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Abstrakt

Metabolizmus nadorovych buniek sa odliSuje od metabolizmu zdravych buniek vo viacerych
ohladoch. Prvou popisanou odlisShostou metabolizmu nadorovych buniek bola aerdbna
glykolyza, pri ktorej bunky konvertuju pyruvat na laktat aj za normoxickych podmienok.
Odlisnosti boli dalej popisané v citratovom cykle, v metabolizme aminokyselin (predovsetkym
glutaminu, asparaginu a serinu) a tiez v metabolizme lipidov. Spoloénym znakom tychto zmien

je prevladnutie anabolickych drah, umoznujuce rychlu proliferaciu nadorovych buniek.

Zvlastny vyznam ma studium metabolizmu nadorovych buniek rezistentnych na liecbu, ktorych

odlisny metabolicky profil je nielen potencialnym markerom, ale tiez terapeutickym ciefom.

Véacsina metabolickych odliSnosti bola po prvykrat popisana v solidnych nadoroch, zatial co
metabolizmu akutnych leukémii zacala byt venovana vacsia pozornost az v poslednych rokoch.
Asparaginaza je prikladom chemoterapie vyuZivajicej metabolicki odlisnost leukemickych
buniek. Specificky metabolizmus je tiez spajany s rezistenciou buniek akutnej leukémie voci
glukokortikoidom. Podrobné studium Specifického metabolizmu leukemickych buniek objasnilo
mechanizmus vzniku rezistencie voci asparaginaze a tiez voci glukokortikoidom a naznadilo

mozné vyuZitie tychto zmien v cielenej terapii.

Klacové slova: metabolizmus, Warburgov efekt, glutamin, glykolyza, L-asparaginaza,

protinddorova terapia, rezistencia



Abstract

Cancer metabolism differs from that of the healthy cells in several aspects. Aerobic glycolysis
(e.g. converting pyruvate to lactate under normoxic conditions) was the first described
metabolic alteration of cancer cells. Metabolic alterations have since been described in the
tricarboxylic acid cycle, oxidative phosphorylation, in the metabolism of amino acids (especially
glutamine, asparagine and serine) and also in the metabolism of fatty acids and cholesterol. The
common feature of these changes is the tendency to prefer anabolic pathways, thus enabling

fast proliferation of cancer cells.

The study of cancer metabolism is particularly important in the case of cancer cells that show
resistance to treatment, as their aberrant metabolism is not only a potential diagnostic marker

but also a potential therapeutic target.

The majority of metabolic alterations have been described for the first time in solid tumors,
whereas only recently has the metabolism of acute leukamias gained more attention.
Asparaginase is an example of a chemotherapeutic agent that targets a metabolic alteration of
leukemic cells. Distinct metabolic profile is also associated with the glucocorticoid resistance.
Detailled study of the metabolic alterations of leukemic cells has elucitated the mechanisms of
the asparaginase and glucocorticoid resistance and suggested a potential use of these

alterations in the targeted therapy.

Key words: metabolism, Warburg effect, glutamine, glycolysis, asparaginase, anticancer

