v hypoxii. Za
normoxie bychom piedpokladaly stejny trend, ovSem dle vysledki maji mitochondrie
nejvyss$i aktivitu u SmM Glc K/NMX, coz pfipisujeme nepfesnosti metod (SDS
elektroforézy a Western blotu) (obr. 28).

Takovy prevod jsme jiz neprovadéli u bunék péstovanych v médiich bez pyruvatu,
protoze hodnoty endogenni respirace se od kompletnich médii ptili$ neli$ily, a totéz plati u

detekce Tim 23. Proto pfedpokladame podobny trend jako na obr. 28.

Endogenni respirace (vztazena na mnozstvi
mitochondrii)

]
=)
=)

150

100

Spotieba kysliku (pmol/s)
th
(=]

5 mM Glc5 mM Glc 25mM 25mM Gal Gal
EK/NMX K/HPX Glc Glc K/NMX K/HPX

obr. 28: Endogenni respirace bunék HepG2 v kompletnich médii za normoxie (NMX) a
hypoxie (HPX) vztazena na pocet mitochondrii. Kvantifikace mitochondrii byla provedena
metodami SDS elektroforézou a Western blotem s imunodetekci mitochondrialniho

translokatoru Tim 23.
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6.7. Index respiracni kontroly

Z ktivek zavislosti rychlosti spotifeby O, na ¢ase (obr. 29), ziskame hodnoty pro
dané stavy: stav 3 (endogenni respirace) a stav 4 (inhibice respirace oligomycinem). Z
poméru stavu 3 a stavu 4 ziskdme dilezity parametr pro mitochondrialni integritu Index
respiracni kontroly (IRK).
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Obr. 29 : Graf zavislosti koncentrace O, (modra kiivka), jeji prvni derivace-rychlost
spotieby O, (Eervena kfivka) na &ase, ktery je vytvofen programem DatLab. Cerné $ipky
znazoriuji ptidavek uréitého aktivatoru/inhibitoru respirace. Pro ziskani hodnot pro dany
stav byla oznacena Cast kiivky rychlosti spotieby kysliku (zelenymi svislymi ¢arami)

v okamziku ustaleni v daném stavu a hodnoty byly zprimérovany.

6.7.1. IRK-kompletni média

Z hodnot stavu 3 a stavu 4 byly vypoéteny IRK pro buiky inkubované
v kompletnich médiich. (Hodnoty stavii neni nutné prevadét dle mnozstvi mitochondrii,
(256mM Glc K): pramérna hodnota 3,26 za normoxie a hodnota 3,25 za hypoxie. Buiky
rostlé v 5mM Glc K médiich vykazovaly mirné zvysené hodnoty IRK: 3,97 za normoxie a
5,04 za hypoxie, tedy ziejmé SmM Glc maji vice aktivni mitochondrie a respirac¢ni fetézec,
s men$im mnozstvim tnikt H*. Buiiky vyuZivajici galaktosu maji jak hodnoty endogenni
respirace, tak i IRK nejvyssi: primérna hodnota 5,72 v normoxii a 6,46 v hypoxii (obr 30,
str. 66). Nejvyssi hodnoty IRK napovidaji, ze galaktosové buinky vyuZzivaji respira¢ni

fetézec pro vyrobu ATP mnohem vice nez buiiky glykemické. Pozoruhodny vysledek je
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zvySeni IRK u galaktosovych a glykemickych bun€k za hypoxie, coZ naznacuje zvySenou

efektivitu mitochondrialni respirace za hypoxie.

Index respira¢ni kontroly-kompletni média

stav 3/stav 4

Gal K/NMX Gal K/HPX

SmM Gle  5mM Gle 25mM Gle  25mM Glc
K/NMX K/HPX K/NMX K/HPX

Obr 30: Indexy respirac¢ni kontroly (IRK= stav 3/stav4) bunék v kompletnich médiich za
normoxie (NMX) a hypoxie (HPX).

