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Abstrakt

Mitochondrialni isocitrat dehydrogenaza 2 (IDH2) katalyzuje reduktivni karboxylaci (RK, reverzni drahu
Krebsova cyklu) a syntézu 2-hydroxyglutaratu (2HG).

RK se podili na proliferaci nadorovych bunék ve stizenych podminkach (hypoxie). Ve zkrdceném Krebsové
cyklu vytvari reverzni reakci z 2-oxoglutaratu (2-OG) citrat, ktery miZe byt exportovan do cytosolu, kde slouzi
jako prekurzor mastnych kyselin a dalSich molekul. Zaroven IDH2 pfi RK spotfebovava (stejné tak i pfi syntéze
2HG) NADPH. RK se tak z hlediska vyzkumu zda jesté zajimavéjsi, nebot muze ovlivnit produkci ROS a miru
oxidacniho stresu.

2HG miZe byt syntetizovan (krom mitochondrie) také v cytosolu, a v obou kompartmentech se na jeho
syntéze podili (mimo IDH2 a IDH1) i nékolik dalSich enzymd. 2HG je vyznamnou regulaéni molekulou a
v soucasné dobé je vyuzivan v diagnostice jako marker akutni myeloidni leukémie. Byva oznacovan jako mozny
inhibitor a-ketoglutarat-dependentnich dioxygenaz (20G-DD), jez se podileji na rGznych epigenetickych
zméndch a zvysSuji malignitu rakovinného fenotypu spojenou se zménou proliferace.

V této praci byl pomoci plynové chromatografie s hmotnostni detekci zkouman vyznam RK a syntézy 2HG
v bunécnych liniich karcinomu prsu a v dalsich burikach, véetné primarnich potkanich fibroblastd (F3).

U linii prsniho karcinomu byla RK zavisla na koncentraci O,, CO, a aktivité respirace. Vyznamnou anaplerotickou
drahou RK byla glutaminolyza.

Vysledky také demonstruji, Ze 2HG je syntetizovan i v nenadorovych burkach, a navic Ze ve zdravych
bufikdch zmény jeho fyziologickych hladin ovliviiuji proliferaci.IDH2 se tak celkové jevi jako vhodny cil
protinddorové terapie, zejména ve svétle nedavnych objevd, ve kterych se ukazalo, Ze mutovand i nemutovana
IDH2 katalyzuje ve velké mife syntézu 2HG z a-ketoglutardtu.

Klicova slova: IDH2, Reduktivni karboxylace, 2-hydroxyglutardt, GC-MS, buriky prsniho karcinomu HTB-126,
fibroblasty, 2HG/20G pomér, B izotopické znaceni, proliferace fibroblasti, hypoxie

Abstract

Mitochondrial isocitrate dehydrogenase 2 (IDH2) catalyzes reductive carboxylation (RC, reverse Krebs cycle
pathway) and 2HG synthesis (2HG) — metabolite of which many scientists are interested. 2HG may be
concurrently synthetized in cytosol by IDH1.

RC is involved in anabolic reactions necessary for cell proliferation - produces citrate, fatty acid precursor —
especially in hypoxia.

IDH2 and IDH1 are not the only enzymes that are involved in 2HG synthesis. Recently, several enzymes,
which participate in 2HG production, have been discovered.

2HG is useful in cancer diagnostics due to its overproduction by transformed cells. Moreover, 2HG may
cause epigenetic changes via inhibition of 2-oxoglutarate dependent dioxygenase.

In this work, the importance of RC and 2HG synthesis in cancer and healthy cells was investigated by gas
chromatography with mass spectrometry detection as well as IDH2 influence.

We found that IDH2 significantly participates in reverse RC and 2HG synthesis in breast cancer cell lines and
uses glutaminolysis as a supplementary anaplerotic pathway. RC is increased by hypoxia, inhibition of
respiration, and decreased by activation of respiration or hypocapnia.

We confirmed 2HG synthesis and RC in healthy cells (fibroblasts, breast epithelial cells etc.) as well as in
cancer cells. Interestingly, we observed changes of physiological 2HG levels in healthy cells which correlated
with proliferation (This effect was not so obvious in cancer cells.).

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

Key words: IDH2, Reductive carboxylation, 2-hydroxyglutarate, GC-MS, HTB-126 breast cancer cells, fibroblasts,
2HG/20G ratio, ¢ isotopic labelling, proliferation of fibroblasts, hypoxia
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1 Uvod

1.1 Metabolismus nadorovych bunék

Vlbec prvni, kdo poukdazal na metabolické rozdily mezi zdravymi a nddorovymi burikami byl roku
1924 némecky védec Otto Warburg, ktery tvrdil, Ze nadorové bunky maji natolik nefunkéni
mitochondrie, Ze u nich probiha zvySena glykolyza a tvorba laktatu dokonce i za aerobnich podminek
(1). Pojem ,Warburglv efekt” ¢i ,aerobni glykolyza” vstoupil témér okamfZité v platnost, coz bylo
roku 1931 korunovano Nobelovou cenou pro Otto Warburga®. Aerobni glykolyza byla opakované
potvrzena jako fenotypovy projev, ale uz nékolik let poté byl Warburgliv objev aktualizovan. Ukazalo
se, Zze i nddorové buriky mohou v pfipadé nedostatku glukdzy zapojit do své bioenergetiky oxidativni
fosforylaci (OXPHOS), a dokonce, Ze je pro progresi tumoru nedilnou soucasti (2). V této teorii se
vychazelo z pozorovani Herberta G. Crabtree, ktery pozoroval tento jev plvodné na kvasinkach (3).
V 50. letech 20. stoleti pak doslo k revizi Warburgova ¢lanku (4), ktery zaroven odstartoval boom
zabyvajici se metabolismem nadorovych bunék (5, 6, 7, 8).

V soucasné dobé se vyzkumem rakoviny zabyva velké mnozstvi védeckych skupin, které jsou za
jedno vtom, Ze metabolismus nadorovych bunék funguje na principu tzv. metabolického
remodelingu, kde jsou veskeré metabolické drahy v transformované bunce vyuzity pro tvorbu
energie, stavebnich jednotek a intermediatl potrebnych k proliferaci bunék (7). Obecné se mezi
modifikované drahy v nadorovych bunkach radi glykolyza, Krebslv cyklus, pyruvatovy cyklus
(karboxylace pyruvatu), lipogeneze a pentdzo-fosfatovy cyklus (8).

Glykolyza

Aerobni glykolyza je povaZovana za vyznamny alternativni zdroj ATP (9), ktery kompenzuje
poskozeni respiracniho fetézce transformovanych bunék (10). OvSsem kromé nadorovych bunék,
které produkuji prokazatelné vyssi mnoZzstvi laktatu (6, 11, 12), je fenotyp aerobni glykolyzy znamy i u
zdravych, rychle se délicich bunék, napf. u kmenovych bunék (12) nebo Sertoliho bunék (13). Dle
energetické bilance (2x ATP pfi glykolyze vs. 36 — 38x ATP pfi OXPHQOS) by se paradoxné mohlo zdat,
ze glykolyza je malo efektivni a slaby zdroj energie, ale faktem je, Zze mUze probihat fadové az 100x
rychleji (1). Dokdze pokryt energetické potieby rakovinnych bunék, a to i v prechodné ¢ci
trvalé hypoxii, kdy je prakticky jedinym zdrojem ATP (14).

Rychle proliferujici nddorové buriky se zvySenou expresi konkrétnich genl adaptuji na potrebu
zvysené glykolyzy, respektive ATP (15). S up-regulovanou glykolyzou tedy souvisi zvySena exprese
specifickych glukézovych (GLUTs) a laktatovych (MCTs) transporterli a soucasné i glykolytickych
enzym{ (14). Diky fadé publikaci na toto téma Ize aerobni glykolyzu nadorovych bunék zobecnit:

Mitochondrialni metabolismus

Vyzkum mitochondrii saha az do devadesatych let 19. stoleti, kdy byly v burikach vlibec poprvé
objeveny (1). Jejich stati se odhaduje na 1,8 miliard let (16).

Mitochondrie jsou specifické, semiautonomni organely, které hraji dllezitou roli v oxidacnim
metabolismu glukdzy, mastnych kyselin a dalSich uhlovodik(, jez jsou katabolicky preménény na
acetyl-CoA reagujici s oxalacetatem v osmistupriovém Krebsové cyklu za vzniku citratu a dalSich
meziproduktl, GTP a redukcnich ekvivalentll (NADH, FADH,), potfebnych pro tvorbu ATP pomoci
dychaciho retézce a OXPHOS (1).

Vyznam pro nadorové burky spociva hlavné v syntéze substratl a prekurzord dalsich latek, jako
jsou napfiklad lipidy, puriny, pyrimidiny, aminokyseliny a v neposledni fadé i ATP.

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



1.1.1.1  Krebsiv cyklus

Vyznamnym milnikem, zcela zasadnim pro pochopeni bunééného metabolismu spojeného s
mitochondriemi, byl objev z 30. let 20. stoleti (1937), dnes zndmy jako Krebstv, neboli citratovy
cyklus.

Nékolik enzymi Krebsova cyklu je spojeno stumorigenezi, konkrétné sukcinatdehydrogenaza
(SDH), fumarathydrataza (FH) a isocitratdehydrogenaza (IDH) (17).

Mutace SDH a FH byly nalezeny u dédi¢nych nadorovych onemocnéni a zpUsobuji hromadéni
sukcinatu, respektive fumaratu, coz zpUsobuje inhibici prolyl hydroxylaz (PHD) zodpovédnych za
degradaci HIF1a. Tim dojde naptiklad u lidskych embryonalnich bunék (HEK293) k pseudohypoxické
odpovédi a naslednému zvyseni glykolyzy, coz zvyhodriuje tumorigenezi 18, 19).

IDH existuje ve tfech izoformach, bézné oznacovanych IDH1, IDH2 a IDH3, pficemZ IDH2 kromé
reverzni reduktivni karboxylace (RK), reakce 20G zpét na isocitrat, katalyzuje jesté syntézu 2-
hydroxyglutaratu (2HG) — vyznamného onkometabolitu a diagnostického markeru.

Glutaminolyza

Glutamin (GIn) je z hlediska metabolismu bunék vyznamna a hlavné nejrozsifené;jsi aminokyselina,
z které je anapleroticky syntetizovan a-ketoglutarat (20G). Déle se GIn podili na detoxikaci amoniaku
mocovinovym cyklem (podili se na regulaci), slouZi jako prekurzor pro tvorbu dalsich aminokyselin,
glutathionu a protein(, a také je potiebny pro produkci pyrimidin( (20, 21).

Pfeména glutaminu na 20G probihd dvoustupriovou deaminaci, na které se podili nejprve
glutaminaza (GLS) preménujici glutamin na glutamat a nasledné glutamat dehydrogenaza (GDH)
produkujici 20G. GDH muZe byt zastoupena transaminacni reakci, katalyzovanou glutamat-pyruvat
nebo glutamat-oxalacetat transamindzou (22). Vyznam této anaplerotické drahy spociva v jeji
schopnosti doplnit Krebstv cyklus o meziprodukty, které jsou odcerpavany a Uzce spjaty i s produkci
ATP (23). Tento jev byl pozorovan nejen v pracujicim svalu, enterocytech, retikulocytech a
lymfocytech (23), potkanich fibroblastech (24), ale predevsim u mnoha nadorovych bunék (napf.
Hela, HTB-126, a mnoho dalsich), které maiji diky rychlé proliferaci zvysené ndroky na syntézu ATP
(25,26 —29).

Vyznam p53 pfi glutaminolyze spociva v jeho ovlivnéni GLS. Existuji dvé fosforylaci aktivované
izoformy GLS: GLS1 a GLS2 (30). GLS1 se podili na bunécné proliferaci, zatimco GLS2 byva obvykle
spojovana s nedélicimi se bunikami. GLS2 byva indukovana pomoci p53 jako odpovéd na ROS a jeji
zvySend exprese vede k redukci rastu nadorovych bunék (31). Neddvno se ovsem objevily dikazy o
tom, Ze v bunikach jaterniho karcinomu, ve kterych je inhibovdna GLS2 chemickymi plsobky (presto,
Ze je jeji hladina celkové nizsi), dochazi k vyznamnému snizeni proliferace, zplsobené inhibici
mTORC1 (32).

Vyssi fosforylace p53 a apoptdza v DMBA (7,12-dimethylbenz[alanthracen) indukovaném prsnim
karcinomu po peroralni suplementaci glutaminem naznacuje vliv glutaminolyzy na aktivitu p53 (33,
34). Tato zvy$ena tumor supresivni aktivita p53 je spojena i s vy&i expresi cilti p53: p21"2™*/9P pTEN,
mdm?2 a IGF-IR, coZ ve spojeni s dodanim glutaminu muze vést k vyssi citlivosti na chemoterapii (35).
Tyto poznatky tedy podporuji pfedchozi hypotézu, kde indukce GLS2 koreluje s aktivitou p53, cozZ se
ve vysledku projevi snizenou proliferaci.

Na druhou stranu, p53 je potfebny pro preziti nddorovych bunék v nizkych koncentracich
glutaminu, tedy pro adaptaci bunék na jeho nedostatek. Je zatim doloZeno, Ze v tomto mechanizmu
hraje vyznamnou roli fosfatdza 2A (draha B55a-EDD-p53 ), ktera aktivuje p53 (36, 37).

Za jakysi protipdl p53 by se dal povazovat Myc (c-Myc), transkripcni faktor, ktery byva obvykle
deregulovan v nadorovych burikach. Ve zdravych burikach je povaZovan za proto-onkogen, ktery
napomaha bunécnému rlstu a proliferaci (38, 39). Jeho aktivita byva obvykle také regulovana
bunécnymi signaly, souvisejicimi s bunécnym cyklem, a rovnéz i externimi signaly. V nedélicich se
bunkach je Myc malo, ovSsem jakmile se zacnou burky délit, dojde k signifikantnimu navyseni jeho
hladiny (40), kterd indukuje zavislost nadorovych bunék na glutaminu, k cemuz vyznamné pfispiva
pravé transformace tohoto proto-onkogenu. V souvislosti s timto jevem se uvadi, Ze mnozstvi Glin,
ktery je utilizovan Krebsovym cyklem prevySuje mnozstvi, které je vyuZito pro syntézu dalSich
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aminokyselin a nukleotidd (21, 41, 42). Abnormalni regulace Myc tedy vede k nekontrolované
proliferaci a nedostate¢né apoptdze (43).

Myc tedy reguluje glykolyzu i glutaminolyzu a v souc¢asné dobé se ukazuje i jako zprostfedkovatel
akumulace onkometabolitu 2HG (44).

Za vyznamné regulacni proteiny jsou povaZovany i sirtuiny (SIRTs). Sedmiclennd rodina téchto
proteinll, oznacovanych obvykle SIRT 1-7, zprostfedkovava prevaziné deacetylacni reakce, a podili se
na fadé konkrétnich regula¢nich mechanizma (25). SIRT 3, 4, 5 jsou vyhradné mitochondrialni (25).
V pripadé glutaminolyzy hraje vyznamnou roli SIRT3 a 4, jejichZ plisobenim se inhibuje aktivita GDH
(45, 46).

SIRT3 mize také aktivovat IDH2, kterd mlze katalyzovat stejnou reakci jako IDH3, tedy pfeménu
isocitratu na 20G za soucasné produkce NADPH. Tento jev se objevuje ¢asto ve spojeni s vyzkumem
vlivu kalorické restrikce a ma za nasledek u WT mysi zvySenou produkci NADPH a tim padem i
zvySenou antioxidacni kapacitu mitochondrii. SIRT3-deficientni mysi tento efekt postradaji a dochazi
u nich mnohem dfive napfiklad k hluchoté.

Dalsi nezanedbatelny vyznam glutaminu spociva v jeho podilu na bunécné signalizaci. Duran a kol.
prokazali, Ze glutaminolyza aktivuje mTOR (mammalian target of rapamycin), a tim potlacuje
autofagii bunék a zaroven podporuje jejich rlst a proliferaci (47).

TOR je serine/threonine kinaza, kterad reguluje bunécény rist, metabolismus a starnuti (48, 49).
Tvofi dva strukturné a funkéné odlisné komplexy, nazvané TORC1 a TORC2, u savcu se pak odlisuji od
jinych tfid pismenem M: mTORC1 a mTORC2. Zatimco mTORC1 je aktivovan mnoZstvim
aminokyselin, rlstovych faktort a ATP, mTORC2 je aktivovan pouze rlstovymi faktory.
Z aminokyselin je nejucinnéjsim aktivatorem mTORC1 leucin. Mechanismus plisobeni leucinu spociva
v jeho alosterické aktivaci GDH, na kterou se pfimo vaze. Leucin tak stimuluje deaminaci glutamatu a
syntézu 20G, ktery aktivuje mTORC1 skrze prolyl hydroxylazy, enzymy spadajici do rodiny 20G
dependentnich dioxygendaz (28). mTORC1 mUzZe byt regulovan pomoci GLS2. Ukazuje se, Ze aktivita
této jaterni isoformy GLS, jejiz vyznam v nadorovych burikdch neni dosud pfilis jasny, koreluje u
bunék HepG2 s aktivitou mTORC1 (32). Je znamo, Ze aktivace GDH leucinem hraje klicovou roli
v sekreci inzulinu pankreatickymi beta burfikami. Je tedy hypoteticky mozné, Ze se mTORC1 také podili
na sekreci inzulinu (50).

MTORC1 se navic podili i na syntéze protein(i pti jiz zmifovaném rlstu a proliferaci bunék.
VSechny tyto aspekty, které jsou vzajemné propojené s glutaminolyzou, rovnéz vysvétluji zavislost
nadorovych bunék na glutaminu a predevsim fakt, Ze syntéza mTORC1 je v nddorovych burkach
zpravidla zvysena (29).

V hypoxii dochazi k stabilizaci HIF1la a k jeho translokaci z cytoplazmy do jadra, kde dimerizuje
s HIF1B a vznikly HIF komplex zacind byt transkripcné aktivni (51). HIF komplex asociuje s regula¢nimi
regiony HRE a vaZe se na transkrip¢ni koaktivatory, pficemz stimuluje genovou expresi riznych gent
(52). Naproti tomu v normoxii se HIF1la rozpada a nelze ho standardnimi metodami (napf. western
blot) témér detekovat (53).

HIF1a je pro regulaci glykolyzy i glutaminolyzy zasadni. Na stimulaci pfemény glutaminu na 20G
se HIFla podili stejnou mérou jako na glykolyze (32). V navaznosti Ize tedy fict, Ze hypoxie posune
metabolismus glutaminu z oxidace smérem na reduktivni karboxylaci (RK). Tento fenomén byl
potvrzen napfiklad na burnkach prsniho karcinomu HTB126 (54).