therapy, resistence
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1. Uvod

V 20-tych rokoch minulého storocia si Otto Warburg vsimol, Ze nadorové bunky prijimaju
glukézu z média a produkuju laktat aj v pritomnosti dostatoéného mnozstva kyslika. Tento jav
nazval ,,aerdbna glykolyza“, neskor sa ujal pojem ,Warburgov efekt”. Glykolyza a nasledna
fermentdcia pyruvatu na laktat poskytuje bunkam podstatne niZSie mnoistvo ATP neZ
dekarboxylacia pyruvatu na acetylCoA nasledovana citrdtovym cyklom a oxidaciou
redukovanych koenzymov FADH2 a NADH v dychacom retazci (Cisty zisk 2 ATP vs. 34-36 ATP).
Tento fakt viedol Warburga k formulovaniu hypotézy, Ze nddorové bunky maju poskodené
mitochondrie a aerdbna glykolyza je pre ne spdsobom, ako sa vyrovnat s neschopnostou
energeticky vyhodnejsej oxidativnej fosforylacie (Warburg, 1956). Na niekolko nasledujucich
desatroCi sa toto vysvetlenie aerébnej glykolyzy povaZzovalo za dostatoéné a pozornost sa
v oblasti onkologického vyskumu presunula k onkogénom a tumor-supresorovym génom.
Zmeny metabolizmu su z tohto pohladu sekundarnym javom: nadmerna proliferacia nadorovych
buniek vyZaduje dostatok ATP a metabolitov, ¢o vedie k prispdsobeniu metabolizmu tymto
narokom. Tento model vSak nevysvetluje, pre¢o davaju nadorové bunky prednost menej
efektivne] glykolyze pred oxidativhou fosforylaciou napriek tomu, Ze Warburgova pévodna
hypotéza o nefunkénych mitochondriach sa ukazala byt nepravdivou. V nadorovych bunkach su
aktivne metabolické drahy, pre ktoré je pritomnost intaktnych mitochondrii zdsadnda a strata
funkénych mitochondrii po aplikacii etidium-bromidu naopak znizuje onkogénny potencial
buniek (Cavalli et al, 1997). MozZné vysvetlenie predstavuje model, podla ktorého rastové faktory
priamo zmenia metabolizmus nadorovych buniek z katabolického (typického pre diferencované
bunky) na anabolicky, poskytujuci dostatok makromolekul na tvorbu dcérskych buniek. V tomto
svetle nie je limitujucim zdrojom pre proliferujice bunky dostatok ATP, ale dostatok
redukovanych organickych zIGcenin, potrebnych pre syntézu stavebnych c¢asti buniek (Ward a
Thompson, 2012 review). Pavlova a Thompson v roku 2016 zhotovili na zaklade zhodnotenia
vysledkov intenzivneho vyskumu v oblasti metabolizmu nadorovych buniek v poslednej dekade
zoznam Siestich charakteristickych znakov nadorového metabolizmu. Patri medzi ne zvyseny
prijem glukdézy a aminokyselin z prostredia, nestandardné sposoby prijmu Zivin (napr. tzv.
entdza, pri ktorej bunka pohlti a pouzije ako zdroj energie int bunku, prave nadorové bunky su
entoticky mimoriadne aktivne (Overholtzer et al, 2007)), zvysena potreba redukovanej formy
dusika, vyuZivanie intermediatov glykolyzy a citratového cyklu na anabolické deje, zmeny
v regulacii génovej expresie posobenim metabolitov a zmeny v interakcii s mikroprostredim
nadoru prostrednictvom zmeneného metabolizmu. Hoci sa tieto zmeny nevyskytuju vzdy

sucasne a vo vSetkych typoch nadorovych buniek, vo vacsine nddorovych buniek su pritomné



aspon dve z nich, ¢o zdoéraznuje vyznam metabolizmu v nadorove] transformacii a zaroven to
ukazuje smer mozZnej terapie nadorovych ochoreni. Klinicky vyznamné su taktiez popisané
odlisnosti v metabolizme rezistentnych nadorovych buniek v porovnani s nadorovymi bunkami
senzitivnymi (Stdubert et al, 2014 review). Rezistencia na chemoterapiu a nasledny relaps je
najcastejSim dovodom mortality detskych leukemickych pacientov (Stary, 2010 review). Mozné
vyuzitie Specifického metabolizmu rezistentnych buniek ako terapeutického ciela predstavuje
potencial pre vyrazné zlepSenie progndzy pacientov s rizikom relapsu. Ciefom tejto bakalarskej
prace je poskytnut prehlad doteraz popisanych zmien v metabolizme nadorovych buniek
s prikladmi ich vyuZitia v cielenej terapii nadorovych ochoreni. Zvlastna pozornost je venovana

metabolizmu a terapii akutnych leukémii.

2. Typy leukémie a ich prevalencia

Leukémia je najcastejsim malignym ochorenim u deti vo veku do 15 rokov, tvori 30 % vSetkych
onkologickych ochoreni v tejto vekovej skupine. Podla klinickych prejavov sa leukémia deli na
akatnu a chronickd. Podla vyvojovej rady v hematopoéze, z ktorej je odvodend, sa deli na
lymfoblasticki a myeloblasticki. 80 % pripadov leukémie u deti predstavuje akitna
lymfoblastickd leukémia (ALL), 15 % akdtna myeloidnd leukémia (AML), asi 5 % pripada na deti
s myelodysplastickym syndromom a 2-3 % tvoria deti s chronickou myeloidnou leukémiou (CML)
(Stary, 2010 review). Terapia leukémii zaznamenala v poslednych desatrociach vyznamny
pokrok. Ceskd Republika sa zapojila do medzindrodnej randomizovanej $tudie ALL IC-BFM 2002,
v ktorej bolo medzi rokmi 2002 az 2007 lieCenych 5060 deti s ALL z 15 krajin sveta podla
Standardizovaného protokolu so stratifikaciou pacientov podla rizika do troch skupin. PrezZitie 5
rokov bez relapsu ochorenia od zadiatku terapie sa podarilo dosiahnut u 74 % pacientov a
celkové prefZitie 8 rokov od zaciatku terapie sa podarilo dosiahnut u 82 % vsetkych pacientov bez
ohlfadu na mieru rizika (Stary et al, 2014). Pacienti s ALL vacSinou dobre reaguju na
chemoterapiu, ktora Standardne trva 2 roky a pozostdva zo 4 faz: indukcia remisie, konsolidacia,
reindukcia remisie a nakoniec udrZiavacia liecba. Za negativne prognostické znaky mozno
povazovat nepriaznivé genetické prestavby, absenciu skorej odpovede na lie¢bu a tieZ vek do 1
roku Zivota alebo nad 10 rokov (Cooper a Brown, 2014). V terapii sa pouziva vinkristin, kortikoidy
(prednizon a dexametazon), asparaginaza, cyklofosfamid, methotrexat, merkaptopurinol,
cytozin arabinozid a antracyklinové cytostatika daunorubicin a doxorubicin. AML predstavuje 15
% pripadov leukémie u deti, Uspesne je vyliecenych 60 — 65 % pacientov. Liec¢ba je v porovnani
v ALL kratsia, trva necely rok a vyuZivaju sa pri nej antracykliny a cytozin arabinozid (Stary, 2010