6.7.2. IRK-média bez pyruvatu

IRK vypoctené u bunék péstovanych v médiich bez pyruvatu jak v normoxii, tak
v hypoxii, se piili$ neliSilo od kompletnich médii za danych podminek. Za normoxickych
podminek jsme ptedpokladali, ze by pyruvat nemél mit velky vliv na respiraci, za
hypoxickych podminek by mohlo dochézet k mirnému sniZeni hodnot IRK. Dle vysledkt
ale nedochazi k vyraznym zménam ani za hypoxie (jen IRK u 5mM Glc —pyr/HPX je
oproti Glc K/HPX mirné snizen), smérodatné odchylky nenabyvaji statistické vyznamnosti
(obr. 31, str. 67).
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Obr. 31: Grafy IRK buné¢k péstovanych v 5mM Glc médiich (a), 25mM Glc médiich (b) a
Gal médiich (c).

Pro snazsi orientaci v grafech doporucuji shléduti obr. 13 na str. 33.

6.8. Pomér FCCP/stav 4

Ziskali jsme hodnoty maximalniho ,,odptazeni* postupnou titraci FCCP a hodnoty

stavu 4 (pridavkem oligomycinu), a tim byl uréen pomér FCCP/stav 4.

6.8.1. FCCP/stav 4-kompletni média

Tento pomér uréuje, jaka je maximalni kapacita respirace s ohledem na tiniky H*
z mezimembranového prostoru do matrixu (kap. 5.6.3.). Jak jiz bylo ofekavano vzhledem
k pfedchozim méfteni, buniky kultivované v Gal K/INMX i HPX maji hodnoty poméru
FCCP/stav 4 zvySené (oproti glykemickym a hyperglykemickym bufiam): pramérna
hodnota 10,44 pro normoxii a hodnota 14,99 pro hypoxii. U glykemickych bunék (SmM
Glc K/INMX a HPX) byla spoc¢tena primérna hodnota 9,20 pro NMX, a hodnota 11,26 pro
HPX. U hyperglykemickych bunék (25mM Glc K) jsou hodnoty pro normoxii (9,52) a
hypoxii (9,56) niz$i, coz vypovida mensi efektivité respiracniho fetézce (obr. 32). Opét
muzeme pozorovat zvySeni maximalni kapacity fetézce u galaktosovych a glykemickych

bunék v hypoxii (tak jako u hodnot IRK).

FCCP/stav 4-kompletni média

—
=]
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5mM Gle  5mM Gle 25mM Gle 25mM Gle Gal Gal K/HPX
K/NMX  K/HPX K/NMX  K/HPX K/NMX

Obr. 32: Pomér FCCP/stav 4 bunék HepG2 v kompletnich médiich (K) za normoxie
(NMX) a hypoxie (HPX).
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6.8.2. FCCP/stav 4-média bez pyruvatu

Za normoxickych podminek nedochdzi k vyrazné zméné pii porovnani médii bez
pyruvatu a kompletnich médii u vSech druhi médii. Za hypoxickych podminek dochézi
k poklesu kapacity fetézce u bunék péstovanych v médiich bez pyruvatu (mimo 25mM Glc

médii, kde je chyba ziejmé zpuisobena odchylkou hodnot) (obr. 33).
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FCCP/stav 4-Gal média
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Obr. 33: Pomér FCCP/stav 4 u bun¢k v 5SmM Glc médiich (a.), 25mM Glc médiich (b) a
Gal médiich (c.) za normoxie (NMX) a hypoxie (HPX).

Pro snazsi orientaci v grafech doporucuji shlédnout obr. 13 na str. 33.