Isocitratdehydrogenaza

Eukaryoticky genom obsahuje tfi geny Isocitratdehydrogendzy (IDH1-3). IDH3 gen kéduje NAD+
dependentni oktamer (4a, 2B a 2y podjednotky), vyskytujici se v mitochondridlni matrix, ktery
katalyzuje reakci Krebsova cyklu — ireverzibilni oxidativni dekarboxylaci isocitratu. Jako kofaktor IDH3
slouZi dvojmocné kationty Mn*" a Mg®*. Enzym je pozitivné alostericky regulovan Ca®*, ADP a citratem
a negativné ATP, NADH a NADPH (37).

VSechny isoformy se od sebe vice ¢i méné lisi, a to nejen substraty, koenzymy, ale i lokalizaci
v bunce. Navic isoformy IDH1 a 2 strukturné ani geneticky nesouvisi s isoformou 3 (37).
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1.1.1.2  Isocitratdehydrogendza 1
IDH1 gen kéduje NADP+ dependentni enzym, ktery se vyskytuje v cytosolu a v peroxisomech (38).
IDH1 isoforma tedy mUze pfispivat k produkci cytosolického NADPH, diky preméné isocitratu na 20G.
Tato reakce vSak nemusi byt v nddorovych burnikach nutné ireverzibilni, nebot IDH1 se podili i na RK,
jejiz pribéh je podminén dostatkem NADPH (39). Smér reakce zavisi na okolnim prostfedi bunky.
Znamym aktivatorem reverzni drahy je HIFla, respektive hypoxické prostfedi (37). Dale bylo
objeveno, ze muze katalyzovat i syntézu 2HG, rovnéz za spotfeby NADPH a produkce NADP+ (56).

1.1.1.3  Isocitratdehydrogendza 2

Jednd se mitochondridlni enzym, ktery je NADP+ dependentni. Stejné jako IDH1 mlzZe produkovat
NADPH a katalyzovat reakci Krebsova cyklu — pfeménu isocitratu na 20G. Tento enzym je vyznamny
pro nadorové buriky, kde katalyzuje RK a syntézu 2HG (41). Stejné jako u IDH1, i zde plati, Ze mutace
jediného kodonu (v pfipadé IDH2 R 140 nebo R 172) zplsobi mnohondasobné vyssi produkci 2HG (42).
Tyto mutace, v€etné R 132 mutace u IDH1, byly nalezeny markantné u 2. a 3. stadia gliomovych
bunék (57) a u akutni myeloidni leukémie (AML) (58). Méné frekventované jsou tyto mutace u
primarnich glioblastom( a dalsich typl nadorovych nemoci (69). 2HG slouZi jako vyznamny biologicky
marker v séru pacientl trpicich AML a jeho vysoky obsah tak predstavuje jasny ukazatel tohoto
onemocnéni, jiz v raném stadiu této nemoci, nebot je produkovan transformovanymi burikami pfimo
v krvi (58).

Dalsi nezanedbatelny vyznam IDH2 spociva v jeji schopnosti ovlivnit redoxni rovnovahu
nadorovych bunék, pravé diky zavislosti RK na NADPH a oxidativni dekarboxylace na NADP+.

1.1.1.4 Isocitratdehydrogendza 3
Podobné jako IDH2 se tento enzym vyskytuje v mitochondriich, ale nijak nepfispiva k produkci
NADPH. Ma vsak nezanedbatelny vliv na bioenergetiku diky produkci NADH, vznikajicimu v Krebsové
cyklu, a nasledné pfeméné tohoto redukéniho ekvivalentu na energii v respiracnim retézci (59).

Reduktivni karboxylace nadorovych bunék

RK je reverzni draha Krebsova cyklu, kterd se podili na tvorbé prekurzorl potfebnych pro
proliferaci nadorovych bunék. Tato reakce je katalyzovana enzymem IDH2, kterd z 20G vytvari
isocitrat reduktivné (60). Vyznamnou anaplerotickou drdhou této reakce je glutaminolyza, jez
produkuje pravé 20G, ktery je reverzné utilizovan na isocitrat, a dale zpétnou akonitazovou reakci na
citrat, ktery mize byt dale exportovan do cytosolu, a pomoci ATP:citrat lyasy preménén na acetyl-
CoA a oxalacetat, popfipadé muzZe byt citrat pomoci cytosolické IDH1 zase oxidovan na 20G. Acetyl-
CoA pak ddle slouzi jako prekurzor pro tvorbu lipidd. Oxalacetdat mize byt dale pfeménén na malat,
ktery je dadle metabolizovan (29).

Obecné lze fict, Zze funkce IDH2 umoziiuje vznik metabolitu citratu, potazmo mastnych kyselin
z glutaminu, ¢imZ podporuje rlst rakovinnych bunék i v neptitomnosti glukdzy, ¢i pti hypoxii (62).
Pochopitelné mira hypoxie, respektive angiogeneze a vaskularizace se lisi dle druhu nadoru.

Buniky, které aktivuji drahu RK, ziskavaji proto vyhodu oproti burikdm s neaktivni RK. Neni zatim
zcela jasné, jakym zplsobem karcinogeneze indukuje RK.

Reduktivni karboxylace navazujici na glutaminolyzu byla poprvé popsana v burikdch hnédého tuku
(63), ve kterych je az 90% glutaminu (GIn) zpracovano reduktivné, a az 40% lipogenniho acetyl-CoA
pochazi pravé z néj. Nasledné byla reduktivni karboxylace spojena s poSkozenim mitochondridlniho
oxidativniho metabolismu (64). V burnikach s vnesenou mutaci respiraéniho fetézce, cybridech CYTB
143B probiha syntéza citrdtu majoritné reduktivni karboxylaci 20G vznikajiciho glutaminolyzou, na
rozdil od kontrolnich WT 143B bunék, které 20G oxiduji v Krebsové cyklu a prekurzorem citratu je
glukdza (pyruvat). Citrat exportovany z mitochondrii slouzi jako lipogenni substrat (64).

Ke zvySené RK a glutaminolyze pak dochazelo i v hypoxii, kdy je potladen respiracni fetézec (36).
V dUsledku hypoxie a inhibice enzymil Krebsova cyklu dochazi k inhibici pyruvat dehydrogenazy
(PDH), proto se logicky predpoklada znacéna restrikce toku pyruvatu do mitochondrii. Avsak zajimavy
nalez u bunék SF188 ukazal, Ze i pfi dvojnasobném narlstu produkce laktatu byl pokles bunééného



citratu pouze 25% vzhledem k normoxii, citrat tedy musi byt kompenzovan nezavislou drahou (36).
Podobné, jako v pfipadé mitochondridlni poruchy, i v hypoxii je majoritni mnoZstvi citratu
syntetizovano reduktivné z 20G na rozdil od prostfedi normoxie, kde je hlavnim zdrojem citratu
glukdza (36). Zda se tedy, Ze k aktivaci RK dochazi pfi potlaceni mitochondriadlni oxidace (hypoxie Ci
poskozeni), a slouzi k udrZeni hladiny citratu pro podporu proliferace v podminkach se sniZzenou
moznosti oxidace substratu.

Dale byla RK prokdzana i v buikach RCC karcinomu ledvin s mutaci von Hippel Lindau tumor
supresorového proteinu (pVHL; the von Hippel Lindau tumour suppressor protein), ve kterych je
chronicky aktivovany HIFla (tedy i zvySend aktivita LDH a snizenda aktivita PDH). RCC tedy vykazuji
molekuldrni charakteristiky hypoxickych bunék (65).

Vyzkum lidskych fibroblastd izolovanych z pfedkozky rovnéz prokazal existenci RK a zaroven ji
pfitazuje funkci jakéhosi NADPH prenasece (shuttle). NADPH pfi RK redukuje 20G na isocitrat,
nasledné citrat, jenz je dale exportovan do cytosolu, kde muZze byt diky IDH1 zpétné oxidovan na 20G
za vzniku cytosolického NADPH (66). Jelikoz redukcni ekvivalenty neprochazeji snadno skrze
membrany, jedna se o dalsi zplsob mezikompartmentové transhydrogenace.

Dalsim faktorem pro pribéh mitochondriadlni RK je dostupnost NADPH, smér reakce IDH2 je dany
afinitou k NADPH (Km pro NADPH je nizsi nez k NADP) a pfitomnosti substratu, potazmo enzymi
participujicich na RK. Zaroven existence RK, ¢i jeji zvySend mira, mlzZe ovlivnit jak v cytosolu, tak
v mitochondriich NADPH homeostdzu a redoxni rovnovahu v burice spojenou s oxidacnim stresem
(69).

1.1.1.5  2-hydroxyglutardt jako onkometabolit

Zjednodusené rfeceno, 20G muzZe byt pfeménén — oxidovan — v Krebsové cyklu, popfipadé pomoci
IDH2 muzZe byt reverzné karboxylovan, nebo z néj mlze byt syntetizovan 2HG jednoduchou redukci
keto-skupiny. Ovsem zdsadni pro pochopeni této problematiky je i fakt, Ze 20G slouZi jako kofaktor
pro mnoho enzymd, pficemz 2HG se diky molekularné-strukturni podobnosti mizZe vazat na aktivni
misto pro 20G (68 — 70).

Jak jiz bylo naznacdeno vyse, v soucasné dobé je zndmo nékolik enzymu, jez pfispivaji k produkci
2HG. Krom identifikace daného enzymu jako producenta 2HG je podstatné i ktery z enantiomer(
(R/S-2HG) produkuje. Vyse popsané drahy, jez katalyzuji GLO1, HAGH, PHGDH a HOT, produkuji R-
2HG (71 — 74). Nové byly ale popsany dalsi enzymy produkujici 2HG: laktatdehydrogendza-A a
mitochondridlni malatdehydrogenaza v témér anoxickych podminkach produkuji S-2HG v nddorovych
bunkach, coz podporuje malignitu podobné jako R-2HG (75).

Mutace v enzymech nadorovych bunék, zahrnujici i IDH1 a IDH2, silné implikuji pozménény
metabolismus v pribéhu tumorigeneze (76). IDH1/2 mizZe katalyzovat pfeménu isocitratu na 20G a
zédroven i syntézu 2HG (29). Pochopitelné se v nadorovych burikich vyskytuji i mutované i
nemutované formy téchto enzym(, pricemz markantni rozdil je vidét hlavné v mnoiZstvi
syntetizovaného 2HG (77, 78). Dlouhou dobu se predpokladalo, Ze za syntézou 2HG stoji pouze
bodové mutace téchto enzymu (79, 80), ovsem nové bylo prokazano, Ze nadorové bunky tvori 2HG i
bez mutace IDH1/2 (18, 65). Konkrétni mutace se vyskytuje u nékterych nadorovych onemocnéni na
IDH2 v Argl140 nebo Argl72, u IDH1 pak byla nalezena v Arg132(81 — 84). V soucasné dobé byla
objevena novd mista mutace na téchto enzymech, které se vyskytuji kromé AML a gliomu i
v chondrosarkomech, cholangiokarcinomech a v lymfomu angioimunoblastickych T-bunék (76).

Mutace IDH1/2 u gliom( a vibec u vétsiny oligodendroglidlnich tumor( vidy souvisi s jinymi
molekularnimi aberacemi, jako tfeba s TP53 mutaci nebo ztratou (kodeleci) 1p/19g v chromozomech
(96). Neni znamo, jestli je kodelece spojena se zvySenou expresi mutované IDH1 a 2 pfimo Ci
neptimo, ale je potvrzeno, Ze tato zména na chromozomu zpUsobi lepsi Zivotaschopnost
oligodendrogliomu a snizi citlivost na lécbu (82 — 84). IDH1 a IDH2 mutace a s tim spojena zvySena
koncentrace 2HG v séru slouZi jako prognosticky marker u pacientd s intrahepatickym
cholangiokarcinomem, akutni myeloidni leukémii a gliomy (71, 86 — 88).
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Obrazek 1 Enzymaticka aktivita mutované a nemutované IDH1/IDH2 v burikdch multiformniho
glioblastomu. Upraveno dle (89).

Vyznam 2HG nespociva jen v usnadnéni diagnostiky pacient(, ale podili se — na urovni bunky — na
inhibici prolylhydroxylds (PHD) a s tim souvisejici stabilizaci HIF1a, jeZ je nasledovana napft. aktivaci
genu pro SLC2A1 (solute carrier family 2, member 1), kédujici glukdzové transportéry nebo VEGF,
podilejici se na angiogenezi (90). Bylo prokazano, ze 2HG kompetitivné inhibuje 20G dependentni
dioxygenazy (Obrazek 2), zahrnujici histon demethylazy, prolyl hydroxylazy (PHDs), kolagen prolyl-4-
hydroxylazy a TET rodinu 5-methylcytosin hydroxylaz, coz zpUsobuje Siroké genomové zmény histonu
a methylaci DNA (70, 91). Diky témto zménam zUstdvaji leukemické bunky dediferencované, coz
podporuje jejich proliferaci a preziti (49). Upregulace c-Myc sledovand v prsnim karcinomu bez
mutace IDH1/2 také vede k nékolikanasobné akumulaci 2HG a ke globalnim zménam epigenomu, coz
vyznamné zhorSuje progndzu (44). Zajimavé je, Ze mTORC1 a HIFla, dva zdsadni regulacni proteiny
bunécéného metabolismu a proliferace, které byvaji deregulovany v naddorovych bunkach, jsou také
fizeny PHDs, ¢imZ mohou byt ovlivnény zvySenim hladiny 2HG (69, 70, 92, 93).
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Obrazek 2 Produkce S-2HG pfi katalytické reakci s laktatdehydrogendzou-A a mitochondridlni
malatdehydrogendazou v hypoxii. Upraveno dle (75)

Otdzka vyznamu 2HG vsak neni stale definitivné zodpovézena a rozhodné to neusnadnuje fakt, Ze
2HG ma jeden chiralni uhlik. Doposud neni ani jednotny nazor na efekt 2HG na 20G-dependentni
dioxygenazy (20G-DD).

Nékteré studie na nadorovych burikach naznaduji, Ze jednotlivé enantiomery plsobi odlisSné — R-
2HG, na rozdil od S-2HG, aktivuje EGLN (gen kédujici enzymy HIF-prolyl hydroxylazu 2 (HIF-PH2) a
prolyl hydroxylazovou doménu-obsahujici protein (PHD2)), coZz ma za nasledek redukci HIF. Zaroven
vyssi hladiny 2HG pfispivaji k zvysené proliferaci (69, 93). Ovsem Tarhonskaya et al. prokazali, Ze
jednotlivé enantiomery maji stejny vliv a aktivuji 20G oxygendzy, ackoliv v této praci bylo pracovano
s nefyziologicky vysokymi koncentracemi 2HG (68).
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Neni tedy zatim jasné, ktery z enantiomerl je béiné produkovan vtumorech. V ledvinovém
nadoru je produkovan diky IDH1/2 L-2HG (S-2HG) a k inhibici 20G-DD dojde pravé diky L-2HG (94).
Andersson et al. (2011) uvadéji jako produkt IDH1/2 R-2HG v leukemickych burikach (42). A pravé
diky inhibici IDH1, ktera se bézné podili na obrovské produkci 2HG, dochazi k horSimu rdstu kolonii
AML, véetné diferenciace AML bunék, a k delsimu prefZiti pacient( (95).

2 Cile prace

Pochopeni metabolismu a patologie nadorovych bunék patfi v sou¢asné dobé k nejdilezitéjsim
tématlm védeckého vyzkumu. Transformované burniky méni svij metabolismus a adaptuji se tim na
zvySenou, respektive nekontrolovanou miru proliferace a invazivitu. Jednim z adaptacnich
mechanizm( je zvy$ena mira zapojeni RK do metabolismu bufiky. Rada studii ukazuje, 7e tato dréha
ma slouzit pro anabolické procesy spojené pravé s proliferaci. Bylo potvrzeno, Ze je tato reverzni
reakce posilena v hypoxickém prostfedi, a ve zvySené mife spotfebovdva NADPH. Vyznam RK pro
nadorové buriky nebyl jesté zcela objasnén. V fadé nadorovych linii, véetné nami pouZzitych, nebyla
RK ani jeji spojitost s metabolismem glutaminu doposud prokazana vibec. IDH2, participujici na RK,
slouZi i jako enzym, ktery se vyznamné podili na syntéze 2HG. Tento (plvodné onkometabolit) se
podili i na epigenetickych zménach, které rovnéz ptispivaji k proliferaci.

Ve zdravych bunkach zatim dosud nebyla uspokojivé zodpovézena otazka vyznamu 2HG, ani
nebyla jednoznacné prokazana jeho pfirozené fyziologickd hladina, nepocitdme-li jeho diagnostické
vyuziti u leukemickych pacientl. V kontextu teorie o metabolickém remodelingu, kde nadorové
buniky pfejimaji to nejlepsi od zdravych bunék, by pak pravé nenadorové buriky mohly byt z hlediska
vyzkumu 2HG pfedobrazem celkového feseni problému.

Dle dosavadniho vyzkumu existuje redlna Sance, Zze pravé 2HG by mohl byt Uspésné vyuzit i jako
marker prsnich karcinoma.

Cilem prace bylo:
1) Prokazat existenci RK v nadorovych buiikach prsniho karcinomu HTB-126 a MDA-MB-231
» Prokazat zavislost RK na glutaminolyze
» Prokazat vyznam IDH2 jako enzymu, ktery se nezanedbatelné podili na fungovani RK a
syntéze 2HG
» Porovnat tyto poznatky vhypoxii (HPX) a v normoxii (NMX), pfipadné v dalsich
podminkach, které simuluji to, ¢im pfi proliferaci nddorové bunky prochazeji.

2) Prokazat existenci syntézy 2HG ve zdravych bunkach
» Vliv syntézy 2HG na proliferaci nddorovych a zdravych bunék.

3) Pomoci analyzy klinickych vzorkl stanovit koncentraci 2HG u pacientek s karcinomem prsu
v moci a séru a najit korelaci mezi hladinami tohoto metabolitu a stadiem (stage) nemoci.

3 Material a metody

3.1 Tkanové kultury
Chemikalie pochazely prevainé ze Sigma Aldrich (St. Louis, MO). Estrogen receptor—negativni
bunky prsniho karcinomu, HTB-126 (Hs 578T), nenadorové HTB-125 (prsni epitel, Hs 578Bst), MDA-
MB-231 (epitelidlni) buniky adenokarcinomu, SHSY5Y neuroblastomové buriky, bunky potkaniho
inzulinomu INS1E a bunky pankreatického adenokarcinomu PaTu 8902 byly zakoupeny z ATCC.
Glukézové medium bylo pFipraveno z glucose-free Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM, UMG,
Praha) dopInéného o glukdzu s vyslednou koncentraci 25 nebo 5 mM, glutaminem s vyslednou
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koncentraci 4 mM, 10% fetal calf serum (FCS,Biochrom, Berlin, Germany), 10 mM Hepes, 1 mM
pyruvat, 1.5 g/l NaHCO;, 100 U/ml penicillin, 100 U/ml of streptomycin.