review).



3. Signalne drahy regulujuce metabolizmus v nadorovych bunkach

Prezivanie a proliferacia buniek je zavisld na integracii intracelularnych a extracelularnych
podnetov a aktivacii, resp. inhibicii vhodnych metabolickych drah. Podrobny prehlad
koordinacie bunkovej signaliziacie a metabolizmu presahuje svojou komplexnostou ciele tejto
prace, preto budu v nasledujucej Casti predstavené len niektoré vybrané drahy, ktoré su
najcastejSie spajané s nadorovou transformaciou a metabolickymi zmenami.

3.1. PI3K/Akt/mTOR

Casto mutovanou signdlnou drahou, podielajicou sa na regulacii metabolizmu, je v bunkach
akatnych leukémii draha fosfatidylinozitol-3-kinaza, Akt a mTOR (P13K/Akt/mTOR) (Kharas et al,
2010; Janes et al, 2010). mTOR (mammalian Target of rapamycin) je cicavcia varianta evolucne
konzervovanej serin-treoninove]j kinazy, ktora integruje signaly z prostredia a na ich zaklade
reguluje rast, metabolizmus a proliferaciu buniek. mTOR tvori proteinové komplexy 1 a 2
(mTORC1 a mTORC2), pricom lepsie popisany je mTORC1. mTORC1 sa sklada z proteinov mTOR,
Raptor (Regulatory associated protein of TOR) a mLST8 (mammalian Lethal with SEC13 protein
8), mTORC2 tvori protein mTOR asociovany s proteinmi Rictor (Rapamycin insensitive
companion of mTOR), mLST8 a mSIN1 (mammalian Stress activated protein kinase interacting
protein 1) (Moschetta et al, 2014 review). Medzi doteraz najlepsie popisané efektory mTORC1
patri ribozomalna kindaza p70S6 (p70S6K) a protein 4E-BP1 (eukaryotic initiation factor 4E
(elF4E)-binding protein). Fosforylacia p70S6K komplexom mTORC1 vedie kjej aktivacii
a naslednej fosforylacii a aktivacii ribozomalneho proteinu S6, naopak fosforylacia 4E-BP1 ma za
nasledok jeho uvolnenie z vazby s elF4E. Volny elF4E je zasadny pre inicidciu transldcie (Hara et
al, 1998). Vyznamnym reguldtorom aktivity MTORC1 je TSC1/2 (Tuberous sclerosis complex 1 a
2). TSC1/2 je tumor-supresorovy proteinovy komplex, ktory inhibuje aktivaciu mTORC1 malym
G proteinom Rheb tym, Ze vystupuje ako GAP (GTPase activating protein) a stimuluje premenu
GTP, naviazaného na Rheb, na GDP. Rheb s naviazanym GDP sa nemdze viazat na mTORC1 a
aktivovat ho (Inoki et al, 2003). Ochrannym mechanizmom proti nadmernej aktivite mTORC1
v pripade inaktivacie TSC1/2 je transkripénym faktorom STAT3 (Signal transducer and activator
3) stimulovana zvySena expresia PTEN (Tumor phosphatase and tensin homologue). PTEN svojou
fosfatazovou aktivitou meni PI3P (fosfatidylinozitol-3-fosfat) na PI2P (fosfatidylinozitol-2-fosfat)
a tImi tak aktivitu PI3K a Akt (Zha et al, 2011). Vzhladom k vyznamnej tumor-supresorovej funkcii
PTEN su jeho mutacie casté u pacientov s malignymi ochoreniami, vratane hematologickych
(Palomero et al, 2007). Zvysenie aktivity mTORC1 pri dostatku aminokyselin je sprostredkovana
Rag proteinmi, patriacimi medzi malé GTPazy. Na rozdiel od vacSiny ostatnych signalov,
pritomnost aminokyselin je signalizovana priamou interakciou Rag proteinov s mTORC1 a pre