6.9. Rezervni kapacita respiracniho ietézce

Rezervni kapacita je dilezitym parametrem respirometrie, ktery udava rozdil mezi
maximalni respiraci dosazenou pifidavkem FCCP (limitni se stava kapacita fetézce a
dostupnost substratil) a endogenni respiraci, kdy bunika vyuziva respiracni fetézec dle
podminek a také dostupnosti substratu (obr. 15, str. 46).

Porovname-li mezi sebou builkky péstované¢ v kompletnim médiu a médiu bez
pyruvatu, mizeme zpozorovat, ze rezervni kapacita je u vSech kompletnich médii
v hypoxii i normoxii vyssi oproti médiu bez pyruvatu (obr. 34, str. 71). Jen u bunék
péstovanych v 5mM Glc K/INMX je rezervni kapacita niz§i, coz ptisuzujeme odchylce
hodnot. Tento trend znamena, Ze pyruvat piitomny v kompletnim médiu pravdépodobné
zvysuje rezervni kapacitu respiraéniho fetézce bunék HepG2, zejména za hypoxie (ale i
normoxie), nebot ho bunka muze pouzit jako substrat pro maximalni ,,odpfazeni®
(kap.6.8.2.) (tedy maximalni respiraci).

U Gal K/HPX muizeme pozorovat zvySeni rezervni kapacity oproti Gal K/NMX,

coz u glykemickych a hyperglykemickych bunék neni ziejmé.

70
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Obr. 34: Rezervni kapacita bunék HepG2 kultivovanych v 5mM Glc médiich (a.), 25mM
Glc médiich (b.) a Gal médiich (c.) za normoxie (NMX) a hypoxie (HPX).

Pro snazsi orientaci v grafech doporucuji nahled na obr. 13, str. 33
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7. Diskuse

Cilem této diplomové prace je provérit energeticky metabolismus bun¢k HepG2
Vv zavislosti na rtiznych energetickych substratech a podminkach razné koncentrace O;.
Jako dva zakladni substraty jsme uzivali glukosu a galaktosu, které ovliviiuji energeticky
metabolismus. Déle jsme pozorovali zmény v metabolismu vlivem hypoxickych podminek
(5% O, a 5% COy).

Vzhledem Kk masivni invazi nadoru dochazi c¢asto ve tkanich K porucham
angiogeneze a tim k poklesu piisunu zivin a kysliku [6]. Nékteré mikroregiony nadoru se
tak ocitaji v hypoxii (n€kdy az v anoxii). Proto je vyzkum vlivu hypoxického prostredi na
nadorovou buniku dulezity. Pro pieziti a adaptaci buiiky na hypoxické prostiedi je kli¢ova
aktivace faktoru HIF-1, ktery ovliviiuje mimo jiné energeticky metabolismus buriky [15].
HIF-1 pusobi jako transkripéni faktor a ovliviluje aktivitu riznych enzymu (napf.
glykolytickych ~ enzymt  [50],  pyruvatdehydrogenasového  komplexu  [51],
laktatdehydrogenasy [52] atd.). Tim zpusobi ,,pfepnuti* energetického metabolismu buriky
z oxidativni fosforylace na aerobni glykolyzu [13], [41] (tento jev je nazyvan Warburgiv
efekt [64]). Zaroven HIF-1 ,spolupracuje® s riznymi onkogeny a tumor supresorovymi
geny bunky [12].

Existuje mnoho praci, které dokazuji, ze pfitomnost exogenni glukosy u nadorové
buiiky zpiisobi piesmyk energetického metabolismu z oxidativni fosforylace na efektivné a
rychle probihajici acrobni glykolyzu [64], [93]. Tento efekt byl nazvan Crabree efekt [91],
[92]. Tuto inhibici oxidativni fosforylace zpuisobi i nékolik dalSich hexos (fruktosa,
glukosa-6-fosfat, fruktosa-6-fosfat, glyceraldehyd-3-fosfat nebo PEP) [93].