Rakovinné buriky tlustého stfeva HCT116 a téZe buriky s knock-in mutaci R132C na IDH1 (HTC116
R132C) byly zakoupeny od firmy Horizon Discovery (Cambridge, Anglie). Glukézové medium pro
HCT116 bylo pfipraveno z RPMI-1640 doplnéného o glukdzu s vyslednou koncentraci 11 mM,
glutaminem s vyslednou koncentraci 2 mM, 10% fetal calf serum (FCS, Biochrom, Berlin, Némecko),
10 mM Hepes, 1 mM pyruvat, 1.5 g/l NaHCO3, 100 U/ml penicillin, 100 U/ml of streptomycin. Stejné
médium, obohacené merkaptoethanolem (4 ul/1), bylo pouZito pro INS1E.

Vsechny bunécné linie byly kultivovany ve vlhéeném vzduchu s 5% CO, vinkubatoru s 37°C.
Hypoxie pro kultivaci bunék byla dosazena diky hypoxické komore (Scitive N, Ruskin, Pencoed,
Anglie) s 5% CO, a kontrolovanou smési vzduch/N, k ziskani 5% O..

Pro experimenty, ve kterych byla testovdna schopnost fyziologické hladiny 2HG stimulovat
proliferaci, byla pouZzita standardni popsana média i podminky (normoxie, hypoxie). V ptipadé 1%
séra bylo ptimichano adekvatni mnoistvi FCS a zbyly objem byl doplnén vodou, aby vysledna
koncentrace dalSich komponentll odpovidala standardnimu protokolu. Nemodifikovany,
nederivatizovany 2HG byl pfidavan pfimo do média v poZzadované koncentraci 2 a 5 mM, pticemz byl
oSetfen, aby nedoslo ke kontaminaci tkanové kultury. Koncentrace 2HG v burikach, a vibec
schopnost prostupu pres bunécnou sténu, byla ovéfena vsamotnych bunkach pomoci GC-MS,
pficemzZ bylo zjiSténo zvysSeni pouze ve fyziologickych intencich bunék, ke kterému doslo napfiklad
také po vystaveni bunék hypoxii (vice kapitola vysledky). Tim padem byla ovérena i vhodnost nami
uzité koncentrace 2HG v médiu, coby optimalni extraceluldrni hladiny.

Obdobné bylo postupovano pfi péstovani bunék SHSY5Y v hypoglykemickych podminkach 1mM
glukdzy, bez glutaminu. Obé komponenty byly nahrazeny v médiu vodou, pochopitelné s ohledem na
umérny pridavek glukdzy.

3.2 Silencing isocitratdehydrogenazy 1 & 2

Silencing IDH2 v HTB-126 byl proveden pomoci pLenti6.3-V5-DEST vektoru s vlozenou silencovaci
kazetou z pcDNA6.2-GW/EmGFP-miR uZivajici BP/LR Gateway reakci (LifeTechnologies, Carlsbad, CA).
Kazeta obsahovala reporterovy gen EmMGFP a sekvenci specifickou proti antiparalelnimu
oligonukleotidu, oznacovanou jako mi280 a mi308, obé navrzené pomoci BLOCK-iTRNAi Designer
(Life Technologies). DNA bylo do bunék vélenéno pomoci lentivirdlni transdukce (ViraPower Lentivi-
ral Expression System, Life Technologies).

shRNA bylo pouZito pro silencing IDH2 v MDA-MB-231 vytvorenim péti shRNA, oznacované shA az
shE. Hu-SH shRNA expressing vectors proti lidské IDH2 (TG312260) byly potizeny z OriGene
(Rockville, MD).

Stabilni linie HTB-126 mi280 a mi308 byla osetfovana (udrZovana) selekénim antibiotikem
blasticidinem (1 mg/ml; miRNA) a linie MDA-MB-231 byla ovlivnéna puromycinem (0,5 mg/ml;
shRNA).

IDH1 byla silencovana pomoci Silencer Select Pre-designed siRNA (Life Technologies). Buriky HTB-
126 nebo mi280 a mi308 bunééné linie (10°) byly transfekovany s 30 nM siRNA nebo pro ,mock”
negativni kontrolu pouze cinidlem Oligo-fectamine reagent (Life Technologies) a byly sklizeny 48
hodin po transfekci.

3.3 Plynova chromatografie s hmotnostni detekci

Pomoci GC/MS byly méreny polarni bunééné metabolity; predevsim karboxylové kyseliny
Krebsova cyklu — jejich koncentrace a inkorporace C (Obrazek 3). Koncentrace byla mé¥ena pro
citrat, malat, 2HG, 20G, fumarat a laktat. Retencni ¢as metabolitli byl ovéfen pomoci standard(
(Sigma Aldrich), které byly zaroven pomoci hmotnostniho detektoru ,proskenovany” v modu SCAN a
z celého ziskaného spektra pro dany analyt byl vybran fragment molekuly (m/z), ktery byl dale méren
vmodu SIM (selected ion monitoring), ¢imZ se dosadhlo presnéjsSich vysledkl a nizsi meze
stanovitelnosti. Zaroven byla spektra pro jednotlivé latky zkontrolovdna v komeréni knihovné

12



spekter NIST. Se znalosti spekter komercnich standard(, a s retenénim c¢asem pak nebylo v redlném
vzorku problematické ovéfit identitu konkrétniho analytu.

Preanalyticka faze

Metabolity byly ziskany z tkani nebo in vitro experimentd s tkariovymi kulturami, poptipadé ze
séra potkan( ¢i média.

V jednotlivych fazich preanalytické ptipravy bylo pfedevsim dbano na maximalni moznou inhibici
vsech metabolickych pochodd, které by privodily nedenaturované enzymy, jez by zpUsobily zménu
pomérl jednotlivych metabolitl. V disledku toho byly vzorky po sklizeni zamraZeny, jejich prevoz
probihal na ledu a analyticka priprava musela byt efektivni a rychld. Experimentalné bylo ovéreno, ze
vzorek, ktery je vice jak 60 minut rozmrazen v prostfedi PBS, ¢i média, v pokojové teploté, aniz by byl
zpracovan, je znehodnocen.

3.3.1.1 Design experimentu s 1-13C-glutaminem - Princip izotopického znaceni

EXTRACELLULAR SPACE
I ]

Obrazek 3 Inkorporace C uhliku (modie zvyraznény) z 1-*C glutaminu do 2-oxoglutaratu (20G) a
nasledné reduktivni karboxylaci do citratu. Zndzornény citrat-maldtovy antiport exportuje citrat do
cytosolu, kde vznikd malat.

Princip metody inkorporace >C do metabolitd spocivd vjednoduchém mechanismu, ktery
neumoziiuje inkorporaci jinam ne? do metabolitdl RK. 1-*C-glutamin se pfeméni pfi glutaminolyze na
1-°C-20G, ktery miZe byt dale metabolizovdn v dopfedném sméru na sukcinyl-CoA, ¢im? dojde
k od$tépeni °CO, a nasledné ztraté znacky zKrebsova cyklu. Diky RK viak miZe byt 20G
karboxylovan a pfeménén na citrat, ktery nese izotopicky znaceny uhlik (Obrazek 3). Cast citratu je
dale exportovana do cytosolu, kde je diky ATP-citrat lydze pfeménén na oxalacetat (dale pak malat) a
acetyl-CoA pro tvorbu lipidl nebo diky cytozolické akonitdze pfeménén znovu na isocitrat a pomoci
IDH1 na 20G. 20G zaroven v cytozolu i v mitochondriich slouZi jako prekurzor pro tvorbu 2HG. Neni
tedy mozné (na rozdil od 1-C-citratu a 1-"C-maldtu) uréit na GC/MS zjaké reakce 1-C-2HG
pochazi.

Buniky byly péstovany do odhadované konfluence 80 — 90%, zpravidla tfi dny od naseti byl
proveden experiment. V den experimentu bylo kultivaéni médium nahrazeno na 6 hodin médiem s 1-
Bc-glutaminem, ktery byl ve stejné koncentraci jako neznaceny glutamin v ptvodim médiu. Poté byly
bunky pomoci trypsinu sklizeny, bunécna suspenze byla sto¢ena a bunécnd peleta byla po odsati
supernatantu (trypsin fedény médiem) promyta PBS. Takto promyta peleta byla okam?Zité zmrazena v
-80°C, kde byla uskladnéna do prevozu a do vlastni analytické faze pripravy vzorku.

V pripadé ovlivnéni bunék bézné uzivanymi modifikatory bunécné respirace, odprahovacem FCCP
(2-[2-[4-(trifluoromethoxy)fenyl]hydrazinyliden]-propandinitril),  antibiotikem oligomycinem a
pavodnim rostlinnym jedem rotenonem, bylo buikdm vyménéno médium dle popsaného
experimentalni schématu, ale 30 minut pred sklizenim byla do médii pfiddna ucinna latka. Tento ¢as
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byl uréen podle publikované moZnosti prostupu podobnych latek pres membrany v pfisedlych
burikach (96)

V pfipadé uziti galaktézového média byly bunky nasety pfi pasazovani pfimo do média
s galaktézou a péstovany 72 hodin. Jelikoz bunky rostly pomaleji, bylo mnohem obtizné;jsi odhadnout
pocatecni hustotu. Pavodné bylo médium burnkam vymeénovano druhy den od naseti, ale ukazalo se,
Zze hlavni vliv na spravné prisednuti ma predevsim koncentrace séra, tudiz nasim potfebdm —
ponechat buriky co nejdelsi dobu v aglykemickém prostfedi — vyhovoval systém pasazovani pfimo do
média s galaktdzou, bez glukdzy.

V pripadé vzorkli mérenych v odliSnych koncentracich CO, byly buriky na 72 hodin péstovany
v odli$né atmosfére a do média bylo pfiddno Na,HCO; v ekvivalentnim mnoZstvi, tj. pro 1% CO, pouze
1/5 objemu, zbytek byl suplovan vodou. pH jednotlivych médii bylo ovéfeno digitalnim pH metrem
v daném prostiedi pred i po experimentu, aby nedochazelo k méreni artefakt( vlivem zmény pufracni
kapacity.

3.3.1.2  Design experimentu pro ziskdni pfesné koncentrace analyti

Metabolity byly méreny ve vzorcich, ke kterym nebyl pfidan znaceny glutamin. Pravé inkorporace
3¢C byla d@ivodem, jen? u nékterych metabolitti znemoznil presnou kvantifikaci. Mnohem jednodussi
bylo zavést metodu Cisté pro neznacené analyty. V ramci sprdvného stanoveni koncentrace bylo
bunkdm 24 hodin pred experimentem vyménéno médium za cerstvé. DOvodem byla zhorsena
reprodukovatelnost vysledkll, pokud tak nebylo ucinéno. Tento jev byl opakované pozorovan a
pravdépodobné ho zplsobovalo sniZzeni koncentrace Zivin po tfidenni inkubaci, coZ ovlivnilo i
koncentraci sledovanych analytt a pomér jednotlivych anaplerotickych drah. V den experimentu byly
bunky pomoci trypsinu sklizeny, bunééna suspenze byla sto¢ena a bunécna peleta byla po odsati
supernatantu promyta PBS, v témie roztoku resuspendovdna a v bunécné suspenzi byly spocitany
bunky. Znovu stocend peleta byla okamzité zmrazena v -80°C, kde byla uskladnéna do prevozu a do
vlastni analytické faze zpracovani vzorku.

Analyticka faze ziskani metabolitt

Bunécné metabolity byly ziskdvany modifikovanou Folchovou extrakci zin vitro péstovanych
tkanovych kultur i organ( vyjmutych z pokusnych potkand.

Z organu byly jesté ve zmrzlém stavu odkrojeny kousky, zvazeny a urychlené homogenizovany
v methanolu a aZz po homogenizaci byla pfidana ve stejném objemu voda. Buné¢na peleta z in vitro
experimentu byla pfimo lyzovana smési methanol/voda (1/1).

K vzorkm v polarni fazi byl pfidan chloroform a k vzniklé smési (methanol/voda/chloroform =
1/1/2) byla pfidana EDTA (vyslednd c=50 uM) pro lepsi fazové rozdéleni polarnich a nepolarnich
komponent a precipitaci proteinli na fazovém rozhrani.

Vzorky byly dikladné promichany, protfepany a zvortexovany a nasledné centrifugovany pti 1000
x g po dobu 10 minut.

Po stoceni byla horni polarni faze oddélena a lyofilizovana do Uplného odpareni — v zavislosti na
objemu cca 6 — 12 hodin.

PFi méreni koncentrace metabolitd byl k bunécné peleté nebo kvzorku tkané pridan pred
pripravou Stavelan sodny jako vnitfni standard.

GC-MS méieni

Lyofilizované vzorky byly derivatizovany 60 minut pfi 60°C smési pyridin/N,O-bis(trimethyl)silyl
acetamid/chlorotrimetylsilanu v poméru 10/4/2. Derivatizaéni smés se vzorkem byla nastfikovdna
pfimo do plynového chromatografu 6890N (Agilent Technologies, USA) s MS detekci 5973N (Agilent
Technologies, USA). V ovéfenych spektrech metabolitl byly vybrany specifické ionty pro SIM detekci
(selected ion monitoring): vnitfni standard m/z 190, citrat m/z 273, malat m/z 335, 2HG m/z 349,
20G m/z 347, laktat m/z 219, fumarat m/z 245. Pro SIM izotopicky znacenych metabolitd byl zvolen
iont m/z M+1.
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Postanalyticka faze — vyhodnoceni vysledki
Vysledky byly vyhodnoceny na zakladé nize uvedenych vypoctd.

3.3.1.3  Vypocet relativni inkorporace 13C
Mira inkorporace (MI) byla vypocitana jako procentudlni zastoupeni metabolitu s molekularni
hmotnosti o jednu vétsi (M+1). Procenta byla spocitana z ploch piki pro metabolity s inkorporaci

M+1 a bez inkorporace M (a.).
M+1

I = 1o

Pro stanoveni inkorporace bylo ovsem dulezité stanovit pozadi, které vyjadfuje pravdépodobnost
s jakou se iont M+1 bude pfirozené vyskytovat, protoze i samotné vzorky bez 1-"*C-glutaminu maji
pfirozené zastoupené izotopy M+1, tudiz samotna Ml bez korekce pozadi nema skute¢nou vypovédni
hodnotu. Pozadi bylo spocitano pro jednotlivé molekuldrni fragmenty (ionty), které byly méfeny
v SIM modu na GC/MS a nasledné ovéreny experimentalné.

Pro méreni RK byl zvolen ion citrdtu m/z 273 (Obrazek 4), malatu 335 (Obrazek 5) a 2HG 349
(Obrazek 6).

a.

HaC
i~0
HC” “cH ¥ CHs
S

U o= S\|—~CH3

A © CHO s
HeC' CH, \,Si\/ 3

He CHs

Obrazek 4 Molekula citrdtu po derivatizaci trimethylsilylaéni smési. Cervené €ary naznaduji mista,
ktera se s nejvétsi pravdépodobnosti odstépi pfi ionizaci MS

lont citratu ma po odstépeni fragmentl atomy v mnoiZstvi 11xC, 2xSi, 4x0 a 22xH.
Vypocet pozadi (P) byl proveden dle priimérného, znamého, procentualniho vyskytu M+1 izotop(
pro jednotlivé atomy (i), ktery byl vynasobeny jejich mnoZzstvi X (b.).
b. P= Z %i'Xi
Po dosazeni dat (1,1% “C; 4,67% *°Si; 0,015% °D; 0,039% '’0) do rovnice ziskdme vztah pro citrat:
Pitrar = 1,1%.11 + 4,67%.2 + 0,015%. 22 + 0,039%. 4
P.itrar = 21,926%
Dalsi molekulou je malat 335, coZ je molekularni iont bez jednoho methylu (Obrazek 5) se
sumarnim vzorcem C;,H,,05Si; a P=27,81%.

?Hs Ha-g(/CH:”
. Si
S
HC TN o O
=
O HiC

Obrazek 5 Molekula maldtu po derivatizaci trimethylsilylacni smési. Pro MS detekci je pouZit
fragment postradajici methylovou skupinu.

Stejné jako iont maldtu, je i iont 2HG 349 fragment, ktery postradd jednu methylovou skupinu
(Obrazek 6). Jeho strukturni vzorec je C13H,005Si; a P=28,94%.
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Obrazek 6 Molekula 2HG po derivatizaci trymethylsilylaéni smési. Pro MS detekci je pouzit fragment
postradajici methylovou skupinu.

Vypocet pozadi u vSech molekul byl odliSny nez experimentalni vysledek. Hodnota zmérena na
GC/MS se lisila zhruba o 2,5 az 5 jednotek %, coZ odpovidalo 20% z celkové teoreticky vypocitané
hodnoty, pficemz skute¢na, nameérend hodnota byla vidy nizsi. Tento jev je s nejvétsi
pravdépodobnosti zplisoben samotnou pravdépodobnosti, s jakou se vyskytuji M+1 a M+2 molekuly
ve smési. Teoreticky vypocet nezohledriuje mozZnost, Ze jedna molekula mlZe obsahovat dva atomy
A+1.V tom pripadé by pak dand molekula méla M+2, coz diky nasemu nastaveni SIM modu na GC-MS
nejsme schopni detekovat. Procentualné se ndm tedy sniZuje zastoupeni molekul pouze s jednim
izotopem diky moZznym permutacim ve vyskytu izotopU. Procento takto sparovanych atom( (M+2 a
vice) sice neni vysoké, ale zaroven pfi takto velkych molekuldch neni ani zanedbatelné. Navic tento
vypocet je vhodny pouze pro malé molekuly a pro molekuly mnohem vétsi byvaji vyuZity
komplexnéjsi matematické modely, zahrnujici sofistikovanéjsi vzorce pro vypocet distribuce izotopl
(97). Ve vSech experimentech se znacenym glutaminem byly proto méfeny kontrolni vzorky, ke
kterym nebyl pfidan izotopicky znaceny glutamin. Experimentdlné ovéfené hodnoty P byly pouzZity
pro vypocet inkorporace (P,). Nutno podotknout, Ze experimentdlné zjisténé pozadi sice nebylo
presné shodné s teoretickym, ale pokazdé vykazovalo stejné hodnoty, samoziejmé s ohledem na
chyby pfi odecitani pikG vrlznych experimentech. Teoretické hodnoty slouzily pro kontrolu
spravnosti méreni.