aktivaciu nie je nutna pritomnost TSC1/2. Mechanizmus, akym pritomnost aminokyselin vedie
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k aktivacii mTORC1, nie je presne popisany, avsak predpoklada sa, Zze pritomnost aminokyselin
zrejme stimuluje Rag-proteinmi sprostredkovany presun mTORC1 komplexu do perinuklearnej
oblasti buniek, kde je pritomny jeho aktivator Rheb (Sancak et al, 2008).

3.2. LKB1/AMPK

Protein kindza aktivovand AMP (AMPK) je regulacnym uzlom, ktory blokuje anabolické a
podporuje katabolické drahy pri nedostatku ATP. AMPK je serin-treoninova kinaza,
pozostavajlca z katalytickej alfa a regulacnych beta a gama podjednotiek (Hardie et al, 1998
review). Gama podjednotka obsahuje 4 CBS (cystationin beta syntaza) domény, viazuce AMP.
Vazba AMP na CBS domény vedie k alosterickej aktivacii AMPK a zaroven predchadza
defosforyldcii treoninu na pozicii 172 (Thr 172) v katalytickej podjednotke. Fosforylacia Thr 172
je nutnd pre kinazovu aktivitu AMPK (Sanders et al, 2007). Aktivatorom AMPK je okrem inych
tieZ serin-threoninova kinaza LKB1 (Liver kinase B1). Bunky s nefunkénou LKB1 maju znizenu
aktivitu AMPK, su citlivé voci energetickému stresu a podliehaju vo vyssej miere apoptdze (Shaw
et al, 2003). AMPK funguje ako senzor schopny zachytit energeticky stres v bunke
prostrednictvom znizeného pomeru AMP/ATP a nasledne inhibovat energeticky naroc¢né
anabolické deje (Hardi et al, 1998 review).

3.3. Transkripény faktor HIF1a

Metabolizmus bunky je okrem dostupnosti Zivin ovplyvneny tiez dostatkom kyslika v prostredi.
Hlavnym reguldtorom odpovede bunky na hypoxiu je HIF1 komplex (Hypoxia induced factor 1).
HIF1 sa v podobe heterodiméru viaze na HRE (Hypoxia response element) ciefovych génov
a stimuluje ich transkripciu. Medzi gény, ktorych expresiu HIF1 zvySuje, patri okrem inych GLUT1,
enzymy glykolyzy, EPO (Erytropoetin) a VEGF (Vascular endothelial growth factor) (Firth et al,
1994). Heterodimér HIF1 sa sklada zo stabilnej beta podjednotky a podjednotky alfa, ktora je za
normoxickych podmienok degradovana ubikvitin-proteazomovym komplexom (Huang et al,
1998). Ubikvitinylacia je sprostredkovana tumor-supresorovym proteinom VHL (von Hippel-
Lindau) (Tanimoto et al, 2000). U c¢loveka boli identifikované tri prolyl-4-hydroxylazy (PHDs),
z ktorych ma na reguldciu aktivity VHL zdsadny vyznam PHD2 (Bruick a McKnight, 2001). Protein
VHL s hydroxylovanymi prolinovymi zvySkami je aktivny a ubikvitinyluje HIF1a, ta je nasledne
degradovana v proteazomovom komplexe a nedochadza k vytvoreniu heterodiméru HIF1
a aktivacii cielovych génov. PHDs patria medzi 2-KG dependentné dioxygenazy a v hypoxickych
podmienkach su neaktivne. VHL s nehydroxylovanymi prolinovymi zvySkami nie je aktivny,
podjednotka HIF1a nie je ubikvitinylovana a po vytvoreni komplexu HIFla s HIF1b reguluje

transkripciu ciefovych génov (Berra et al, 2003).