Energeticky metabolismus buriky je spojen i S rychlosti proliferace buriky. Proto
jsme v prvni fadé stanovili genera¢ni dobu experimentalniho modelu: nadorovych bunék
HepG2 (z jaterniho karcinomu). Zjistili jsme, ze opravdu vlivem exogenni 10mM
galaktosy dochazi ke zménam v rychlosti proliferace (v porovnani s bunikami péstovanych
v 5mM glukose). Dochézi ke zpomaleni proliferace (dvakrat delsi generacni doba).

Vlivem vyss$i koncentrace glukosy (hyperglykemické bunky, 25mM glukosa)
dochazi k jeste rychlejsi proliferaci bunék nez u glykemickych bunék (5SmM glukosa).

K podobnym zavérim dochazi R. Rossignol et al., ktefi se zabyvaji rychlosti
proliferace HeLa bunék (z karcinomu de€lozniho Cipku) péstovanych v 25mM glukose a

10mM galaktose. Péstovanim bunék v médiich obsahujici tyto rtizné hexosy dochazi
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k zavérim, ze se generacni doba bunky HeLa rostouci na 10mM galaktose prodlouzila (az
tiikrat), oproti buinkam HeLa rostoucich na 25mM glukose [88].

Galaktosa je zpracovéana bunikou mnohem pomaleji nez glukosa. Po vstupu do
bunky je galaktosa nejdiive tfi krokovou reakci za spotieby ATP pieménéna na glukosu-6
fosfat a az teprve pak muze vstoupit do procesu glykolyzy. Tyto reakce pfemény jsou
pomalé a limitujici, a tedy bufika vyuzivajici galaktosu musi mit k dispozici jesté n&jaky
exogenni energeticky substrat. Tim zdrojem je aminokyselina glutamin- ten je po vstupu
do bunky pfeménén glutaminasou na glutamat a dale je transaminacni reakci konvertovan
na anapleroticky substrat a-ketoglutarat [86], [107]. Zajistuje nejen syntézu mnoha
aminokyselin, ale je nepostradatelnym zdrojem pro Krebsiv cyklus (a s nim spojen
respiraéni fetézec, i syntéza lipida z citratu) [110]. Sice je glutamin majoritnim zdrojem
energie a zivin v médiich s obsahem galaktosy, ale jak se ukazalo v naSich experimentech,
galaktosa je také nezbytné dilezitd, protoze buniky HepG2 nebyly schopny pfezit a mnozit
se, pokud v médiu nebyla piitomna galaktosa. Galaktosa zajistuje syntézu nukleovych
kyselin (pentosa fosfatovym cyklem) a dalSich potfebnych metabolitti (aminokyselin).

Pro buniky HepG2, které jsou péstovany v médiu s obsahem glukosy, je glutamin
také nezbytné dulezity (pfesto majoritnim zdrojem energie v téchto médiich je glukosa),
protoze pokud jsme bunkdm HepG2 nedodavali exogenni glutamin a pyruvat, buiky
nebyly schopny proliferace a sniZzoval se jejich pocet. Pfitom pokud nebyl v médiu
pfitomen pouze pyruvat, buiiky se mnoZzily podobné jako v kompletnich médiich.

V hypoxickém prosttedi je proliferace bunky zpomalena. U hyperglykemickych
bunék HepG2 v hypoxii se generacni doba zdvojndsobila oproti normoxii. U bunék
péstovanych v 10mM galaktose se generacni doba téméf ztrojnasobila. Burika je zavisla na
metabolismu vyuZivajici limitni mnoZstvi kysliku, coZ zahrnuje mimo jiné omezenou
respiraci, rychlost zpracovani substrati a jinych procesu. Zavisi také na rychlosti adaptace
bunék na hypoxii, ktera zahrnuje zejména aktivaci faktoru HIF-1. Rychlost aktivace HIF-1
je klicova v procesu adaptace a tim Upraveé metabolismu, ktery podpofti proliferaci buiiky a
umozni pieziti v hypoxickych podminkach.