Vypocet miry inkorporace s korekci experimentalné zjisténého pozadi byl ndsledovny:

C. Mlyor = MI — Py

Ml je skutecnd inkorporace po odeclteni experimetnalné zjisténého pozadi pfirodné
zastoupenych C molekul.

V pfipadé, Ze bychom odecitali teoretické hodnoty P, vnaseli bychom si systematicky chybu a
snizovali miru inkorporace.

MI je namérena inkorporace véetné p¥irodné zastoupenych *C molekul

Pexo J€ €Xperimentdlné zjisténé pozadi ve vzorcich bez pouziti **C-glutaminu

3.3.14 Vypocet koncentrace metabolit(i u experimentu bez pfiddni znaceného
glutaminu

Zasadni pro kvantifikaci se ukazalo pouziti vnitfniho standardu. Diky nestabilité derivatizacniho
¢inidla a jeho nachylnosti na plsobeni vzdusné vlhkosti dochazelo i béhem méreni k castecné
degradaci vzorku, proto bylo nutné vztahovat plochy pik(i metabolitl k néjaké strukturné podobné
latce, ktera vykazuje podobny retencni Cas, ale nevyskytuje se pfirozené v burikach. Experimentdlnim
ovérenim byla pro tento Ucel zvolena kyselina $tavelovd, jejiz mnozstvi je v tkanich v rdmci Sumu
zanedbatelné (nebylo ji mozné stanovit ani kvalitativné), a navic je po pfidani snadno detekovatelna
a relativné stabilni. Z financ¢nich dvodl nebylo mozZné poufZit izotopy znacené standardy.

V odhadovaném rozmezi koncentrace metabolitd byly zméfeny kalibraéni pfimky. Presnd
koncentrace u realnych vzork(d pak byla jesté prepocitana na pocet bunék.

Pfesna koncentrace byla vypocitana ze smérnice kalibraéni pfimky, pficemz na osu y byl vyndsen
pomér Ai/As, kde A, je plocha piku analytu a A, plocha piku vnitfniho standardu $tavelanu. Osa x pak
popisuje zndmou koncentraci standardu analytu c,.. Na zadkladé predpokladu mozZné interpolace a
extrapolace mohla byt spocitana pfesna koncentrace analytu pro konkrétni poméry Ai/As. Vysledna
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hodnota byla jesté prepoctena na pocet bunék. Ze vztahu y = k.x + g, kde k je smérnice pfimky a g

posunuti po ose y, byla vypoctena smérnice jako:
_Yy-q
a. k= T
Pricemz plati, Ze g = 0, kdyZ c,s (A,s) nebo koncentrace analytu c;(A;) = 0.
Lze tedy odvodit vztah pro k, pficemz po dosazeni ziskdme tuto rovnici:
A.
b. k= E;
Cas

Po takto zméfené a vypocitané smérnici pro jednotlivé standardy analytd mohla byt vypocitana
koncentrace analytu ¢; v realnych vzorcich.

Nt

C. ¢ =
Xcell

X 2de predstavuje mnozstvi bunék. Vysledna koncentrace analytu ve vzorku pak byla vyjadrena
v nmol/milion bunék.

V nadorovych bunkach byly mérfeny metabolity Krebsova cyklu (citrat, malat, fumarat, 20G),
véetné 2HG a laktatu.

3.4 lzolace organt z potkana

Potkani byli usmrceni a z jejich tél byly urychlené vyjmuty potfebné organy ¢i jiné tkané, které
byly okamZité zmrazZeny v tekutém dusiku, aby doSlo k minimdalnimu posunu v hladiné jednotlivych
metabolitl. Po Uplném zamrazeni byly organy presunuty do mrazaku -80°C, kde byly uskladnény do
analytické pfipravy.

S potkany bylo zachazeno v souladu s platnym zdkonem na ochranu zvitat proti tyrani.

V pripadé izolace hepatocytd byly dodrZzeny vSechny zasady zakona na ochranu zvitat proti tyrani.

Potkani hepatocyty byly izolovany v laboratofi MUDr. Nikoliny Kutinové-Canové, Ph.D. ve
Farmakologickém ustavu 1. LF UK podle standardniho protokolu s pouzitim kolagenazy zajistujic
rozpad jaterniho pojiva. Izolované buriky byly nasledné zamrazeny ve Williamsové médiu obsahujici
2 mM glutamin, 0,06% insulin a 5% FCS. V ptipadé, Ze byly hepatocyty kultivovany 24 hodin na
Petriho miskdch, byly pfevezeny na ledu a v misté pokusu byly nasety v mnozstvi 8 mil/75 cm?® misku
a péstovany v DMEM 5 mM glukézovém médiu. Misky pro naseti bunék byly kolagenovany
komercnim roztokem kolagenu | (Sigma Aldrich).

Fibroblasty byly izolovany z potkani kidze (ucha) a kultivovany v jiz popsaném DMEM 5mM Glc
médiu. Nejprve byl usni laliéek oplachnut v ethanolu a ve sterilnim PBS, poté byl pomoci nlzek
rozstfihan na co nejmensi kousky, které byly nasledné na Petriho misce kultivovany do doby, nez
jednotlivé usni fibroblasty nepfisedly na misku. Poté byly odstranény zbytky kl(iZze a bunky byly
prepsazovany do Cisté Petriho misky. Nasledné byla tkanova kultura standardné pasazovana.

V praci jsme porovnavali izolované fibroblasty: staré a mladé. Lisily se v poctu pasazi — mladé
fibroblasty byly méfeny do 10. pasaZe, zatimco staré fibroblasty byly péstovany vice nez 30 pasazi.

3.5 Ziskani a zpracovani krve a moc¢i pacientek s karcinomem prsu a zdravych kontrol

Vyzkum probiha ve spolupréci s Onkologickou klinikou VFN a odbér vzork(ll je schvalen etickou
komisi. Samotny odbér srazlivé krve a moci probiha pfimo na Onkologické klinice, ve spolupraci s doc.
MUDr. Petrou Tesarovou, CSc.

Moc je hned po odbéru zamraZzena v -80 °C.

Krev je po odstani sto¢ena pti 3000 RPM po dobu 10 min. Sérum je odpipetovano a rovnéz
zamrazeno v -80 °C.

V nasem pripadé, kdy méfime 2HG jako ukazatel solidniho tumoru neni dobré meéfit celou
nesrazlivou krev, nebot signal analytu mizZe byt v tomto pfipadé ovlivnén samotnym sloZenim krve,
kde napfiklad bilé krvinky diky typické eukaryotické stavbé mohou produkovat 2HG a udrZovat si jeho
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intracelularni koncentraci, ktera by vysledné ovlivnila i nas signal. Ze stejného dlvodu je nutné krev
zpracovat dfiv nez dojde k hemolyze.

Znamé rozmrazené mnozstvi séra a moci (200 pul na vzorek) je dale pfipravovano podobné jako
bunéény pelet pfi méreni koncentrace metabolitl, tedy Folchovou extrakci, stim rozdilem, Ze
k obéma fluidnim vzorklm je pfidano malé mnozZstvi NaCl (<10 mg) pro lepsi precipitaci protein(i ve
vodné fazi a jejich nasledné usazeni v mezifdzi methanol-voda/CHCl;. Déle je vodnd faze
odpipetovana, lyofilizovana a zpracovana stejné jako ostatni biologické vzorky.

Pred samotnou studii byla provedena studie stability analytu — 2HG. Ukdzalo se, Zze 2HG je
relativné stabilni a v samotnych vzorcich nedochazi k jeho degradaci ani po mnohahodinovém stani
v pokojové teploté.

3.6 Analyza Western Blot

Buniky byly trypsinem sklizeny z povrchu kultivaéni lahve, ke vzniklé suspenzi bylo pfiddno médium
a vzorek byl stocen pfi 300 x g/5 minut. Supernatant byl odsan a peleta promyta 1,5 ml PBS. Tato
suspenze byla prepipetovana do mikrozkumavky a opét stocena 300 x g/5 minut. PBS bylo odsano a
peleta lyzovana/resuspendovana adekvatnim mnozstvim lyzaéniho pufru tak, aby se koncentrace
proteinu v nasledném lyzatu pohybovala mezi 2-4 mg/ml. Po 20 min lyzaci na ledu byly vzorky
stoceny 10000 x g/10 minut a supernatant byl odpipetovan pro dalsi postup.

Protein byl méren podle standardniho postupu pro ,Pierce BCA assay*“.

Vzorek byl pfipraven tak, aby bylo ve vSech jamkach elektroforetického gelu stejné mnozstvi
proteinu. Pfed ddvkovanim na gel bylo vypocitané mnozstvi lyzatu smichano s vzorkovym pufrem na
SDS-PAGE s merkaptoethanolem (9:1), a s vodou. Namichand smés byla povarena 10 minut v 90°C. V
kazdém vzorku bylo naneseno 20 pg celkového proteinu na 10% SDS-PAGE a preblotovano na PVDF
membranu (75 minut/0,3mA).

IDH2 byla detekovana primarni protilatkou vyvinutou v mysi o koncentraci 1 pg/ml (Abcam). Jako
sekundarni protildtka byla uzita anti mysi (Abcam). Pro wvyvolani byl uzit vyvolavaci
chemiluminiscencni roztok Luminata Forte Western (Merck).

3.7 Pratokova cytometrie (FACS)
FACS (BD LSR Il s HTS) byl pouZit pro méfeni pfirGstku produkce superoxidu v Zivych burikach
v Casovém intervalu pomoci fluorescencni barvy MitoSOX (Life Technologies) a pro méreni
bunééného cyklu.

Bunécny cyklus

Bunécny cyklus byl mérfen pomoci obarveni bunék jadernym cytofluorescenénim propidium
iodidem (Life Technologies, Ex./Em.:535/617). Pro toto méreni bylo dlleZité, aby buriky na miskach
nebyly prerostlé, jelikoZ by to mohlo ovlivnit miru proliferace, a tim paddem vzajemné porovnavani
vzorkd. Obecné se totiz ma za to, Ze bunky, které dosahuji témér 100% konfluence, mohou diky
intercelularni komunikaci omezit miru proliferace a zpomalit metabolismus. Odhadovana konfluence
bunék se proto obvykle pohybovala mezi 50 — 70%. Vychazeli jsme z publikovanych metod (98, 99) a
z protokolu od Life Technologies.

Buniky byly péstovany 50 hodin v podminkach bez sera + 2HG, kontrolni bunky byly péstovany
s normalizovanou hladinou séra, a také v hypoxii.

Bunky byly sklizeny trypsinem, peleta byla promyta PBS, resuspendovana a buriky spocitany. Poté
byl rozdélen do zkumavek po 1,5 milionu bunék. Suspenze byla sto¢ena (300 x g, 5min) a PBS bylo
odsato. Pelety se stejnym poctem bunék byly fixovany vychlazenym 70% ethanolem, ktery byl
postupné prikapdvan za stdlého vortexovani. Ethanolicka suspenze byla ponechana v lednici po dobu
minimalné 2 hodin, poté byly buriky sto¢eny (800 x g, 5 min) a ethanol byl opatrné odsan. Nakonec
byly zafixované pelety promyty 5 ml PBS, znovu sto¢eny (PBS bylo odstranéno) a resuspendovany
v 300 pl PBS obsahujicim RNAsu A o koncentraci 20 pg/ml (eliminace pozadi zplsobeného nezadouci
RNA). Za pokojové teploty byla suspenze inkubovdna minimalné 5 minut a nakonec byl pfimo
k suspenzi pridan propidium iodid o vysledné koncentraci 100 pg/ml.
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Takto ovlivnéné vzorky byly prakticky okamzité méreny na FACS, kde bylo pro kazdy vzorek
nasbirano 20000 udalosti a pomoci programu Flowlo bylo vyhodnoceno procentudlni zastoupeni
G1/GO, S a G2 faze.

3.7.1 Meéreni produkce superoxidu

Superoxid byl méren na zakladé modifikovaného protokolu od spolec¢nosti Life Technologies,
volné pfistupného u poZadovaného produktu — MitoSOX (Ex./Em.:510/580).

Kontrolni bunky byly péstovdny do 80% konfluence 50 hodin vdanych podminkach:
v hypoglykémii 1ImM Glc, bez glutaminu. K dalsi skupiné byl do stejného média pridan 2mM 2HG na 8
a 50 hodin. Tyto podminky byly zvoleny s ohledem na charakter 2HG a metabolismus 2HG, to
znamena, sohledem na mozZnost vzniku 2HG pfimo zglutaminu byl glutamin eliminovan, a
hypoglykémie byla zvolena za ucelem prohloubeni oxidativni fosforylace.

Napéstované buriky byly tésné pred mérenim sklizeny pomoci trypsinu, resuspendovany v1 ml
rastového média, prepipetovany do centrifugacni zkumavky Falcon, do které byl posléze pridan 1pl
rozpusténé barvy MitoSOX o koncentraci 5 uM. Vysledna koncentrace MitoSOXu v médiu byla tedy
pfiblizné 5 nM. Bunécna suspenze byla ponechdna 15 minut v inkubatoru pfi 37°C, poté byla sto¢ena
pfi 300 x g, 5 minut (podle potfeby bunék) a samotné médium s barvou bylo odsano. Pelet byl znovu
resuspendovan v PBS a prepipetovan do méfici zkumavky kompatibilni s FACS.

Samotné méreni bylo provadéno v rezimu timelaps, kde bylo kazdou minutu nasbirano 10000
udalosti, jejichZ primérna fluorescence byla vynasena na ¢asovou osu.

Vyhodnoceni zavislosti produkce superoxidu v ¢ase bylo provedeno v programu Microsoft Excel,
kde byla z pfimky zavislosti vypoctena smérnice, jejiz strmost odpovidala produkci superoxidu.

3.8 Metoda pro stanoveni miry proliferace pomoci bromodeoxyuridinu

Vyhoda této metody, na rozdil od bunééného cyklu, je v jasné interpretaci vysledkdl, které
pripousti minimalni spekulace. Zaroven diky inkorporaci 5-bromo-2’-deoxyuridinu do DNA mlZeme
jednoznacné fict, kolik bunék, respektive bunécné DNA se za dany ¢asovy Usek replikovalo.

Bunky (potkani fibroblasty, neuroblastomy SHSY5Y) byly péstovany na 6-jamkovych Petriho
miskdch do konfluence 60 - 80% v popsanych podminkach pro vyzkum zmény proliferace po ovlivnéni
2HG (1% FTS * 2HG, hypoxie, normoxie). Nasledné jim bylo vyménéno médium za cerstvé
s pfidavkem 10 pM 5-bromo-2"-deoxyuridinu (Roche; BrDU) a buriky byly inkubovany 3, respektive 16
hodin. Po inkubaci byly promyty PBS a fixovany kyselym ethanolem o pH 2 v -20°C minimalné 30
minut, ndsledné po odsani ethanolu promyty 3 x 10 minut PBS. Fixace a ndslednd rehydratace bunék
zpUsobily jejich horsi prilnavost k jamkam, proto bylo nezbytné pfi dalsim postupu ¢i promyvani
Setrné zachazeni.

Po promyti PBS byly bunky inkubovany 60 minut s primarni protildtkou proti BrDU (Cell
proliferation kit, Roche). Anti-BrDU byla vymyta promyvacim pufrem (0,05% Triton-X-100, 0,05%
Tween 20 a 0,1 M glycin v PBS; Sigma-Aldrich), vzorky byly inkubovany se sekundarni protilatkou
»anti-mouse” barvenou s Alexa Fluor 488 (Sigma-Aldrich) 60 minut, a opét 3x promyty PBS. Vzorky
tésné pred mérenim byly jesté obarveny Hoechst 33342 (Molecular Probes), ktery obarvil vSechna
jadra.

Vzorky byly analyzovany na fluorescenénim mikroskopu, kde byly pfi 488 nm zobrazeny jadra
rozdélenych bunék, tedy jadra sinkorporovanou BrDU. Mira proliferace pak byla vypocitana jako
procentudlni zastoupeni BrDU pozitivnich jader vs. pocet vSech jader, kterd byla zobrazena pfi 342
nm diky Hoechst. Pocet jader v danych vinovych délkach byl vypocitan v programu Imagel.
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4 Vysledky

4.1 Buriky prsniho karcinomu
Pro potvrzeni aktivity RK v nddorovych burkach byly zvoleny buriky lidského adenokarcinomu prsu
HTB-126 a MDA-MB-231, protoZe na tomto bunééném modelu nebyla RK dosud prokazana. Burnky
byly ovlivnény na nékolika Urovnich: koncentraci kysliku (bylo pouZito 5% O,, tedy slaba hypoxie
(HPX)), slozenim média (koncentraci glukdzy, Glc) a na molekularni Urovni silencingem IDH2 a IDH1.

Citrat a malat jako marker reduktivni karboxylace
Jako marker RK byly zvoleny citrat a maldt v kombinaci se specifickym metabolickym znacenim
navrzenym pro prokazani jak miry RK, tak glutaminolyzy (viz. Kapitola 3.3.1) jako vyznamné
metabolické drahy. Byla mé¥ena inkorporace *C z izotopicky znateného glutaminu (GIn) do citratu a
malatu, metabolitd Krebsova cyklu. Soucasné s tim byla zkoumana draha syntézy 2HG.

4.1.1.1 HTB-126

U citratu doslo k inkorporaci *C z GIn prostfednictvim RK v NMX i HPX, a v obou pouZitych
koncentracich glukdzy (Glc). V hypoxickém prostiedi doslo k statisticky signifikantnimu zvyseni
inkorporace u kontrolnich bunék i bunék se silencingem IDH2 (mi280, mi308) pro 5 mM Glc
(p<0,001), a u kontrolnich bunék a mi280 v 25 mM Glc ( p<0,05), a dale i u mi308 (p<0,001).

Rovnéz doslo k poklesu inkorporace u stabilnich linii se silencingem IDH2 (mi280, mi308) v NMX i
HPX, ovsem v rlizné mife v pouZité 5 a 25 mM Glc. V5 mM Glc doslo ke statisticky signifikantnimu
poklesu v NMX i v HPX (p<0,05 pro mi280 i mi308). V 25 mM Glc doslo v NMX k signifikantnimu
poklesu u mi280 (p<0,05) i mi308 (p<0,001), ke stejnému jevu doslo i v HPX (p<0,05 pro inkorporaci u
mi280 a mi308 s.

Zaroven je patrna zvysena bazdlni inkorporace v 25 mM Glc médiu v NMX oproti 5 mM Glc NMX,
neplati vSak pro HPX.

U malatu, stejné jako u citratu, doglo k inkorporaci *C prostiednictvim RK v NMX i HPX, v obou
pouzitych koncentracich Glc.

V HPX prostredi doslo k statisticky signifikantnimu zvySeni inkorporace u kontrolnich bunék v 5
mM (p<0,05) i 25 mM Glc (p<0,001), ale u bunék se silencingem IDH2 (mi280, mi308) pouze v 25 mM
Glc (p<0,001). RK v burikdch mi280 a mi308 péstovanych v 5 mM Glc nebyla vlivem HPX signifikantné
zvysend, a dokonce u mi280 a mi308 byla mirné snizena.