4. Specificky metabolizmus nddorowych buniek
4.1. Metabolizmus glukdzy

Glykolyza pozostava z desiatich krokov, v ktorych zjednej molekuly glukézy vznikaju dve
molekuly pyruvatu. Cely proces prebieha v cytoplazme a Cisty energeticky zisk predstavuju 2
molekuly ATP. Za aerdbnych podmienok je pyruvat dekarboxylovany na acetylCoA
pyruvatdehydrogenazovym enzymovym komplexom (PDH) v matrix mitochondrii. Za
anaerdobnych podmienok vSak absencia kyslika ako konecného akceptora elektrénov
znemoziuje fungovanie dychacieho retazca a pyruvat je redukovany na laktat, ¢o umoznuje
regeneraciu koenzymov NAD a FAD. Fermentdcia pyruvatu na laktat je energeticky menej
vyhodnd neZ oxidacia vdychacom retazci, avSak umoZnuje bunkdam produkciu ATP aj
v anaerdobnych podmienkach. Glykolyza nie je len linedrnou drahou od glukdzy k pyruvatu,
medziprodukty mézu vstupovat do rdznych biosyntetickych drdh, ¢o je zrejme dévodom
tendencie nadorovych buniek k aerdbnej glykolyze (kapitola 1). U glioblastdmovych buniek je
az 90 % glukdzy a 60 % glutaminu premenenych na laktat a pyruvat, v pripade glutaminu je
vedlajsim produktom NADPH (DeBerardinis et al, 2007). Odlisnosti v metabolizme glukdzy v
nadorovych bunkdach predstavuju potencialny ciel protinadorovej terapie.

4.1.1. Vstup glukdzy do bunky

Prvym limitujacim krokom v metabolizme glykolyzy je jej vstup do bunky. Do bunky sa glukdza
dostdva pomocou dvoch typov transportérov: symportom so sodikom alebo facilitovanou
difuziou cez glukdézovy transportér. U Cloveka bolo doteraz popisanych 14 glukdzovych
transportérov (GLUTs), GLUTS je Specificky pre fruktézu. Najlepsie preskiumané su GLUT1-4,
GLUT4 je zavisly na inzuline a nachadza sa hlavne na povrchu svalovych buniek a adipocytov
(Thorens a Mueckler, 2010 review). Expresia inzulin dependentného GLUT4 v bunkach svalov
a adipocytoch vyZaduje aktivaciu PI3K signalnej drahy inzulinom (Stuart et al, 2008). Jednym
z dosledkov nadmernej aktivacie PI3K drahy je zvySend expresia GLUTs v nadorovych bunkach.
Inhibicia PI3K drahy zniZuje expresiu GLUT1 v bunkach nadoru pankreasu (Melstrom et al, 2009).
V bunkach AML rezistentnych na chemoterapiu su zvysené hladiny HIF1a a GLUT1 v porovnani
s bunkami senzitivnymi. Uml¢anie GLUT1, pripadne HIFla, pomocou shRNA vedie k zvySeniu
senzitivity a k indukcii apoptézy (Song et al, 2014). Expresiu GLUTs naopak tlmi tumor
supresorovy protein p53, ktory okrem priamej represie transkripcie GLUTs tiez ovplyviuje
transkripciu mnohych metabolickych enzymov a stimuluje katabolicky metabolizmus. Jeho
mutacia teda vedie k zvysenej expresii GLUTs a k prevladnutiu anabolickych drah (Zawacka-

Pankau et al, 2011).



4.1.2. Regulacia glykolyzy v nadorovych bunkach

Glykolyza je regulovana na troch hlavnych drovniach: v prvom kroku (premena glukdzy na
glukodza-6-fosfat (G6P)) katalyzovanom hexokinazou (HK), resp. glukokinazou v hepatocytoch, v
tretom kroku katalyzovanom fosfofruktokindzou 1 (PFK1), ktora katalyzuje premenu fruktéza-
6-fosfatu (F6P) na fruktdza-1,6-bisfosfat (FBP), a v poslednom kroku, premene
fosfoenolpyruvatu na pyruvat, katalyzovanom pyruvatkinazou (PMK). Z analyzy kinetickych
vlastnosti HK, PFK-1, PKM2 a LDH v 7 nadorovych liniach vyplyva, Ze pre rychlost glykolyzy je
v nddorovych bunkach limitujica aktivita HK a PFK-1. Katalytickd schopnost PKM-2 a LDH
v nddorovych bunkach saturovana nie je, ich ulohou je zrejme rychle odstranenie koncovych
produktov glykolyzy (fosfoenolpyruvat a pyruvat). Tym sa predchadza inhibicii celej drahy
negativnou spatnou vazbou a udrZuje sa vysoka aktivita glykolyzy (Xie et al, 2016).