Proto jsme v této praci sledovali stabilizaci faktoru HIF-1 v ¢asovém rozmezi u
bunék péstovanych v hypoxii, protoze rychlost nastupu stabilizace podjednotky HIF-1a je
pro bunku v hypoxii zasadni. Uz po tiech hodinach, kdy bunky byly ponechany v hypoxii,
byla koncentrace HIF-1a (sledovali jsme podjednotku a, ktera se stabilizuje az pii nizké
koncentraci kysliku, jako reakce na hypoxické podminky) u bun¢k péstovanych v médiu
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s glukosou (SmM i 25mM glukosou) vice nez 90%, po 5 hodinach byla koncentrace
nejvyssi (100%). U bunék péstovanych v 10mM galaktose byl nastup stabilizace HIF-1a
pozvolnéjsi, ale po 5 hodinach byla koncentrace HIF-1a také nejvyssi. Po tomto vrcholu
doslo u vsech sledovanych bun¢k HepG2 k poklesu koncentrace HIF-1a, po 7 hodinach uz
je koncentrace HIF-1a mirné snizena (u galaktosovych bun€k k poklesu dochézi pozvolnéji
nez u glukosovych). Tyto vysledky dokazuji reakci buiiky na hypoxii aktivaci faktoru HIF-
la, a naslednou adaptaci (snizovanim stabilizovaného HIF-1a), coz je pravdépodobné
2.2.4.). HIF-1loo mize byt mimo jiné aktivovan vysokou koncentraci glukosy (i za
normoxickych podminek) [data laboratofe Dr. Jezka], [115], coz poukazuje na nejsilngjsi
stabilizaci HIF-1a u hyperglykemickych bungk.

HIF-1 plsobi jako transkripéni faktor. V ramci adaptace buiiky na hypoxii HIF-1
moduluje piestavbu energetického metabolismu, nejen zvySenim exprese glukosovych
transporterd GLUT 1 a GLUT 3 [48], ale i regulaci exprese glykolytickych enzymi a tim
dojde ke zvySeni rychlosti pfijmu a zpracovani glukosy (galaktosy) [50]. ZvySenim
rychlosti glykolyzy dojde také ke zvyseni produkce ATP. Dalsim cilem faktoru HIF-1 je
gen pdk 1 pro kinasu-1 pyruvatdehydrogenasového komplexu (PDK-1), ktera fosforyluje
podjednotku E1 komplexu PDH a tim ji inaktivuje. Pyruvat, ktery vznika glykolyzou,
nemize vstupovat do Krebsova cyklu a dochazi tak k jeho akumulaci [51]. HIF-1 proto
zvySuje expresi LDH (laktatdehydrogenasy), a tak je pyruvat redukovan na laktat, ktery je
odvadén do extracelularniho prostoru [12], [13].

Proto jsme v této praci ovefovali miru fosforylace PDH vlivem hypoxie u bun¢k
HepG2 v zavislosti na substratu (galaktose a glukose). VSechny buitky v hypoxickém
prostiedi vykazovaly vétsi miru fosforylace PDH nez bunky v normoxii v tomtéz médiu.
Burniky péstované v médiu s obsahem galaktosy vykazovaly mensi rozsah fosforylace PDH,
V porovnani s buiikami péstovanymi v5mM a 25mM glukose. Glykemické bunky (i
hyperglykemické) tedy maji vyraznéjsi odklon pyruvatu z Krebsova cyklu. Ovétili jsme
zaroven, ze exprese samotného PDH je ve vSech buiikdch HepG2 stejnd, neménti ji ani vliv
hypoxie, ani vliv odlisného energetického substratu. OvSem v praci R. Rossigola a
kolektivu je mozné nalézt, ze buniky HelLa péstované v médiu s 10 mM galaktosou maji
vy$$i expresi PDH oproti buitkdm péstovanym v médiu s 25mM glukosou [88]. Tento