V obou pouzitych koncentracich glukdzy (v 25 mM i 5 mM Glc) doslo, ve srovnani s odpovidajicimi
kontrolnimi liniemi, k signifikantnimu poklesu (p<0,05) v inkorporaci **C u stabilnich liniich (mi280,
mi308), a to v NMX i HPX.

Zaroven je patrna zvysena bazalni inkorporace v 5 mM Glc médiu v NMX oproti 25 mM Glc NMX,
to vsak neplati v HPX, navic se jedna o opacnou reakci nez u méreni inkorporace do citratu.

4.1.1.2 MDA-MB-231

Reduktivni karboxylace (% 1-"C-Citratu) v burikich MDA-MB-231 se silencingem IDH2 a v burikach
s nahodnou sekvenci RNA SCR v NMX (slouzicich jako kontrolni experiment). Je patrné signifikantni
snizeni inkorporace u bunék shIDH2 v 5 (p<0,001) i 25 mM Glc (p<0,05) médiu. Jedna se tedy o
podobny efekt jako u stabilnich HTB-126 linii se silencingem IDH2, ale na rozdil od HTB-126 nedoslo
k signifikantni zméné inkorporace vlivem pouzitého média, tedy pfi péstovani bunék v5 ¢i 25 mM
Glc.

Zaroven je patrné signifikantni snizeni inkorporace do 1-*C-Malatu u bunék shIDH2 v 5 (p<0,001) i
25 mM Glc (p<0,05) médiu. Na rozdil od HTB-126 zde rovnéZ nedoslo k signifikantni zméné
inkorporace pti péstovani bunék v 5 ¢i 25 mM Glc.

V liniich HTB-126 a MDA-MB-231 je vyjadiena inkorporace v % znac¢eného metabolitu, tedy bez
ohledu na totalni mnoZstvi Ize porovnat miru RK za experimentdlné identickych podminek. Celkové
Ize o inkorporaci v burikdch MDA-MB-231 fict, Ze je nizsi nez v burikdch HTB-126.
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V tabulce 1 jsou uvedené koncentrace bunécnych metabolitll v linii HTB-126 za normoxickych
podminek, v pouzitém 5 a 25 mM glukézovém médiu. Z vysledku je patrné, Zze v hyperglykemickych
podminkach dochazi k signifikantnimu narlstu koncentrace 20G a 2HG a k signifikantnimu poklesu
koncentrace citratu. Laktat byl zvySen jen mirné, zatimco malat takrka vlbec.

Koncentrace 2HG* 20G* LAC CIT* MAL
metabolitt v
mg.10°® bunék
5mMGIc  Prdmér 413,87 41,27 68242,07 66,74 116,28
SD 18,31 3,87 7360,29 6,08 5,34
25mMGlc  prgmer 500,02 95,58 77286,25 43,80 121,73
SD 5,16 6,03 8655,78 0,35 4,02

Tabulka 1 Primérné hodnoty (primér) koncentrace v normoxii a jeji smérodatné odchylky (SD) 2-
hydroxyglutaratu (2HG), 2-oxoglutaratu (20G), laktatu (LAC), citratu (CIT) a malatu (MAL) v mg.10®
bunék. Pouzité médium 5 mM glukéza (5mM Glc) a 25 mM glukdza (25mM Glc). * oznacuje
statisticky signifikantni rozdil s p<0,05 mezi 5 a 25 mM glukézovym médiem.

Syntéza 2-hydroxyglutaratu

Tvorba 2HG v HTB126 prostiednictvim glutaminolyzy byla mérena stejné jako mira RK. Jelikoz se
jedna o jednoduchou hydrogenaci 20G, izotopova znacka by se tedy nikde neméla ztracet.

Patrna je inkorporace, respektive procento *C-2HG, které vznika v NMX i HPX diky glutaminolyze
a nasledné syntéze 2HG. Je zfejmé, Ze v 5 mM Glc dochazi k silnéjsi inkorporaci oproti 25 mM Glc u
CTRL (p<0,05) i u bunék se silencingem IDH2 (nesignifikantni (n.s.)), na druhou stranu nedoslo
v téchto médiich k vyznamnému zvySeni inkorporace V HPX dokonce doslo pfi porovnani hypoxické
odpovédi s normoxickou k nesignifikantnimu poklesu u linii mi280 a mi308.

Z vysledkd vyplyva, Ze cca 45% 2HG pochazi z glutaminolyzy u kontrolnich HTB-126 bunék v 25
mM Glc a u 5 mM Glc je syntéza z GIn z60%, a podobné jako u citrdtu a malatu, i zde dochazi
k signifikantnimu sniZeni inkorporace po silencingu IDH2 (v 25 i 5 mM Gilc, p<0,05).

Zajimavé tedy je, Ze se nam nepodafrilo potvrdit zvySeni inkorporace v prostiedi hypoxie, na rozdil
od pripadu RK, coZ odrazi i absolutni mnozstvi 2HG. Zd4 se tedy, Zze formace 2HG neni na rozdil od RK
zdaleka tolik zavisla na bunécné respiraci a koncentraci O,.

Mnozstvi 2HG v pmol/10° Zivych bunék v normoxii, hypoxii a v 5 a 25 mM Glc médiu v burikach
HTB-126 - v normoxii doslo k signifikantnimu poklesu mnozstvi 2HG v25 mM Glc u bunék se
silencingem IDH2 (p<0,05), v5 mM Glc byl efekt podobny, ackoliv u linie mi308 nedoslo
k signifikantnimu poklesu, za to u mi280 ano, a to shodnotou p<0,001. V hypoxii nedoslo
k signifikantnimu snizeni po silencingu IDH2, za to dosSlo u vSech linii k vyznamnému poklesu
koncentrace za téchto podminek v5 mM Glc. Signifikantni snizeni vyvolané hypoxii bylo patrné
v médiu s 25 mM Glc jen u kontrolnich bunék s hodnotou p<0,05.

Co se tyée % 1-°C-1-2HG v burikdich MDA-MB-231 se silencingem IDH2 a v burikach s ndhodnou
sekvenci RNA SCR v NMX, je patrné signifikantni snizeni inkorporace u bunék shIDH2 v 5 (p<0,001) i
25 mM Glc (p<0,05) médiu. Na rozdil od HTB-126 nedoslo k signifikantni zméné inkorporace pfi
péstovani bunék v 5 ¢i 25 mM Glc.

Vysledky analyzy pomoci metody Western blot, které reflektuji koncentraci IDH2 v burkach
HTB126 a MDA-MB-231 po silencingu IDH2 (pomér IDH2/B-actin) je patrna nizsi koncentrace IDH2 u

evvs
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Pomér IDH2/B-actin pro shA u MDA-MB-231 je téméf 5 — 6 x nizsi oproti kontrole se Scr, lze tedy
rovnéz tvrdit, Ze i v tomto pfipadé doslo k silencingu IDH2.

Vliv inhibitord respirace na reduktivni karboxylaci
Na zakladé méreni respirace a produkce ATP, které inverzné korelovaly s inhibici IDH2 (Smolkov3,
et. al., 2015), byl méfen i vliv inhibitor( respirace na RK a syntézu 2HG.Doslo k signifikannimu poklesu
inkorporace u vSech metabolit( (p<0,05 pro 2HG, p<0,001 pro citrat a malat) pfi pouziti odprahovace
FCCP, ktery jednoznacné zvysuje respiraci. Naproti tomu inhibitor ATP synthazy Oligomycin (Oligo) a
inhibitor komplexu | Rotenon (Rot) zvysily signifikantné inkorporaci *C do véech metabolitl (p<0,05
pro 2HG, p<0,001 citrat a malat). S vyjimkou *C-malatu, ktery se po ovlivnéni oligomycinem nezvysil.

Ke stejnému vysledku doslo i u bunécné linie SHSYSY, nelze tedy tvrdit, Ze se jedna o nahodily
artefakt, ale o fakt, ze funkcénost respiracniho fetézce inverzné koreluje i s mirou RK a syntézou 2HG,
tedy i s aktivitou IDH2. V pfipadé oligomycinu doslo k signifikantnimu narlstu inkorporace u citratu a
malatu (p<0,05), zaroven doslo i k nesignifikantnimu zvyseni 2HG. U FCCP doslo k signifikantnimu
poklesu inkorporace u citratu (p<0,001), malatu (p<0,001) i 2HG (p<0,05).

Vliv galaktézového média na reduktivni karboxylaci

Dalsim fenoménem v nadorech je aglykémie, kterd, stejné jako hypoxie, potazmo anoxie, souvisi
s nedostate¢nou angiogenezi a naslednou ischemii, diky abnormalné rychle rostouci bunécné mase.
Kontrolni bunécna linie HTB-126 byla vystavena aglykémii — v médiu byla glukéza zaménéna za
galaktozu, kterou buriky nedokazi glykolyzou pfimo pfeménit na energii. Galaktéza vSak mulze byt
jednokrokové, bez ztraty energie izomerovdna na glukézu pomoci UDP. Tento proces je mozna
pomalejsi nez prfima glykolyza, ale hlavné bunky ,neciti“ glukézu v extraceluldrnim prostredi svymi
receptory spfazenymi s G proteinem (GPRC), coZz muZe byt pficinou rozdilného - hladového fenotypu,
kde dochdzi k adaptaci bunék na hypoglykémii, respektive aglykémii.

Po poutziti galaktézy doslo k vyznamnému poklesu reduktivni karboxylace (citrat p<0,001, malat
p<0,05) a syntézy 2HG (p<0,05).

Zmény reduktivni karboxylace pfti odliSné koncentraci CO,

RK byla testovana pfi dvou odlisnych koncentracich CO, v atmosfére s ekvivalentnim mnozstvim
uhlicitanu v médiu. Potvrdil se vyznam CO, jako nezbytného kosubstratu pro RK, jelikoZ mira RK byla
vyznamné sniZena pro citrat a malat (p<0,001), zatimco pro 2HG nedoslo ke statisticky signifikantni
zméné.

Pomoci metody Western blot bylo potvrzeno, Ze nedochazi v pfipadé zmény koncentrace CO,
k vyrazné zméné v expresi IDH2. Nevyznamnd zména intenzity jednotlivych signali byla ovérena
analyzou v programu ImageJ.

Silencing isocitratdehydrogenazy 1

V HTB-126 byl proveden tranzientni silencing IDH1, ktery mél ovéfit, Ze zdrojem inkorporace je
glutaminolyza spojend s RK katalyzovanou IDH2. V téchto burikdch, tedy po silencingu IDH1, byla
mérena inkorporace do citratu, malatu a 2HG.

Bylo wvyjadieno procentudlni zastoupeni izotopicky znaceného citratu, ktery pochazi
z glutaminolyzy a RK. Je zfejmé, Ze nedoslo k statisticky signifikantni zméné po IDH1 silencingu
v porovnani s MOCK (kontrola bez pridani plazmidu) a ndhodné usporadané ,,scrambled” RNA.

Zaroven je patrné, Ze tento zdsah neovlivnil miru inkorporace u kontrolnich HTB-126 nebo u HTB-
126 se silencingem IDH2 (milDH2), kde je opét jednoznacné statisticky signifikantni snizeni v5 i 25
mM Glc (p<0,001) u MOCK a silDH1.
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V pripadé pouZiti Scr IDH1 doslo k poklesu u milDH2 jen u linie v 25 mM Glc médiu (p<0,001). U 5
mM Glc milDH2 nedoslo k statisticky signifikantnimu rozdilu u Scr.

U maldtu jsme také nepozorovali Zadné vyrazné zmény po silencingu IDH1, a podobné jako u
citratu, doslo i zde ke statisticky signifikantnimu snizeni inkorporace u bunék milDH2 atov 5i 25 mM
Glc ve vSech ovlivnénych liniich.

U 2HG je situace ponékud slozitéjsi. V pripadé kontrolnich bunék nedoslo k signifikantnim
rozdildm mezi transfekci silDH1, MOCK a Scr. U linii se silencingem IDH2 (milDH2) doslo
k signifikantnimu poklesu u MOCK a silDH1 oproti CTRL (p<0,05), u SCR nedoslo k signifikantnimu
rozdilu, ackoliv trend poklesu RK v milDH2 je zachovan. Vliv silDH1 je vSak pozorovatelny u bunécné
linie milDH2, ktera vykazuje po transfekci silDH1 nizsi inkorporaci oproti MOCK a SCR (p<0,05), ovsem
tento trend neni patrny pro buriky CTRL bez IDH2 silencingu.

4.2 Reduktivni karboxylace v dalSich bunécnych liniich

Dale byla zkoumana RK, syntéza 2HG a glutaminolyza v burikdch nenadorovych, zdravych — tedy
zdali vliibec probiha a v jaké mire. Byly vybrany usni fibroblasty potkana a potkani hepatocyty. Dale
byla mira inkorporace do danych metabolitlli porovnana s vybranymi nadorovymi liniemi, véetné
pankreatickych beta bunék INS1E.

Znaceného citratu v nenddorovych bunkach neni nijak dramaticky méné, dokonce v hepatocytech
a fibroblastech dosahuje hladina inkorporace vysSich hodnot nez u nékterych nddorovych linii
(SHSY5Y, MDA-MB-231 ¢i PaTu 8902). Jako negativni kontrola, potvrzujici spravnost naseho méreni
muzZe byt pouzita linie rakoviny tlustého stfeva HCT 116 s knock-in mutaci R132C, kterd potvrzuje
publikovana data, prokazujici, ze v této linii dochazi k signifikantnimu poklesu RK (100). Ke stejnému
efektu doslo i v pfipadé inkorporace do malatu, ackoliv zde nebyl pokles zdaleka tak dramaticky.
V obou ptipadech se v3ak jedna o statisticky signifikantni pokles (p<0,001).

Naproti tomu, procentudlni inkorporace do malatu a 2HG, je patrny rozdil mezi nddorovymi a
nenadorovymi burikami. Pokud porovname nenddorové hepatocyty a fibroblasty s nddorovymi
liniemi HCT 116, SHSY5Y, MDA-MB-231, Patu 8902, HTB126 a HepG2 a INS1E, dochdzi v pfipadé
malatu k signifikantnimu poklesu (p<0,05) u hepatocytl a fibroblastd a rovnéz k signifikantnimu
poklesu 2HG (p<0,05) u téch samych bunék.

Vyznam 2-hydroxyglutaratu v nenadorovych burnkach

V dalsim vyzkumu (po prokazani existence RK a syntézy 2HG ve zdravych bunkach) jsme se
zaméfili na vyznam 2HG. Jako modelové buriky jsme vybrali potkani fibroblasty, hlavné pro jejich
relativné snadnou udrZitelnost po nékolik pasdzi a nenddorovy charakter. Dalsi zdravé burky, ke
kterym jsme méli pfistup, nebylo mozné pouzit pro jejich obtiznou pasaZzovatelnost, tedy udrzitelost.
Izolované hepatocyty, stejné tak nenadorové HTB-125, neni moZné péstovat delSi dobu v in vitro
podminkach, a INS1E, pro jejich nejednoznacnou povahu, také nebyly pfilis vhodnym kandidatem.

Fibroblasty jsme vystavili slabé hypoxii nebo stimulovali jejich rdst pridanim séra. Obé tato
prostfedi méla simulovat nékteré podminky, vyskytujici se pfi zanétech, kde castecna hypoxie
doprovazi vyssi produkci ROS fagocyty a zvySenou produkci cytokinl a rlistovych faktord monocyty
podilejicich se na proliferaci imunitnich bunék.

2HG jako kompetitivni inhibitor 20G dependentnich dioxygendz, podilejicich se mimo jiné na
proliferaci ¢i epigenetickych zménach, by mohl hrat roli v aktivaci rlstu fibroblast, a proto jsme
sledovali pomér 2HG/20G, stejné jako absolutni koncentraci 2HG.
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4.2.1.1  Stimulace riistu sérem a hypoxii
PFi stimulaci sérem doSlo k nardstu poméru 2HG/20G, ktery byl déle potenciovan hypoxii. V obou
pripadech doslo ke statisticky signifikantnimu nardGstu poméru. Sedé sloupce popisuji chovani
neuroblastomovych bunék SHSY5Y za stejnych podminek. Je patrné, Zze odpovéd na dané ovlivnéni je
zcela odlisna — inverzni, ovSem i zde doslo k signifikantnim zménam (pro SHSYS5Y i fibroblasty plati
statisticky signifikantni rozdily mezi jednotlivymi sloupci, p<0,001).

Absolutni mnozstvi 2HG koreluje s pomérem pouze v pfipadé fibroblast(, nikoliv SHSY5Y, navic u
téchto nadorovych bunék dochazi k mnohem mensim rozdilim, které jsou v kontextu fibroblast(
takrka zanedbatelné. Dochazi tedy ke statisticky signifikantnimu narlstu koncentrace 2HG
vizolovanych fibroblastech po stimulaci sérem a HPX (mezi jednotlivymi sloupci dochazi
k signifikantni zméné p<0,001).

V kontextu predeslych méreni byly ovlivnéné fibroblasty podrobeny stejnym podminkam, ale byl
méren jejich prirlstek po 50 hodinach inkubace. Ukazalo se, Ze v podminkach bez séra nedoslo skoro
k Zddnému narlstu poctu bunék (1,6x oproti mnoistvi pfi naseti), pti stimulaci sérem vsak mnozstvi
bunék bylo témér ¢tyrnasobné a pti hypoxii zhruba sedmindsobné. Tato fakta koreluji s narlstem
poméru 2HG/20G i s hodnotou 2HG za stejnych podminek.

Dalsim krokem bylo zjistit, zdali samotny 2HG, pokud bude pfidan do média, mUize ovlivnit
proliferaci fibroblast(. PouZili jsme 2 a 5 mM nederivatizovany 2HG, ktery jsme pridavali na 50 hodin
k bunkam v 1% séru. Ukazalo se, Ze mira proliferace fibroblast( koreluje s koncentraci 2HG v médiu, a
abychom vyloucili, zdali neni tato koncentrace pfili§ velkd, respektive nefyziologicka, zméfili jsme
v bunikdch s 5 mM 2HG v médiu koncentraci 2HG po fddném oplachu pelety v PBS. Koncentrace
v bunikach se zvysila 10x, coZ je zhruba stejné zvySeni jako po stimulaci HPX (Tabulka 2). Pomér
2HG/20G se zvysil jen 2x, jelikoz mnozstvi pfidaného 2HG ovlivnilo i mnozstvi 20G (Tabulka 2). Byl
méren i citrat, malat, fumarat a laktat, u kterych doslo k poklesu hladin po inkubaci s 2HG vyjma
citrdtu (neuvedeno). Pro zvysSeni citlivosti samotného experimentu bylo bunkam pfidano jen 1%
sérum ve vSech koncentracich 2HG.