4.1.2.1. Hexokinaza

Enzym katalyzujuci prvy krok glykolyzy sa u ¢loveka nachadza v 4 izoformach: HK-1, HK-II, HK-III
a HK-1V (Katzen a Schimke, 1965). HK-II je prevaZzujucou izoformou v nadorovych bunkach (Katic
et al, 2012) a jej expresia koreluje s aktivitou Akt a zvySenou hladinou HIF1a (Zhuo et al, 2015).
HK-II sa viaZe na napéatovo zavisly aniontovy kanal (Voltage-dependent anion channel, VDAC) vo
vonkajsej mitochondridlnej membrane. Tato vazba jej na jednej strane umozZnuje pristup k ATP
produkovanom mitochondriami a na druhej strane brani translokacii pro-apoptotického
proteinu Bax z mitochondrii. V zdravych bunkach je translokacia Bax do mitochondrie
nasledovana uvolnenim cytochrému c do cytoplazmy a spustenim apoptdzy. V bunkach
nadexprimujucich HK-11 je tento mechanizmus inhibovany (Pastorino et al, 2002). Inaktivacia HK-
Il pomocou shRNA ainhibicia 2-DG vedie k zniZeniu proliferacie buniek malobunkového
plucneho karcindmu (Wang et al, 2016).

4.1.2.2. Fosfofruktokinaza 1

PFK-1 katalyzuje premenu G6P (glukdza-6-fosfat) na FBP (fruktdza-1,6-bisfosfat), tento krok
determinuje vstup molekuly glukdzy do glykolytickej drahy. Na alosterickej reguldcii aktivity PFK-
1 sa podiela viac ako 10 réznych metabolitov (Schoeneberg et al, 2013). Z hladiska nadorovej
transformacie je vyznamna alostericka aktivacia PFK-1 prostrednictvom F-2,6-BP (fruktéza-2,6-
bisfosfat), produktu enzymu 6-fosfofrukto-2-kindzy/fruktdza-2,6-bisfosfatazy (PFKBP, PFK-2).
V pripade, Ze je PFKBP fosforylovana regulacnym enzymom (napr. PKA — protein kindzou A),
prevlada jej fosfatazova aktivita. V opacnom pripade defosforylovana PFKBP katalyzuje kinazovu
reakciu. Chesney et al (2014) urcili pomer kinazovej a fosfatazovej aktivity PFKBP v bunkach
adenokarcindmu pluc 4,3:1. Vyssia kindzova aktivita vedie k zvySenej hladine F-2,6-BP a ten

aktivovanim PFK-1 podporuje aktivitu glykolytickej drahy. Inhibicia PFKBP v mySacom modeli



leukémie prostrednictvom nizkomolekulovej latky 3PO (3-(3-pyridinyl)-1-(4-pyridinyl)-2-propen-
1-one) viedla k zastaveniu proliferacie nadorovych buniek (Clem et al, 2008).
4.1.2.3.Pyruvatkinaza

U cloveka boli popisané 4 izoformy pyruvatkinazy: L izoforma, prevaZujlca v peceni a oblickach
(organy glukoneogenézy), R izoforma v erytrocytoch, PKM1 exprimovana v tukovom tkanive a
vo svaloch, a PKM2 izoforma, typickd pre embryonalne a nadorové bunky. Na rozdiel od
ostatnych izoforiem nie je PKM1 regulovana alostericky ani fosforylaciou a je konstitutivne
aktivna. (Mazurek, 2011 review). Zmena izoformy PKM1 na lahSie inhibovatelni PKM2 izoformu
v nadorovych bunkach podporuje aktivitu glykolytickej drahy zrejme v skorych fazach nadorove;j
transformacie. Naopak umlcanie PKM2 pomocou siRNA vedie k potlaceniu nadorovej
transformacie (Wittwer et al, 2011). PKM1 a PKM2 su koédované rovnakym génom a
produkované alternativnym zostrihom (Noguchi et al, 1986), pricom aktivita cMyc onkogénu
vedie k preferenénému zostrihu PKM2 formy (David et al, 2010). Na reguldcii zostrihu sa podiela
aj mTORC1 a jeho inaktivacia vedie k zniZzeniu hladiny metabolickych intermediatov a zniZeniu
expresie PKM2. Dosledkom je znizenie aktivity glykolytickej drahy a spomalenie az zastavenie
proliferacie nadorovych buniek (Sun et al, 2011). U mysi, ktorym boli transplantované
leukemické bunky s inaktivovanou PKM2, doslo k rozvinutiu ochorenia neskor a postupovalo
pomalSie nez u mysi s aktivnou PKM2. Zaroven bola u nich produkcia laktatu o 30 % nizsia nez u
buniek s aktivnou PKM2 a korelovala s pomals$im nastupom a progresom ochorenia. Inhibicia
PKM2 by teda mohla u pacientov s leukémiou viest k spomaleniu progresu ochorenia (Wang et
al, 2014).