rozdil muze byt zplisoben zejména typem buniky (HepG2 vs. HeLa).
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Jelikoz jsme zjistili, ze bunky HepG2 péstované v médiu s 10mM galaktosou
vykazuji nizsi fosforylaci PDH nez glykemické a hyperglykemické bunky, dalo by se
predpokladat, Ze budou produkovat i méné laktatu. DalSim experimentem jsme zjistili, Ze
buniky péstované v médiu s galaktosou produkuji za normoxickych podminek 3x méné
laktatu (a za hypoxickych podminek 2,5x méné) nez glykemické bunky. Celkové za
hypoxickych podminek vSechny buiiky produkovaly vice laktatu nez bunky péstované v
normoxii v tomtéz médiu, coz koreluje s vy$§i mirou fosforylace PDH za hypoxickych
podminek.

Podobné vysledky o produkci laktatu (ale pouze za normoxie) popsali i Aguer et al.
ve své praci s lidskymi primarnimi myotuby, kde nastalo vyrazné snizeni produkce laktatu
buikami domédia s10 mM galaktosou, oproti glykemickym (SmM Glc) a
hyperglykemickym (25mM GIc) buitkam primarnich myotubu [116].

Fakt, ze bunky HepG2 péstované v médiu s galaktosou produkuji méné laktatu, a
fosforylace PDH probihd oproti glykemickym (i hyperglykemickym) buikdm v mensi
mife, poukazuje na posileny oxida¢ni metabolismus: vyuziti substrata z Krebsova cyklu
pro respira¢ni fetézec a vyrobu ATP (potvrzujeme tim i Crabtree efekt). Skupina S.
Rodriguez-Enriquez et al. objevila inhibici respirace v nadorovych bunkach AS-30D
pochazejici z jaterniho karcinomu, vlivem SmM glukosy, 10mM fruktosy a dalSich hexos,
ovSem s vyjimkou 10 mM galaktosy [93]. Exogenni galaktosa ovliviiuje energeticky
metabolismus jinym zptisobem nez glukosa, nedochazi k inhibici respirace.

Do jaké miry vyuziva bunka respiracni fetézec pro vyrobu ATP, jsme ovéfili
vysokorezolu¢ni respirometrii. Z hodnot rychlosti spotieby kysliku za inhibice komplexu
V. dychaciho fetézce a také za pouziti ,,odprahovace” FCCP jsme zjistovali rizné
parametry, které vypovidaji o aktivité mitochondrii, maximalni kapacité fetézce a rezervni
kapacité nebo integrité mitochondrii.

Nejdiive jsme stanovili hodnoty endogenni respirace, ktera vyjadiuje rychlost
spotieby kysliku za nepfitomnosti inhibitoru nebo aktivatoru (buiika je zavisla pouze na
svych endogennich substratech). Vyjadtuje tak aktivitu mitochondrii HepG2 buné¢k. Buiky
péstované za normoxickych i hypoxickych podminek v médiu s 10mM galaktosou
vykazovaly vyrazné zvySené hodnoty endogenni respirace oproti glykemickym i
hyperglykemickym buiitkam. Stanovili jsme i pocet mitochondrii, protoze endogenni

respirace je ovlivnéna poctem aktivnich mitochondrii. I po pfepoctu spotieby kysliku na
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jednotlivé mitochondrie mély galaktosové buiiky za hypoxie mirné zvySenou hodnotu
endogenni respirace.

Ur¢enim dalSich respira¢nich stavii jsme za normoxickych i hypoxickych
podminek pozorovali trend zvySené integrity mitochondrii i zvySené maximalni kapacity
feté¢zce u bunék HepG2 péstovanych v médiu s obsahem galaktosy oproti glykemickym i
hyperglykemickym buikam.