C2uc Vv médiu n2uc.10-6 bunék £+ SD  n20¢.10-6¢ bunék + SD nz]-[(;/nzo(; +SD
omm 193,3 + 16,8 mol 176,9 + 33,8 mol 1,09 +0,12
5mm 1844,3 + 68,2 mol 913,7 £ 4,8 mol 2,02 +£0,09

Tabulka 2 Latkové mnoZstvi 2HG a 20G a jejich pomér po ovlivnéni fibroblastd 5 mM 2HG v médiu.

U neuroblastomovych bunék doslo k podobnému efektu jako u fibroblastli pouze v pripadé bunék
jako u fibroblast(, tudiz k nejvyssimu ndrlstu bunécné masy doslo v NMX v 10% séru. Tento vysledek
sice nekoreluje s pomérem 2HG/20G, oviem prekvapivé koreluje s koncentraci 2HG v burikach pfi
téchto podminkach.

Dalsim krokem bylo potvrzeni zmény rlstu fibroblastd mérenim bunécného cyklu. Trendy pfi
stimulaci rlstu sérem, HPX a 2HG byly zachovany. 2HG byl pfidavan v koncentraci 3 mM jednak pro
Usporu komercné dodaného 2HG, a také proto, Ze doslo k vyznamnému nardstu bunééné masy uz
pfi 2 mM 2HG. V pfipadé bunécného cyklu byl zachovan trend, ktery byl jednoznacny u rdstu bunék.

HPX snizila % bunék v G1/GO fazi, ale zvysila mnozZstvi vSa G2 fazi. V burikach bez séra naopak
doslo ke zvySeni mnozstvi bunék v G1/GO a snizeni v S a G2 fazi. Pfidavek 2HG k burikdm s 1% FTS je
nejvice znat v S fazi, kde je jasné patrné zvySeni bunék pod timto treatmentem oproti samotnym
bufkdm s 1% sérem.

Definitivnim potvrzenim ucinku 2HG a pouZitych podminek se pro nas stala metoda, pfi které jsme
diky inkorporaci bromodeoxyuridinu mohli sledovat miru replikace DNA, jeZ se ménila v zavislosti na
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pouzitych podminkach. Vysledky potvrdili pfredchozi méreni, kde doslo po pridavku 2HG k nar(stu
proliferace, tedy umérné koncentraci. Zaroven jsme tento vysledek potvrdili i v nddorovych burikdch
SHSY5Y. V hypoxii doslo stejné jako v predchozich experimentech k stimulaci proliferace u fibroblast(
a vmédiu bez séra ke zpomaleni proliferace. U SHSY5Y doSlo ke zpomaleni proliferace v HPX i
v médiu bez séra, pficemz nedostatek séra pfi péstovani téchto naddorovych bunék nemél na pokles
miry proliferace tak dramaticky vliv jako HPX.

Vysledky analyzy pomoci metody Western Blot fosforylovaného S6 proteinu a HIFla u bunék
SHSY5Y naznaduji vliv 2HG. V tomto experimentu jsme se zaméfili na mozné cile, které by zvysSené
hladiny 2HG mohly ovliviiovat na molekuldrni Urovni, nebylo vSsak mozné méfit tyto vysledky na
fibroblastech, protoZe nebyla k dispozici potkani protilatka. Nejprve jsme zkoumali miru aktivace
mMTORC1, ktery je zndmy jako reguldtor bunécného déleni Ci proliferace. Méfili jsme miru fosforylace
ribozomalniho proteinu S6. Pfidanim 2HG vsak nedoslo k zvyseni aktivity mTORC1, tedy k fosforylaci
S6 proteinu. Dale jsme zkoumali druhy moziny cil 2HG — HIFla. Zde jsme vSak nebyli schopni
detekovat HIFla ze samotného vzorku, jelikoz se jeho podjednotky po izolaci destabilizovali. Proto
jsme k bunikdm pfridavali CoCl,, ktery stabilizuje HIF1a do té miry, Ze jsme byli schopni ho pomoci této
metody detekovat a kvantifikovat. Po pfidani 2HG dojde ke zvySené stabilizaci HIF1a. Jako pozitivni
kontrolu jsme pouZili dvé koncentrace CoCl, a mizZeme vidét, Ze v zavislosti na koncentraci Cinidla
vzroste mira stabilizace HIF1a, kterd zaroven signifikantné vzroste po pfidani 2HG.

Dochazi kvyznamnym zménam proliferace po ovlivnéni 2HG nejen u fibroblastl, ale i u
neuroblastomovych bunék SHSY5Y.

Na zdkladé dat zmérenych na fibroblastech, kde dochazelo v médiu s normalni glykémii po
pfidavku 2HG k posunu hladin metabolitd (malat, fumarat, laktat) smérem doll, byl stejny
experiment zopakovan u neuroblastom(. Zaroven ke sledovani vlivu 2HG nebylo vyuZito jen 50 hod,
ale i kratké 8 hodinové ovlivnéni.

Ukdzalo se, Ze vtomto médiu dochazi po 8 i 50 hod od pfidavku 2HG k statisticky signifikantnimu
poklesu mnozstvi vSech metabolitl, vyjma 2HG — logicky —, jehoZ vysoké mnozZstvi z média prostupuje
dovnitf bunék a zplsobuje signifikantni zvyseni.

Po 50 hod sice zUstavaji zachovany trendy osmihodinového intervalu, oviem koncentrace malatu
a fumaratu pres delsi inkubaci klesla nesignifikantné.

Stejny experiment byl proveden v hypoglykemickém médiu bez glutaminu, kde byla
predpokladana pravé vlivem téchto podminek snizend bunécnd respirace. Tento fakt potvrzuje
experiment, kde po kratkém 8 hod pfidavku 2HG dochazi k zvyseni hladin vSech metabolit(,
s vyjimkou citratu a 20G. Po 50 hod od pfidavku 2HG pak dochazi k poklesu vSech metabolit( oproti
kontroldm - statisticky signifikantni pokles je patrny u 20G, laktatu a maldtu. U citrdtu a fumaratu
sice dochazi k snizeni, ale zména neni signifikantni. Lze tedy pfedpokladat, Zze 2HG aktivuje respiraci i
ve ztizenych podminkach pro bunécénou proliferaci.

Se zménou respirace se jednoznacné prolind i zména produkce ROS. Pro jednoznacnost vysledku
byla zméfena produkce mitochondridlniho superoxidu v bunkach, jez byly podrobeny posledné
zminénym podminkam - tedy kultivace za hypoglykémie, bez glutaminu. Vybér podminek nebyl
nahodny a byl zvolen pravé proto, Ze zde dochazelo k takika opaénym jeviim po kratké a dlouhé
inkubaci bunék s2HG. Ukdazalo se, Ze dochazi v obou ptipadech k signifikantné vyssi produkci
superoxidu po pridavku 2HG, ackoliv nebyl pozorovan vyznamny rozdil mezi 8 a 50 hodinami od
pfidavku 2HG.
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4.2.1.2  Porovndni poméru 2HG/20G v riznych burikdch

Dale bylo zkoumano mnozstvi 2HG v rGznych bunécénych linich. Bylo méfeno 5 nenadorovych a 6
nadorovych bunécnych linii. Samotné mnozstvi 2HG o ni¢em nevypovidalo a liSilo se mezi liniemi
nezavisle na druhu tkané ¢i stupni transformace — porovnavame-li absolutni koncentraci v nahodilém
vybéru nadorovych vs. nenadorovych bunék (nesignifikantni statistické zmény). Vidime, Ze u
nadorovych bunék nedochazi obecné k dramatickému narlstu 2HG (vyjma nadorovych HTB-126), i
kdyzZ s vyjimkou nenadorovych HTB-125 se da tvrdit, Ze je koncentrace 2HG v nadorovych burnkach
vy$Si. Na prvni pohled se vsak jevi koncentrace 2HG jako zdanlivé nesouvisejici s fenotypem (i
genotypem bunky (nejasna hranice mezi nddorovymi a nenadorovymi liniemi). Avsak v pfipadé
porovnani podobné diferencovanych tkani Ize zfetelné odlisit nddorové a nenddorové buriky. Jedna
se o dvojici HTB-125 vs. HTB-126, potkani hepatocyty a lidské HepG2, RTG indukované INS1E vs. PaTu
8902 (zde se vsak jedna od dva odlisné fenotypy). U vSech zminénych dvojic dochazi k nardstu
koncentrace po transformaci buriky, respektive u ryze nadorovych bunék. Dale miZeme zminit i staré
vs. mladé fibroblasty, kde u starsich je 2HG signifikantné vyssi, coZ je pravdépodobné zplsobeno
nastfadanim rliznych mutaci. Ve viech uvedenych pfipadech se jednd o statisticky signifikantni rozdil
(p<0,001).

Na druhou stranu pomér latkového mnozstvi 2HG/20G zfetelné ohranicuje rozdil mezi nadorovou
a nenadorovou linii - véetné INS1E. Pomér 2HG/20G je u zdravych bunék mensi neZ 2, nebo spise
blizsi 1, zatimco pomér u vSech nadorovych linii je vyssi nez 5. Signifikantné se lisSi obé skupiny
z hlediska poklesu hodnoty (p = 10®) a i z hlediska rozptylu jednotlivych vysledka (p = 1,2.10™7%).

Zéaroven lze pozorovat pokles poméru 2HG/20G mezi dvémi rGzné starymi liniemi fibroblast(.
Dochazi kvice jak dvojnasobnému poklesu u mladych fibroblastd oproti starym, coZz koreluje i
s hodnotou absolutni koncentrace 2HG v téchto burnkach . V souvislosti s tim byl zméfen bunécny
cyklus v téchto bunkach, kde se ukdzalo, Ze dochazi jednoznaéné i klepsi proliferaci starSich
fibroblastl s vyssi koncentraci 2HG. Procentudlni zastoupeni starych fibroblastl nachazejicichsev S a
G2 fazi bylo signifikantné vyssi oproti mladym fibroblastiim, spolu se signifikantnim poklesem poctu
starych fibroblast( v G1/GO fazi .

4.2.1.3 Pomér 2HG/20G v orgdnech vyjmutych z potkani

Zajimavym fenoménem se zda byt narlst poméru 2HG/20G v organech vyizolovanych z Zivych
potkanu. Zde tyto pomeéry dosahuji obdobnych hodnot jako v nddorovych burikach in vitro, coZ je
samo o sobé zajimavé. PUvodné jsme se v ramci hypotézy snazili porovnat organy, ve kterych dochazi
krGzné proliferaci a obnové bunék a najit korelaci k poméru 2HG/20G, coz se nam
nepodafilo.Pfedpoklad byl takovy, Ze ve sleziné, kde probiha tvroba lymfocytl, bude diky podminkam
proliferace pomér 2HG/20G vyssi a v srdci ¢i v mozku naopak nizky. Koncentrace 2HG korelovala
v jednotlivych orgédnech s pomérem 2HG/20G.

Toto méfeni nas oviem upozornilo na odliSnou hodnotu 2HG/20G in vivo vs. in vitro pokusl a
zaroven na artefakt, ktery vznikl pfi porovnani nddorové HepG2 linie s pfimo izolovanymi hepatocyty
(nikoliv celymi jatry).

Dochéazelo zde k velkym rozdilim v poméru 2HG/20G, pfi¢emz zvySeni poméru v hepatocytech
vidi HepG2 bylo velmi signifikantni (p=7,9.10™). V pfipadé, kdy viak byly izolované hepatocyty
kultivovany po 24 hodin ve stejném médiu jako HepG2, doslo k signifikantnimu poklesu oproti HepG2
(p=3.10"°) a pomér odpovidal kultivovanym zdravym burikdm.

Skutecnd koncentrace 2HG neodpovida jednotlivym pomérdm a je patrné jasné signifikantni
zvySeni koncentrace 2HG v nadorovych bunkach (HepG2), coz odpovida predchozim vysledkim, ze
kterého zcela jasné vyplyva, Ze koncentrace 2HG je vyssi u nadorovych bunék, ackoliv pouze za
predpokladu, Ze porovname typové podobné zdravé c¢i nadorové buriky. MlzZeme rovnéz vidét
signifikantni zvysSeni koncentrace 2HG u hepatocytd, izolovanych prfimo z potkanich jater oproti
hepatocytlm kultivovanym minimalné 24 hodin v rlistovém médiu.
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4.2.1.4 VyuZiti 2HG v klinické praxi

Vysledky (hladina 2HG) ¢tyf skupin sledovanych pacientek s nddorem prsu a jedné kontrolni
skupiny. U vSech skupin byla méfena koncentrace 2HG v moci. Pacientky v remisi, ve stadiu 3 a stadiu
4 (1 a vice metastaz) byly porovnavany se zdravymi Zenami. Jednd se o pilotni studii a predbézné
vysledky, které vSak ucéinné naznacuji vyznam 2HG jako mozného markeru nadorového onemocnéni,
v naSem konkrétnim pfipadé karcinomu prsu.

Zdravé kontroly maji nejnizsi hladinu 2HG v moci. Se stadiem nemoci a potem metastaz roste i
koncentrace 2HG, vyjimku tvofi pacientky v remisi, které vykazuji vyssi hladiny neZ pacientky ve
stadiu 3.

Vzorky moci byly méfeny soucasné se vzorky krve (séra), ovsem v séru nebyl patrny Zadny urcujici
trend, ktery by jednoznacné definoval dané skupiny.

5 Diskuze

Reduktivni karboxylace byla prokdzana plvodné v hnédych tukovych burikidch, kde dochazi
prednostné ke generaci tepla na Ukor syntézy ATP (75) a pozdéji byla prokazana v nékterych
nadorovych burkach (101).

Reduktivni karboxylaci (RK) jsme prokazali v burikach, ve kterych nebyla doposud zkoumana.
Metodicky jsme se nechali inspirovat jiz dfive popsanymi postupy zahrnujici izotopické znaceni (101),
ovsem pro nase potreby bylo nutné model inkorporace zdsadné prepracovat. Cilem bylo spolehlivé
odlisit RK od doprfedného toku, aniz by bylo potrfeba vyuzit NMR ¢i slozité a ndkladné druhy
izotopického znaceni. Instrumentdlni metodou GC-MS, kterou jsme méli k dispozici, nebylo mozné
odlisit enantiomery, ani polohu izotopu, pouze pocet znaCenych atom(. Diky metodé, kterd se
zakladala na znalosti a implementaci mechanismu plsobeni enzymi Krebsova cyklu, bylo mozné
spolehlivé odlisit pravé miru RK od oxidacniho sméru Krebsova cyklu.

Podafilo se ndm prokazat v nasich nadorovych liniich RK i v normoxii, a mira RK odpovidala
hodnotam namérenych v bunkach melanomu (102).

Predpokladali jsme, Ze v5 mM glukdzovém médiu v NMX, které je z hlediska glykémie
fyziologictéjsi, by vsak méla byt RK nizsi nez v 25 mM Glc médiu, z toho dlivodu, Ze pro rychle
proliferujici nddorové burky by glykolyza 5 mM glukdzy + glutaminolyza nemusela dostacovat pro
tvorbu substratl RK a dopredné drahy zaroven — Ze by v normoxii méla byt upfednostnéna tvorba
ATP skrze OXPHOS na ukor RK. Naopak v 25 mM Glc byla povaZovana za dostatecné vysokou pro
poskytnuti dostatku intermediatl Krebsova cyklu pro oxidativni fosforylaci, tim padem by mohl
dopredny smér fungovat nezdvisle na glutaminolyze, ktera by v tomto pfipadé byla plné vyuzita pro
RK. Tento fakt se potvrdil v pfipadé citrdtu u bunék HTB-126, u bunék MDA-MB-231 sice doslo
v pfipadé citratu k podobnému trendu, nicméné nedoslo k dramatickému navyseni, vyjma bunék se
silencingem IDH2. U maldtu a 2HG doslo u linie HTB-126 k opacnému efektu a u MDA-MB-231 byl
stejny jev pozorovan u malatu, ale ne u 2HG. Jednoznacné tedy nelze potvrdit hypotézu, Ze by se
inkorporace do metabolitl reverzni drahy RK a 2HG zvysila v hyperglykemickém prostredi. V kontextu
s témito vysledky je mozné navrhnout, Ze by rozdily mezi 5 a 25mM Glc médiem nebyly markantni
nebo viibec znatelné, pokud by byla dostatecné aktivovana glutaminolyza a draha RK. Tato hypotéza
se vSak v celkovém kontextu také ukazala jako zavadéjici. Tedy tehdy, kdy byly zméreny i absolutni
koncentrace metabolit{.

V téchto podminkach v HTB-126 byla zméfena koncentrace laktatu, kterd vsak nevykazovala
signifikantni rozdily, ackoliv zde doslo k vyznamnému zvyseni koncentrace 20G a posléze i 2HG, dale
k snizeni citrdtu a mirnému zvyseni koncentrace malatu (Tabulka 1). Hodnoty malatu, citratu a 2HG
vSak inverzné koreluji s mirou inkorporace. Lze tedy tvrdit, Ze jejich zmény jsou dilem glykolyzy.
Glutaminolyza se tim padem jevi jako relativné neménna anaplerotickd draha, ktera systematicky
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efekt nejpfijatelnéji vysvétluje danou problematiku, nebot zde dochézi k ,nafedéni“ signalu C-
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metabolitu, tedy smiseni stejného intermedidtu pochazejiciho jednak z 1-*C-glutaminu a jednak
z neznacené glukdzy, ptipadné z jiné anaplerotické drahy. Pricina vcelku stabilni glutaminolyzy mize
byt zdUvodnéna jiz dfive popsanou upregulaci c-myc v burnikach prsniho karcinomu (45), ktera
zaroven upreguluje glutaminolyzu (26, 68).