4.1.3. Laktatdehydrogenaza

Konecny produkt glykolyzy, pyruvat, je za hypoxickych podmienok konvertovany LDH na laktat,
pricom reakcia je reverzibilnd. Kofaktorom je NADH a bunkam je tak umoznené regenerovat
NAD inym spdsobom neZ v dychacom retazci. LDH sa u ¢loveka nachéadza v 5 izoformach. Vo
vsetkych pripadoch ide o tetramérnu Strukturu, ktora sa ale liSi zastupenim podjednotiek M
(Muscle) a H (Heart), alternativne sa pouZiva znacenie A a B (Krieg et al, 1967). Nadorové bunky
exprimuju prevazne LDHA formu (Kolev et al, 2008). Fantin et al (2006) inhibiciou LDHA v
bunkach nadoru prsnika ukazali, Ze aktivita LDHA je nutna pre udrZanie vysokej aktivity glykolyzy

a proliferacie nadorovych buniek.

4.1.4. Vyutzitie Specifického metabolizmu glukdzy v terapii
4.1.4.1.Inhibicia vstupu glukdzy do bunky

Pridanie protilatok proti GLUT1 ku kultiram bunkovych linii malobunkového karcindmu pltc a

nadoru prsnika viedlo k zniZzenej proliferacii a ich podavanie sucasne s latkami bezne



pouzivanymi v chemoterapii zvySovalo mieru apoptdzy (Rastogi et al, 2007). Inhibicia GLUT1
pomocou shRNA vedie k znizeniu aktivity glykolytickej drahy v nadorovych bunkach zaltudka,
vysledkom je potlacenie proliferacie nddorovych buniek a apoptdza (Zhang et al, 2015). Bunky
B-ALL exprimuju niekolko ¢lenov GLUT rodiny. Hlavnym transportérom je u nich GLUT1, nakolko
delécia GLUT1 vedie k zniZenej aktivite anabolickych drah, zniZzenej hladine glykolytickych
intermediatov a k zvySenej miere apoptdzy. Metabolizmus B-ALL buniek je teda zavisly na
glykolyze a inhibitory GLUT1 by mohli mat pozitivny Ucinok na vysledky terapie (Liu et al, 2014).
Kultivacia bunkovych linii nadoru prsnika a nemalobunkového karcindmu plic v pritomnosti
nizkomolekularneho inhibitora GLUT1, W?ZB117 viedla k zniZeniu hladiny metabolickych
enzymov HK2 a PMK2, zniZeniu produkcie laktatu a zniZenej intracelularnej hladine ATP.
Vysledkom bolo znizenie aktivity Akt a mTORC1, zvySenie aktivity AMPK a jej vplyvom inhibicia
cyklinu E2, ¢o viedlo k zniZeniu proliferacie a apoptdze (Liu et al, 2012). Leukemické bunky linie
K562 sa v hypoxickych podmienkach stavaju rezistentnymi na daunorubicin. Podanie inhibitora
GLUT1 floretinu v hypoxickych podmienkach zniZuje prijem glukdzy o 60 % a zvysuje citlivost

buniek na daunorubicin (Cao et al, 2006).

In vitro a u niektorych latok tieZ in vivo na mySich modeloch bol potvrdeny antiproliferativny a
proapoptoticky ucinok inhibitorov GLUT1. Podavanie samotnych inhibitorov metabolizmu
glukdzy nie je dlhodobo efektivne. Idedlnym pristupom by bol zrejme vyvoj nizkomolekularnych
inhibitorov GLUT1 a ich pouZitie v kombindcii so $tandardnou terapiou, nakolko uc¢innost tohto
pristupu potvrdzuju in vitro studie.

4.1.4.2. 2-deoxy-D-glukéza

Jednym z prvych testovanych inhibitorov glykolyzy bola 2-deoxy-D-glukdza, analdg glukdzy,
ktora ma ale miesto hydroxylovej skupiny na uhliku C2 naviazany vodik. 2-DG prostrednictvom
GLUTSs vstupuje do buniek, kde sa stava substratom HK, ktora ju fosforyluje na 6-fosfo-2-DG.
Dal$im krokom glykolyzy je za fyziologickych podmienok enzymaticka reakcia fosfoglukdza
izomerazy (PGI), ktord ale nie je schopna katalyzovat izomerizaciu 6-fosfo-2-DG. Vysledkom je
teda akumulacia 6-fosfo-2-DG v bunke, ktora néasledne inhibuje glykolyzu (Sols et Crane, 1954).
Podavanie 2-DG v kombindacii s adriamycinom a paclitaxelom zvySuje cytotoxické ucinky na
nadorové bunky osteosarkému a plucneho karcindmu (Maschek et al, 2004). Synergisticky
ucinok s chemoterapeutikami bol pozorovany aj v leukemickych bunkach. Nakolko zvysena
aktivita glykolytickej drahy je sprievodnym znakom buniek ALL rezistentnych na glukokortikoidy,
podavanie 2-DG ako inhibitora glykolyzy ma synergisticky ucinok s GK a vedie k obnoveniu

citlivosti rezistentnych buniek (Eberhart et al, 2009). U buniek AML nesucich sekundarnu



mutaciu FLT3 (Fms like tyrosin kinase 3) a rezistentnych na sorafenib, resp. quizartinib, dochadza
pri si¢asnom podavani 2-DG k obnoveniu citlivosti na tieto latky (Larrue et al, 2015).