Ovsem zajimavym vysledkem této prace se stal objev, ze bunky HepG2 péstované
v médiu s galaktosou za hypoxie dosahly upln¢ nejvyssich hodnot integrity mitochondrii 1
maximalni respirace (ze vSech bunek pouzivanych v této praci), i piesto, ze jsme prokazali
stabilizaci faktoru HIF-1a, ktery buice zajistuje pfesmyk energetického metabolismu ve
prospéch glykolyzy a spise inhibuje respiraci. Dokonce i rezervni kapacita, ktera byla u
glykemickych 1 hyperglykemickych bunék péstovanych v hypoxii sniZzena oproti hodnotdm
V normoxii, byla u galaktosovych bunék naopak zvysSena za hypoxie oproti normoxii. To
naznacuje, ze ackoliv je za hypoxie HIF-1a stabilizovan u galaktosovych bun¢k, dochazi
k pfesmyku energetického metabolismu (smérem ke zrychlené glykolyze s potla¢enou
respiraci) vlivem HIF-1 v mnohem men$i mife, nez je u glykemickych a
hyperglykemickych bunék HepG2. Bunky péstované na galaktose i za hypoxie maji
ziejm¢ dostatek substratu pro respiraci (vyuzivaji zejména glutamin), coz jsme dokazali
zvySenou hodnotou poméru FCCP/stav 4 ale 1 IRK (index respiracni kontroly), ktery je
zavisly mimo jiné na dostatku substratu pro respiraci. Vyuziti substratu respiraci také
dokazuje snizena produkce laktatu, jako odpadniho produktu. Dal$i moznou pfi¢inou miize
byt fakt, ze za hypoxie dochézi ke zpomalenému toku elektront pies komplexy dychaciho
fetézce a spolu s vtokem substratu to vede k optimalizaci a zefektivnéni chodu respiraéniho

tetézce. To jisté také ovlivni produkci ROS.

Jelikoz jsme studovali roli energetického metabolismu za riznych podminek pO,,
dalsi fazi naSeho vyzkumu bylo zjisténi role exogenniho pyruvatu u bunky HepG?2.
Porovnavali jsme mezi sebou rychlost proliferace, endogenni respiraci, pomér
FCCP/stav 4, produkci laktatu, miru fosforylace PDH a rezervni kapacitu bun¢k HepG2
pestovanych v kompletnim médiu a médiu bez pyruvatu.
Dle publikace A. R. Diers et al. pyruvat v médiu hraje vyznamnou roli pfi
proliferaci bunék MCF7 (z lidského adenokarcinomu prsu) [109]. V naSich experimentech
u bun¢k HepG2 péstovanych v médiu bez obsahu pyruvatu za normoxie se generacni doba
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jen mirné prodlouzila v porovnani s kompletnimi médii. Stejné¢ tak pyruvat hraje
bezvyznamnou roli ve fosforylaci PDH a produkci laktatu. VSechna ziskana data jsou jen
nepatrné odlisnd od kompletnich médii za normoxickych podminek. OvSem jak uvadi
Diers et al., pyruvat zvySuje u bunék MCF7 rezervni kapacitu respira¢niho fetézce [109].
My jsme dosahli stejného vysledku u vSech bun¢k HepG2 (hyperglykemickych,
glykemickych i galaktosovych) za normoxie i hypoxie: buiky HepG2 péstované za
normoxickych podminek maji v priméru zvysSenou rezervni kapacitu v pfitomnosti
exogenniho pyruvatu.

Za hypoxickych podminek jsme pozorovali také mirné prodlouzeni generacni
doby v neptitomnosti pyruvatu u vSech bunék HepG2. Ale na rozdil od normoxickych
podminek pyruvat pfispiva za hypoxie k produkci laktatu (mirn€ zvySend produkce laktatu
vSech bunék HepG2 v pfitomnosti exogenniho pyruvatu), a dale pyruvat ptispél ke zvySeni
maximalni kapacity i rezervni kapacity fetézce. Z toho vyplyva, Ze pro bunky v hypoxii se

pyruvat stava vyuzitelnym substratem pro pieziti bunky ve stavu snizeného pO..