Z vysledk( je zaroven patrné, Ze dochazi k rlizné inkorporaci mezi jednotlivymi metabolity —
inkorporace do maldtu byla nejnizsi, zatimco do 2HG nejvyssi. Mira inkorporace zavisi na mnoha
proménnych, véetné jiz zminéné miry glykolyzy a jinych anaplerotickych drah. Nejvyssi inkorporace
do 2HG je dana pravdépodobné pfimou cestou vzniku, jelikoz 2HG vznika pfimou redukci 20G,
ackoliv je potreba brat v potaz i jiné enzymy zodpovédné za syntézu 2HG, kde vSak nemusi nezbytné
figurovat znaceny *C-20G. V sav¢ih burikich je R-2HG také produkovan z 5-aminolevulinatu (83). 5-
aminolevulindt (prekursor hemu) je oxidacné degradovan a konvertovdan na 2HG za pfispéni
glutathion—dependentni glyoxyldzy izoformy 1 (GLO1) a 2 (HAGH) (84). V mitochondriich ptispiva
“hydroxyacid—oxoacid-transhydrogenase” (HOT, nebo ADHFE1, EC 1.1.99.24) k syntéze R-2HG z 20G,
zatimco soucasné konvertuje 4-hydroxybutyrat na semialdehyd sukcindtu (85). HOT tedy soutéZi s
IDH2 o 20G. Nedavno bylo take zjiSténo, Ze lidska fosfoglyceratdehydrogenaza (EC 1.1.1.95) formuje
R-2HG z 20G (86), a dale laktatdehydrogenaza-A a mitochondridlni maldtdehydrogenaza v témér
anoxickych podminkach produkuje S-2HG, coZ podporuje malignitu podobné jako R-2HG (87). Vyse
popsané drahy vzniku 2HG vSak nemusi byt nutné pfitomné v nami pouzitych bunkach. Nicméné
s ohledem na mechanismus reakce, tedy fakt, Ze 2HG vznika redukci 20G a citrat vznikd takfka pfimo
diky RK z 20G, lze fici, ze IDH2 v téchto burikdch syntetizuje podstatnou ¢ast 2HG, ackoliv v celkovém
meéritku mensinovou, ovsem uZz se nepodili v takové mite na reverznim vzniku citratu. Navic je
z vysledkl patrné, Ze dochazi k odlisné inkorporaci mezi jednotlivymi burikami prsniho karcinomu,
coz je pochopitelné ddno neidentickym genotypem ¢i fenotypem.

Nase data tedy potvrzuji, Ze mira RK, véetné syntézy 2HG, souvisi s aktivitou IDH2 (54). SniZzena
inkorporace po silencingu IDH2 v danych bunécnych liniich jednoznaéné poukazuje na vyznamnost
IDH2, zatimco silencing IDH1 ukazuje, Ze enzym IDH1 se v nasem modelu nepodili na mife
inkorporace do citratu a malatu.

Skutecnost, Ze se IDH1 podili na syntéze 2HG je pravdépodobné zplsobena rlznymi znamymi
bodovymi mutacemi (103 — 107), ackoliv jiz bylo prokazano, Ze i nemutovana IDH1 a 2 se muze
podilet na produkci 2HG (44).

V nasem pfipadé nebyla prokdzana mutace IDH2 ani IDH1 u bunék HTB-126 (30). To, Ze se IDH1
podili na syntéze 2HG v burnikdch HTB-126 je novy fakt, ktery potvrzuje ojedinély ndlez, Ze
nemutovanad IDH1 pfispiva v nizsi mire k syntéze 2HG (44).

Hypoxicka odezva byla mérena pouze u bunék HTB-126. Hypoxie zvysuje aktivitu nebo expresi
IDH2 (108, 109). V ptipadé hypoxie doslo k zvySeni inkorporace u citratu u kontrol i bunék se
silencingem IDH2, pficemz byl dodrZzen nizsi trend inkorporace pravé v pfipadé silencingu. V pfipadé
malatu byl stejny trend dodrzen jen u 25 mM Glc, u 5 mM doslo k zvySeni v kontrolach, ale v pfipadé
silencingu nedoslo ke zméné, ba dokonce byla inkorporace mirné snizend. Tento jev lze vysvétlit
podobné jako vliv hyperglykemickych podminek, tedy snizenim % *C diky hromadéni metabolit
z jinych zdroj. Pyruvat, ktery se mlze v podminkach hypoxie, jeZ je spjata se stabilizaci HIF1a,
hromadit diky zvysené glykolyze (110), mGze byt nasledné preménén pomoci pyruvat karboxylazy na
oxalacetat, ktery reverzni reakci s maldt dehydrogendzou vytvafi malat. Takto vznikly maldt zvysi
procentudlni zastoupeni neznaceného malatu, tedy sniZi relativni miru inkorporace. Nicméné snizeni
BC-malatu v HPX bylo pozorovano jen ve stabilnich linith mi280 a mi308, které mohou mit odligny
metabolismus. Fakt, Ze se tento vysledek neobjevil u kontrolnich HTB-126 svéd¢i spiSe o tom, Ze se
mozna jedna o nahodny artefakt.

Inkorporace do 2HG nebyla v hypoxii vyssi, ackoliv uz byla v jinych publikacich potvrzena vyssi
produkce tohoto metabolitu v HPX (75), coZ mUZe souviset s vys$si aktivitou nebo expresi IDH2 (108,
109) nebo jinych enzym( (75). Vyssi produkce vsak byla zjisténa v koncentraci kysliku 0,5% (111,
112), proto je pravdépodobné, Ze v pfipadé 2HG je potreba témér anoxickych podminek pro zvyseni
jeho syntézy. To muzZe byt zplUsobeno celkové vyssi produkci tohoto onkometabolitu u nadorovych
bunék (54), jez je hypoteticky pricinou nizsi odezvy na mirnou hypoxii, tedy Ze zmény v produkci 2HG
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vlivem prostfedi se mohou smyt diky obecné masivni produkci tohoto metabolitu nadorovymi
bunkami.

Proto byl na HTB-126 linii zkoumdn vliv inhibitor(, respektive modifikator( respiracnich komplex:
oligomycinu, FCCP, rotenonu, které by meéli simulovat konkrétni dysfunkce respiracniho fetézce.
K tomu nds navedly vysledky méreni respirace na téchto bunécnych liniich se silencingem IDH2, které
vykazovali vyssi respiraci a produkci ATP. Oxidativni fosforylace tedy inverzné korelovala s mirou RK
(54).

Pti poutziti jednotlivych modifikatorl byl potvrzen efekt respirace na RK. Odprahova¢ FCCP,
poprvé popsany v 60. letech minulého stoleti (113), ktery narusuje syntézu ATP a méni membranovy
potencial, také zpUsobuje zvyseni respirace. V nasem pfipadé zvysena respirace byla pfi¢inou nizsi
RK, spolu s niZsi syntézou 2HG. RK v ptipadé pouziti FCCP klesla témér na nulu a 2HG syntéza byla
signifikantné sniZzena. Obracené tomu bylo pfi poufZiti rotenonu a oligomycinu, jez zpUsobuji inhibici
komplexu 1 (rotenon) a ATP syntdzy (oligomycin). Doslo k signifikantnimu zvySeni RK i syntézy 2HG.
Stejné vysledky byly zjistény i v neuroblastomové linii SHSY5Y, takZe se s nejvétsi pravdépodobnosti
nejedna o atypickou reakci bunék HTB-126. Navic v bunikdch SHSY5Y dochazi po poutziti rotenonu
k nardstu, potazmo kumulaci S-2HG, diky inhibici S-2HG dehydrogenazy, zplisobené pravé rotenonem
(114). Z téchto vysledk( a z vysledk( ziskanych v HPX Ize tedy jasné vycist efekt miry respirace, ktery
ovliviiuje miru RK a syntézu 2HG.

Vliv galaktézového média na RK, respektive odnéti glukdzy, byl dalsi jev, ktery byl zkouman
v burikdch HTB-126. Signifikantni snizeni inkorporace do vSech metabolit(i Ize vysvétlit zménou
energetické bilance zplsobené odebranim glukozy. Vtomto médiu si nadorové buriky nemohou
syntetizovat ATP pomoci glykolyzy, tudiz je nutné, aby si bunky syntetizovaly ATP oxidativni
fosforylaci. Z toho divodu pravdépodobné prevlada dopredny tok Krebsova cyklu, ¢emuZ odpovida
pravé snizeni RK. Vliv galaktdzy byl zkouman i v jinych studiich napfiklad na Hela burkach, kde bylo
zjisténo, Ze po ovlivnéni galaktdézou se zdvojnasobi bunécna respirace (115).

Dalsim aspektem, ktery byl studovdn, je hypokapnie, tedy vliv nizsi koncentrace CO, pro kultivaci
bunék. Je znamo, ze nékteré nadorové bunky, napfiklad transformované z bunék tlustého streva,
maji vyssi invazni schopnost v podminkach vyssi koncentrace CO, (116). Za predpokladu, Ze RK
pouzivd oxid uhli¢ity jako substrat, byla zkoumana mira RK v niZ8i koncentraci CO,. Reduktivni
karboxylace v atmosféfe CO, je sice béznou reakci v organické chemii (117), ale efekt CO, na RK
v Zivych biologickych systémech, jako jsou pravé nadorové buriky, nebyl dosud podrobnéji studovan.
Podle prepokladu bylo zjisténo, Ze RK signifikantné klesla v HTB-126 v nizsi koncentraci CO,, na
druhou stranu vsak nebyla zménéna syntéza 2HG. Logickym dlvodem je fakt, Ze 2HG nepotfebuje
pro svou syntézu CO,. Buniky MDA-MB-231 nebyly testovany na inkorporaci do RK, ale stejné jako v
HTB-126 v nich bylo zméfeno mnozstvi IDH2 po zméné atmosféry CO,. Zcela prokazatelné nedoslo
k overexpresi genu IDH2 nebo ke snizeni mnozstvi IDH2. Vysledky tedy potvrzuji teorii, Zze CO, mize
fungovat jako substrat pro RK a jeho nizsi koncentrace muze tuto reakci signifikantné snizit.

V nasi druhé publikaci byl zkouman 2HG, jeho vliv na bunécné déleni, pfipadné jeho hladiny po
ovlivnéni sérem ¢i hypoxii v potkanich fibroblastech — zdravych bunkach, které kromé vyhody, Ze
nejsou transformované, jesté skytaji dalsi vyhodu, a tou je jejich relativné dobré déleni a péstovani in
vitro.

Nejprve viak byla zjisténa mira RK a ndsledné mira syntézy 2HG pomoci izotopického znaceni, aby
byla viibec potvrzena vhodnost tohoto modelu. K tomuto pokusu byly posléze pridany dalsi bunééné
linie, aby se mira inkorporace dala porovnat i s jinymi druhy nadorovych ¢i zdravych bunék za
stejnych podminek. RK byla sice prokazana v mnoha nadorovych liniich a v hnédém tuku (35, 128 -
130, 110, 112, 131, 132), stejné tak syntéza 2HG, u které doneddavna platilo, Ze probiha jen v burikach
s mutaci IDH2 nebo IDH1 (123), nicméné obé tyto metabolické drahy v primarnich fibroblastech,
potazmo zdravych burikach, jsou jen malo prozkoumané (66). Nehledé na to, Ze vyznam 2HG byl
dlouhou dobu skryt.

Prokazali jsme, Ze 2HG m{ze byt syntetizovan i ve zdravych bunkach — potkanich fibroblastech a
hepatocytech, a v lidskych HTB-125, stejné tak vnich mulze probihat RK, a to navzdory
predpokladiim, Ze jsou obé drahy charakteristické hlavné pro nadorové buriky. Byt se jedna z naseho
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pohledu o prekvapivé zjisténi, vysledky jsou v souladu s ¢lankem zabyvajicim se lidskymi fibroblasty,
kde byla samotnd RK potvrzena u lidskych fibroblasti (66).

RK byla prokdzdna ve vSech pouzitych bunécnych liniich, stejné tak syntéza 2HG, vyjma bunék HCT
116 s knock-in mutaci IDH1 R132C, kde bylo jiz dfive prokazano, Ze diky mutaci dochazi k potlaceni RK
(100).

V paleté pouzitych bunécnych linii bylo tedy 7 nadorovych linii, 3 zdravé typy bunék (potkani
fibroblasty, hepatocyty a HTB-125) a 1 potkani pankreatickd bunécnd linie pochazejici z RTG
iniciovaného insulinomu — INS1E (benigni) (124, 125). Fibroblasty a hepatocyty oproti nddorovym
bunkdam vykazovaly signifikantné snizenou inkorporaci do malatu (zde u INS1E také signifikantni
pokles) a 2HG, avsak uz nedoslo k signifikantni zméné v inkorporaci do citratu.

HCT 116 R132C.

Lze tedy predpokladat, Ze tyto tfi bunécné linie (hepatocyty, fibroblasty a INS1E) maji RK i syntézu
2HG nizsi, rovnéz i snizeny export citratu do cytosolu, predchazejici pravé vzniku malatu. INS-1E maji
navic vysSsi respiraci a jsou dobfe sprazené (126), coz mize mit za nasledek nizsi RK a syntézu 2HG.
Toto potvrzuji i nasSe vysledky, i kdyZz u znadeného citratu nedoslo k signifikantni zméné. Dle
latkového mnoiZstvi 2HG zmapovaného v téchto bunécnych liniich Ize rovnéz tvrdit, Ze v téchto tfech
bunécénych liniich dochazi k nizsi syntéze 2HG. Porovnani syntézy 2HG ve zdravych a nadorovych
bunkach bylo publikovano ¢astecné i v nasi predchozi praci mezi burikami prsniho karcinomu HTB-
126 a zdravymi HTB-125. Koncentrace byla signifikantné nizsi (54), stejné jako je tomu vtomto
pfipadé pfi porovnani lidské nadorové HepG2 linie a potkanich hepatocytd.

Ndase druhd publikace byla vSak zamérena predevsim na vyznam 2HG ve zdravych bunkach, jeho
vliv na proliferaci — vychdzeli jsme z neddvnych publikaci na nddorovych bunkach, které se zabyvaji
pravé epigenetickymi zménami ve spojeni s proliferaci a 2HG, a zejména s faktem, Zze 2HG
kompetitivné inhibuje 20G dependentni dioxygenazy (20G-DD), coZz zpuUsobuje Siroké genomové
zmény histonl a methylaci DNA (92). 20G-DD se podili na udrZeni tumorigennich vlastnosti
nadorovych bunék s mutaci IDH, produkujici vysoké hladiny 2HG (127). Navic, 2HG se muzZe v lidskych
astrocytech podilet na proliferaci tim, Ze aktivuje EGLN, ¢imZ sniZuje hladiny HIF (96). Na zakladé
faktu, Ze 2HG mUzZe soutézit o vazebné misto pravé na 20G-DD, byl krom absolutni koncentrace 2HG
zohlednén i pomér 2HG/20G, ktery podle naseho nazoru mnohem lépe vypovidd o moznych
vazebnych interakcich a fyziologickych zménach.

Nejprve byl zkouman vliv nékterych parametr(, které se nedilné podileji i na hojeni ran. Pro tyto
ucely byla zvolena hypoxie, kterad pfi poranéni hraje vyznamnou roli a stimuluje vazodilataci v okoli
poskozené tkané. Kromé toho muze hypoxie podobné jako fibrinovd vypln chronického poranéni
zvysit produkci ROS. Stimulace sérem méla simulovat vylev rlstvych faktorl a dalSich latek
podilejicich se na proliferaci nové tkané, angiogenezi a mnozeni imunitnich bunék (144, 145).

Pomér 2HG/20G byl signifikantné zvyseny po stimulaci sérem, navic byl 2HG/20G mnohem vyssi
po stimulaci sérem a HPX. Z vysledkl je moZzné vyvodit, Ze pfi zvolenych podminkach, kde obecné
dochazi kooperaci mnoha faktor( k proliferaci fibroblastli i lymfocytl (128), dojde i k prudkému
zvySeni koncentrace 2HG. Inverzné ktomu se jevila odpovéd neuroblastomovych bunék SHSY5SY,
které pravdépodobné pro svou rakovinnou povahu reagovaly zcela odlisné a pomér 2HG/20G se po
stimulaci sérem a nasledné HPX snizil. Absolutni mnoistvi 2HG se sice po stimulaci FTS
nesignifikantné zvysilo, ale po vystaveni bunék hypoxii naopak doslo k poklesu témér na plvodni
hodnotu, tedy k nesignifikantni zméné oproti normoxickym podminkdm. SniZzeni mnozZstvi 2HG v
neuroblastomech po stimulaci HPX bylo paradoxni a v nesouladu s nedavno zverejnénymi vysledky
na stejnych burikach, avsak publikovana data, ktera v hypoxii demonstrovala narGst hladin 2HG, byla
ziskana v mnohem hlubsi hypoxii — 0,5% O, (129). MizZeme se domnivat, Ze nadorové buriky reaguji
az na mnohem hlubsi hypoxii nez zdravé buriky, jsou méné sensitivni (jiz bylo diskutovano vyse u RK).
Podobné vysledky, kdy se neprojevila zména v produkci 2HG v 5% HPX, byly de facto zjistény i
v bunkach HTB-126 (54).

V dalsi casti byly sledovany pfirGstky bunék ve stejnych podminkach, ve kterych stoupala
koncentrace 2HG ve fibroblastech, respektive pomér 2HG/20G. Bylo zjisténo, Ze v podminkach
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stimulujicich syntézu 2HG  dochazi i krychlejSimu rastu fibroblastd. Na druhou stranu, u
neuroblastomd nekoreluje pomér 2HG/20G s rlstem, ackoliv skutec¢na koncentrace 2HG ano. Je tedy
otazkou, jestli pravé 2HG nebo samotny pomér zodpovida za tyto zmény, proto byl fibroblastlim
pridavan 2HG ve dvou koncentracich, pti kterych dochazelo k rychlejsi proliferaci pfimo iumérné se
stoupajici koncentraci.

V pripadé bunééného cyklu doslo pti pridavku 2HG k zvysSeni procenta bunék pouze v S fazi.
Odpovéd na pridavek 2HG tedy muzZe byt pomalejsi nez u HPX, ale vyznamna.

Hypoxie zcela jednoznacné zvysuje proliferaci, pficemz se pravdépodobné jedna o rychlou nebo
komplexni odezvu bunék. Dochdzi zde k oéividnym zménam v jednotlivych fazich bunééného cyklu,
které jednoznacné poukazuji na vyssi proliferaci, coz koreluje s poctem bunék v danych fazich. Tento
jev je sice dobre prozkoumany (130), ale dosud nebyl u zdravych bunék spojovan s produkci 2HG.

Vysvétleni slabsi odezvy bunék na pfidany 2HG, tedy Ze nedoslo za stejny ¢as k postoupeni bunék
do G2 faze jako v hypoxii, Ize vysvétlit faktem, Ze tyto bunky byly kultivovdny v médiu bez séra. Je
znamo, Ze proliferace fibroblastl je aktivovana pravé pfitomnosti séra (131). Tento faktor hraje roli i
v celkové odezvé bunék a v bunééném rlstu, coz potrzuji i rGstové kfivky, na kterych je patrné, Ze pfi
HPX s 10% FTS dojde k sedmindsobnému zvyseni poctu bunék, ale bez séra, byt s pfidavkem 5 mM
2HG, je jejich pocet polovicni, pfestoze jsme GC-MS analyzou zjistili obdobny nardst 2HG v HPX i po
pridavku 2HG.