Pfi vyzkumu energetického metabolismu bun¢k HepG2 péstovanych v médiich se
substratem galaktosou (a glutaminem) jsme zjistili, Ze tyto bunky vyuzivaji daleko vice
oxidac¢ni metabolismus spojeny s respiraci oproti bunkdm péstovanych v glukose, a to i za
hypoxickych podminek, které se cCasto v pribchu invaze tumoru objevuji. Hypoxické
podminky paradoxné pfispivaji k vyS$i kapacité respiraéniho fetézce a aktivité
mitochondrii téchto bunék, a to navzdory stabilizovanému HIF-1a. Pokud bychom se
podivali na rychlost proliferace téchto bunék, zjistime, Ze se mnozi daleko pomaleji, nez
bunky cerpajici jako zdroj glukosu. Buiniky rostouci na glukose jsou mnohem vice odolné
vuci pusobeni nizkého pO,, protoze jejich ustfedni metabolickou drahou je glykolyza
s potlacenou respiraci, a tak spotfebuji daleko méné kysliku- ten je v mnoha nadorech
limitujici slozkou. Tohoto faktu by se dalo vyuzit zeyména pii 1€cbé rakoviny, protoze
pokud vime, Ze nadory vyuzivajici oxidacni metabolismus jsou mén¢ odolné, mohly
bychom v budoucnu ptispét k novym metodam 1é¢bé rakoviny, které budou zalozeny prave

na ,,pfesmyku‘ energetického metabolismu na oxidac¢ni.
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8. Zavér

Studovali jsme energeticky metabolismus bunék HepG2, ktery byl ovliviiovan
energetickymi substraty glukosou a galaktosou (a glutaminem) za mirnych hypoxickych
podminek (porovnavali jsme S normoxickymi podminkami). Za hypoxie dochazi reakci
bunky na nizky pO, k aktivaci faktoru HIF-1, ktery je nezbytny pro pteziti bun¢k. HIF-1
moduluje energeticky metabolismus ve prospéch rychle probihajici aerobni glykolyzy,
odklonu pyruvatu z Krebsova cyklu a tim zvy$ené produkce laktatu a inhibice respirace. U
vSech bunék HepG2 v hypoxii (péstovanych v glukose i galaktose) doslo k aktivaci HIF-1.
U bunek, které byly péstovany v glukose, doslo kvySe popsanému piesmyku
energetického metabolismu.

Zajimavym paradoxem ovSem byla reakce bunék péstovanych na galaktose. U nich
nedoslo k modulaci metabolismu vlivem HIF-1, zachovaly si oxida¢ni metabolismus a
vlivem hypoxie doslo jesté ke zvyseni integrity bunék, maximalni kapacity respiracniho
fetézce a rezervni kapacity oproti normoxickym podminkdm. Jelikoz respiracni fetézec,
jako zdroj ATP, vyzaduje mnozstvi substratli pochazejicich z Krebsova cyklu, nedochazi
ani k inhibici Krebsova cyklu, jako u bunék v glukose. Tim se také snizila produkce
laktatu, jako odpadniho produktu. Galaktosa V téchto bunkach je zpracovana aerobni
glykolyzou, ktera zajist'uje buiice ,,stavebni kameny* pro rist, zejména nukleové kyseliny
a aminokyseliny. OvSsem pro produkci energie je vyuzit spiSe glutamin. Galaktosa je
burikou zpracovana mnohem pomaleji nez glukosa, a tento fakt se i odrazi na rychlosti
proliferace. Galaktosové bunky se mnozi az dvakrat pomaleji, nez bunky glykemické a to i

V hypoxickém prostiedi. Toho by se dalo vyuzit pti 1écbé rakoviny.
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