Pro Uplnost viak byla pomoci BrDU zmérena jesté proliferace fibroblastl i SHSY5Y za podminek,
které byly popsany vyse, s tim rozdilem, Ze i u neuroblastomovych linii byl zkouman pfidavek 2HG do
média s 1% sérem. Vysledky jednoznac¢né rozhodly, Ze 2HG ma v pfipadé proliferace vyznamny vliv,
jelikoz pridavek 2HG do média u obou bunécnych linii zvysil replikaci DNA a proliferaci. Zbyld data
jsou konzistentni svysledky rdstu bunék ibunééného cyklu. Bazalni hladiny 2HG namérené po
stimulaci sérem a v prostfedi hypoxie u SHSY5Y a fibroblastll rovnéz koreluji se zvySenou mirou
replikace DNA.

Jak uzZ bylo zjisténo, intracelularni koncentrace 2HG se po jeho pfidavku do média zvysi asi 10x,
coZ se samo o sobé promitne i na koncentraci 20G. Tento jev byl v jinych studiich potvrzen v nékolika
nadorovych liniich, kde dochazelo k rovnovaze mezi 2HG a 20G (132 — 133). Nabizi se otdzka, jestli
vzajemné reverzibilni propojeni 2HG a 20G, které zplsobi zvySeni 20G po pfidani 2HG, nemize
ovlivnit proliferaci ve smyslu zvySeni koncentrace ostatnich intermediat(i Krebsova cyklu, které by
mohlo pozitivné ovlivnit i aktivitu mTOR (134). Navic, desetinasobné zvyseni se mize jevit jako veliké,
ovsem koncentrace 2HG je stale ve fyziologickém intervalu nadorovych bunék (146) a navic u
fibroblastd kultivovanych v normoxii vs. hypoxii byl takovyto vykyv béiny. Pomér 2HG/20G byl
pfiblizné dvojnasobny, coZ odrazi pravé propojeni a zpétnou vazbu mezi 2HG — 20G. Z nasich
vysledkll na fibroblastech bylo zjisténo, Zze dochazi k nesignifikantnimu sniZzeni ostatnich metabolit(
Krebsova cyklu (neukazano).

Zvysenou aktivitu mTOR jsme zkoumali na burikdch SHSY5Y, které se po pridavku 2HG do média
chovali podobné jako fibroblasty — rychleji proliferovaly. Nepodafilo se prokazat Zadnou zménu
aktivity mTOR na burikdch SHSY5Y po treatmentu 2HG, prestoze nékteré naddorové linie maji dokonce
aktivitu mTOR snizenou pravé diky nadmérné produkci 2HG. Ta je vSak podminéna i niZsi aktivitou
ATPasy (135).

Zamérili jsme se tedy na dalsi faktor, ktery miZe byt ovlivnén skrze 20G dependentni
dioxygendazy, a tim je HIF1la. Stabilizace HIF, stejné jako ribozomalini S6 protein (mTOR), byla méfena
na neuroblastomech, protoZe nebyla k dispozici potkani protildtka. Ackoliv nelze tyto vysledky
v souvislosti s fibroblasty oznacit za 100% relevantni, byly pofizeny za stejné koncentrace 2HG, pfi
které ostfe proliferovaly fibroblasty, stejné tak jako SHSY5Y pfi méreni replikace jaderné DNA. Dand
protildtka proti lidskému HIFlo vSak nebyla zcela stabilni, proto byl jeji ucinek potenciovdn
pridavkem CoCl,, zpUsobujicim stabilizaci HIF1a (136). Pfi ptidani 2HG byl HIF1a za téchto podminek
synergicky stabilizovan. Ackoliv se nejedna o standardni postup, alespon to vypovida o cili, na ktery je
namifeno plsobeni 2HG. VysSe uvedena studie na astrocytech vSak uvadi jako vyznamny cil EGLN,
pricemz samotny HIF klesa (96). Na druhou stranu, jiné studie potvrzuji, Ze 2HG stimuluje HIF1a (36).
Faktem vsak zlstava, Ze obé stimulace probihaji skrze hypoxii regulované signdlni drahy.
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Z vysledk( namérenych pomoci BrDU byl zajimavy pravé onen vliv pridavku 2HG na rlist SHSY5Y i
fibroblastl. V dalSich experimentech byl proto 2HG pfiddvdan v2 mM koncentraci
k neuroblastomovym burikdm péstovanych v kompletnim médiu. Predpokladali jsme totiz, Ze jednou
z moznych pfic¢in rychlejsi proliferace mize byt zvySend bunécna respirace a syntéza ATP, zplsobend
pretlakem vyvolanym vysokymi hladinami 2HG, potazmo 20G — navzdory faktu, Ze 2HG mUze ATPasu
inhibovat (135). Vychazeli jsme z faktu metabolického remodelingu, ktery by mél veskeré anabolické i
katabolické drahy smérovat k co nejefektivnéjsimu déleni (137).

Z vysledkl je patrné, Ze pridavek 2HG do média vyvola zvyseni intracelularniho 2HG a pokles
vsech ostatnich metabolit(i, zejména pak laktatu, ktery mize byt jak ukazatelem miry glykolyzy, tak i
zapojeni bunécné respiraci do produkce energie, respektive aktivity PDH a LDH. Zd3 se tedy mozZné,
Ze 2HG prohloubi bunécnou respiraci, ktera se projevi vétsim odbérem/tocenim substratl bez jejich
kumulace, tim padem jejich snizenim. Zajimavé bylo, Ze k tomuto jevu doslo relativné rychle (uz po 8
hodinach).

Jesté zajimavéjsi se pro nas tedy stala moznost zjistit, jak se budou ty samé buriky chovat v médiu
s nizsi glukdzou bez glutaminu, kde by méla byt bunécna respirace snizena (137). Ukazalo se, ze po 8
hodinach inkubace s 2HG doslo ke kumulaci jednotlivych metabolitd Krebsova cyklu, s vyjimkou 20G
a citratu, které zUstali prakticky beze zmén. U 20G je obecné zndmo, Ze jeho intracelularni
hladina je fyziologickym fenoménem. Naproti tomu stabilni koncentrace citratu mulze byt ovlivnéna
jeho exportem do cytosolu a ndslednou syntézou mastnych kyselin.

Naproti tomu, po 50 hodinach doslo k poklesu vsech metabolit(, vyjma citratu a malatu, kde
nebyl pokles statisticky vyznamny. Presto lze fict, Ze zde miZe dochazet k aktivaci respirace, kterd se
odrazi i na hladinach laktatu, ktery v tomto pfipadé vyznamné klesl.

S aktivitou respiracniho retézce je spojena i produkce ROS. Zjistili jsme, ze po 50 hodinové
inkubaci skute¢né doslo k zvyseni produkce mitochondrialniho superoxidu.

Mnohem zajimavéjsi vsak je signifikantni zvyseni produkce superoxidu po 8 hodinové inkubaci,
kde jesté neni plné zapojena bunécéna respirace. Pri¢inou tak dramatického navyseni mize byt vyssi
aktivita 20G dehydrogenazy, kterd mize produkovat ROS (139). Nasvédcovalo by tomu neménné
mnozstvi 20G a vysoka koncentrace ostatnich metabolitl. Na zakladé téchto dat je tfeba zahrnout do
moznych moduldtord proliferace fibroblastl pravé i produkci ROS, které mohou fungovat jako
signalni molekuly ovliviiujici déleni (140).

Dale byly zmérfeny hladiny 2HG a pomér 2HG/20G v celé paleté nddorovych a zdravych bunék. Byl
potvrzen ocekdvany fakt, Ze nadorové bunky produkuji vice 2HG neZ jejich netransformované
protéjsky. Byly porovnavany bunky HTB-125 vs. HTB-126, dale potkani hepatocyty, které byly po
izolaci 24 hodin kultivovany, vs. bunky lidského hepatoblastomu HepG2, a fibroblasty v pokrocilé
pasazi a v nizké pasazi. Posledni dvé jmenované sice nevykazovaly rysy nddorovych bunék, nicméné
ve starych fibroblastech mohlo dojit k hromadéni mutaci vlivem opakovaného pasazovani. Ve vSech
pfipadech se potvrdilo, Ze 2HG hladina je vyssi u bunék nadorovych a fibroblastli ve vysoké pasazi.
V celkovém obraze vsak tyto hladiny nebyly nijak dramaticky odchylené od koncentraci sledovanych
v jinych nadorovych burkach, proto byly tyto vysledky porovnany i s poméry 2HG/20G v téch samych
bunkach. Ukazalo se, Ze zdravé burky spole¢né sINS1E maji signifikantné nizsi pomér oproti
nadorovym bunkdm. Na tomto modelu Ize tedy jasné odlisit zdravé a nadorové linie, coz by pfi
ddkladnéjsim zkoumani mohlo mit vyznamny potencidl pfi identifikaci tumor.

V dalsi fazi byly zkoumany hladiny 2HG v kontextu celého Zivého organizmu reprezentovaného
potkanim modelem. Byl zkouman pomér 2HG/20G v srdci, slezing, jatrech, mozku a usnim boltci.
Bylo predpokladano, ze pomér 2HG/20G bude nejvyssi ve slezing, ktera se podili na proliferaci B-
lymfocytl, stfedni hodnota Ze bude v jatrech a nizkd v mozku a srdci, kde je déleni bunék minimalni.
Tento predpoklad se viak nepotvrdil, naopak doslo k paradoxnim vykyvim, napfiklad v tkani mozku.
Navic bylo zajimavé, ze hladina 2HG/20G byla nékolikanasobné vyssi nez po in vitro kultivaci, a to i
po porovnani hladin ve fibroblastech a v homogenatu ucha. Vsechny tyto jevy mohou byt disledkem
morfologického usporadani organu, kompartmentalizace, hematoencefalické bariéry, fyziologickych
¢i metabolickych pochodi a predevsim nesrovnatelnymi in vitro vs. in vivo podminkami.
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Posledni aspekt byl detailné zkouman na prikladu izolovanych hepatocytl, jejichz pomér
2HG/20G vykazoval vysoké hodnoty, podobné pravé hodnotdm zjisténym v izolovanych organech.
Tato hodnota byla mnohonasobné odlisnd od hepatocytl kultivovanych 24 hodin na miskach
v rlistovém médiu nebo na HepG2 linii, rovnéz studované v in vitro podminkach. Pfi vzdjemném
porovnani sice bylo potvrzeno, Zze v nddorovych burikdch je nejvyssi hladina samotného 2HG i mezi
vzorky in vivo a in vitro, oviem hodnotu poméru 2HG/20G prevysuje jen za predpokladu, Ze
ke srovnani dochazi ve stejnych rlstovych podminkach. Pomér 2HG/20G vin vivo podminkach
prevysuje in vitro experimenty na HepG2 a hepatocytech. Tento jev je sice paradoxni, nicméné
vysvétluje vysoké hladiny pomérd v jednotlivych organech a jeho pfi¢ina je s nejvétsi
pravdépodobnosti jasné definovana samotnou charakteristikou rozdilu in vivo a in vitro.

Ziskané vysledky ze zdravych i nadorovych bunék a vyzkum jejich fenotypovych projevi spojenych
pravé s 2HG, véetné moznosti 2HG vyuzit jako marker nddorovych nemoci (141, 140), jsme zuzitkovali
pfi designovani klinické studie ve spolupraci s Onkologickou klinikou VFN. Sérum a moc pacientek
s rlizné rozvinutym nadorem prsu byly podrobeny analyze s cilem uréit hladinu 2HG v téchto fluidnich
vzorcich.

Ziskani krve, respektive séra, a moce je relativné snadné a obvykle byva soucdsti vlastniho
lékaFského, rutinniho vysetfeni, proto jsou tyto tekutiny u pacientd s tumorem vhodnym predmétem
vyzkumu. Casny marker s moZznosti rychlého a presného stanoveni je obrovskou diagnostickou
vyhodou.

Z vysledk( koncentraci 2HG v moci pacientek s karcinomem prsu je patrné, Ze hladina 2HG v moci
roste s poétem metastaz a se stadiem nemoci. Tento vysledek je v souladu s fenogenetickou studii,
ktera odhaluje, Ze v prsnich karcinomech je vyrazné vyssi produkce tohoto metabolitu (142). Studie
byla provedena na pacientech i v in-vitro podminkach a 2HG povazuje za vyznamny metabolit pro
patogenezi prsnich tumorQ a zaroven ukazuje, Ze 2HG zpUsobuje vyssi proliferaci bunék a sniZzenou
miru apoptdzy. Jeho produkce je Uzce spjata s aktivaci ¢i deregulaci MYC.

Ve vzorcich séra nedoslo k zddnym dramatickym zménam, podle kterych by bylo mozné odlisit
jednotlivé skupiny. Podobné vysledky byly potvrzeny i u pacient s gliomem. Hladiny 2HG zde
nekorelovaly s velikosti gliomu, dokonce ani vtumorech smutaci IDH1/2 (143). Naznaduje to
moznost, Ze si organizmus i pres existenci solidniho tumoru udrzuje mimo vlastni loZisko nadoru
endogenni rovnovahu a nadbytecny 2HG vyloudi diky filtraci ledvin vyluCovaci soustavou.

Samostatnou vyjimkou je skupina pacientek v remisi, kde je hladina 2HG v modi vyssi neZz u
pacientek ve stadiu 3, byt by hladiny v obdobi remise dle nasich odhadd mély byt podobné spise
vysledktiim zdravych kontrol. Zde vsak nardzime na komplexni problém, nebot pacientky casto
absolvuji fadu invazivnich zakrok(, chemo ¢i radioterpii a mira regenerace muiZe byt pomald a
doprovdazena zanétem. Zanét, jak naznacuji i nase vysledky, mliZze rovnéz zvySovat hladiny 2HG.

V kontextu téchto tvrzeni je pak velice tézké urcit, zdali se samotnd hladina 2HG v pokrocilych
stadiich nemoci a pfi proliferujicich metastazach da povazovat za vérohodnou a zdlvodnitelnou ryze
exportem z nadoru, anebo komplexnim zasazenim organismu, spojenym s dalSimi druhotnymi
faktory lécby.

Toto a dalsi otdzky bude muset zodpovédét detailnéjsi vyzkum, ktery probihd na nasich
pracovistich v sou¢asné dobé.
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6 Zaver

Podarilo se nam prokdazat existenci RK a syntézy 2HG v nddorovych bunkach prsniho karcinomu
HTB-126 a MDA-MB-231, dale v nddorovych burnkach HepG2, HCT 116, SHSY5Y, PaTu 8902, také
v burikdch INS1E a ve zdravych potkanich hepatocytech a fibroblastech. Zaroven byla na liniich HTB-
126 a MDA-MB-231 prokazana vyznamna role IDH2 v reverzni syntéze citrdtu (RK) a 2HG. Na HTB-126
byl prokazan vyznam IDH1 jako enzymu, ktery se také podili na syntéze 2HG. Ve vSech bunécnych
liniich figuroval glutamin jako zdroj a prekurzor metabolit RK a 2HG. Déle bylo potvrzeno na
bunécéné linii HTB-126, ze uz 5% koncentrace O, vyznamné zvySuje RK, ale uZ neni dostatecna
k zvySeni syntézy 2HG — to bylo naméreno i na SHSY5Y. Nicméné po vyznamné inhibici respira¢niho
fetézce chemickymi inhibitory doslo k zvysené syntéze 2HG i metabolitll RK v HTB-126 i SHSY5Y. Na
miru RK ma také vliv koncentrace CO,, respektive jeho parcialni tlak vinkubacéni atmosfére.
V testovanych vzorcich doslo ke korelaci mezi poklesem CO, a mirou RK. Syntéza 2HG zUstala stejna,
nebot zde oxid uhli¢ity neslouZi jako substrat pro reakci. Hypokapnie je spojovéna s nedostate¢nou
respiraci, kterd je v rostoucich nddorech vyznamna. V téchto podminkach vyznamné vzroste mira RK.
Nyni vime, Ze hladiny CO,, Uroven hypoxie a mira RK vzajemné souvisi a jejich rovhovaha muize byt
zasadnim aspektem pro pochopeni Zivotaschopnosti solidniho tumoru.

Dale bylo zjisténo, Ze pravé 2HG hraje roli v proliferaci zdravych potkanich fibroblastd.
V podminkach, které stimuluji jejich rist, byl 2HG zvySeny, a dokonce po pridani tohoto metabolitu
do média doslo k vyssi proliferaci fibroblastd i SHSY5Y, kterou si vysvétlujeme zvySenou respiraci a
syntézou ATP. Spole¢né s 2HG byl sledovan i pomér 2HG/20G, ktery by mél ucelnéji plnit, diky
antagonismu 2HG vici 20G dependentnim dioxygenazam, roli markeru ¢i referencni hodnoty, a to
jak ve zdravych, tak v nadorovych burikiach. Ve vétsiné pripadl koncentrace 2HG korelovala
s hodnotou poméru 2HG/20G v podminkéch stimulujicich rist, jedinou vyjimkou byly pravé SHSY5Y,
které pro svlj nadorovy charakter nejspis nereagovali tak senzitivné. Vystavenim fibroblastl hypoxii
a stimulaci sérem doslo k zvyseni proliferace bunék, spojené svyssi hladinou 2HG a poméru
2HG/20G. Pfidanim 2HG doslo také k zvySeni proliferace fibroblastl a soucasné k zvySeni poméru
2HG/20G, oviem ve fyziologickych hladinach. Podle provedenych experimentl pomoci metody
Western blot se jako nejslibné&jsi cil ovliviujici proliferaci jevi pravé HIF1la. Poméry 2HG/20G byly
studovany i vorgdnech izolovanych z potkand. Zde jsme se vSak nedobrali zddného vyrazného
trendu, nicméné se ukazalo, Ze v Zivém systému je rovnovaha mezi 2HG a 20G posunuta ve prospéch
2HG, coz se ustali po 24 hodinach v in vitro podminkach (izolace hepatocytl — pfima vs. 24 hodinova
inkubace).

Namérend data a obé publikace vytvafi konzistentni predstavu o vyznamu RK a syntézy 2HG,
pficemzZ jasné definuji molekuldrné mechanisticky i fyziologicky vyznam obou drah ve zdravych i
nadorovych bunkach. Publikace se vzajemné doplfiuji a vytvari jasnéjsi pohled na metabolismus
savCich bunék, pricemz zohlednuji fadu onkologickych aspekti. Proto zde byla prezentovana dosud
nepublikovana data z klinického vyzkumu fluidnich vzork( pacientek s karcinomem prsu.

Ucelem celé studie, ktera stéle trvd, je prokdzat & vyvratit vyznam 2HG jako markeru solidniho
tumoru prsu. Jak se z predbéznych vysledk( ukazuje — 2HG ma potencidl pro véasnou diagnostiku
karcinomu prsu a po provedeni detailni klinické studie by mohl figurovat jako vyznamny ukazatel
miry rozvinuti nemoci.
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