Okrem inhibicie glykolyzy sa na cytotoxickych tGcinkoch 2-DG podiela inhibicia N-glykozylacie. N-
glykozyldcia je jednou z posttranslacnych modifikacii a zacina v endoplazmatickom retikule (ER)
na molekule dolicholu. Zakladom struktury si 2 molekuly N-acetylglukozaminu, na ktory je
naviazana mandza. Na molekule mandzy potom zacina bohaté vetvenie oligosacharidového

retazca, vetvena Struktira je nasledne prenesend ,,en bloc” na asparaginovy zvysok proteinu.

2-DG modze byt substratom pre enzymy, katalyzujice pripojenie monosacharidov k
oligosacharidovému retazcu, aviak na rozdiel od mandzy sa na 2-DG nemobzZe napojit vetvena
Struktura (Datema et Schwartz, 1979). Désledkom je akumuldcia nespravne zloZzenych N-
glykozylovanych proteinov s nedokoncéenou oligosacharidovou zlozkou v ER, to nasledne vyvola
tzv. ,,odpoved na nezloZzené proteiny” (unfolded protein response - UPR), o je fyziologicky dej,
ktorym sa bunka snazi docasné zvysenie mnozistva nezloZenych proteinov v ER zvladnut
a zabranit apoptoze (Kurtoglu et al, 2007). Pri dlhotrvajicom ER strese vyvolanom nadbytkom
nespravne zlozenych glykoproteinov sa vsak anti-apoptoticka funkcia UPR vycCerpa a dojde k
spusteniu apoptdzy, sprostredkovanej pomocou proteinu CHOP (CCAAT/enhancer binding
protein homologous transcriptional factor) (Yamaguchi a Wang, 2004).

Inhibicia N-glykozylacie pésobenim 2-DG by mohla mat vyznamny terapeuticky potenciél pre
bunky AML nestuce mutdciu povrchovych tyrozin kindzovych receptorov (RTK). Mutacie RTK sa
Casto vyskytuju u pacientov s AML (Estey, 2012) a vedu ku konstitutivnej aktivacii PI3K a dalSich
signalnych drah, prispievajucich svojou nadmernou aktivitou k nadorovej transformacii
(Roumier et al, 2006). RTK sa nachadzaju na povrchu buniek a su N-glykozylované, podavanie 2-
DG zniZuje ich pocet na povrchu buniek a teda zniZuje i aktivitu nimi aktivovanych signalnych

drah, ¢o vedie k zastaveniu proliferacie buniek a k zvySenej miere apoptdzy (Larrue et al, 2015).

U buniek ALL podanie 2-DG vedie k apoptdze uz pri davkach, ktoré pre iné nadorové bunky v
aerdébnych podmienkach nie su toxické, pricom senzitivita B-ALL a T-ALL sa vyznamne lisi. U T-
ALL bunkovych linii dochadza k apoptdze v nizSej miere nez u B-ALL. Hlavnym mechanizmom
navodzujucim apoptdézu je u tychto buniek zrejme prave inhibicia N-glykozylacie. Relativna
vys$ia rezistencia pacientov s T-ALL na ucinky 2-DG by mohla byt spdsobend pomerne vysokou
prevalenciou inaktivujucich PTEN mutacii v tomto subtype v porovnani s B-ALL (Palomero et al,
2007). Inaktivacia PTEN vedie k nadmernej aktivite PI3K signdlnej drahy, ¢o zvysuje aktivitu Akt.
Vysoka hladina aktivnej Akt vedie k zvySenej aktivite protein kindz zapojenych do UPR a
sposobuje tak vy$siu odolnost T-ALL vocéi G¢inkom 2-DG. Podavanie 2-DG spolu s inhibitormi Akt

by tak mohlo viest k lep$ej odpovedi T-ALL na lie¢bu pomocou 2-DG (DeSalvo et al, 2012). U¢&inky



2-DG su zavislé od typu nadoru, od vyvojovej linie, a taktieZz od individudlneho metabolického
profilu jednotlivych buniek. Porovnanie odpovede dvoch bunkovych linii AML ukdzalo, Ze u
buniek NB4, ktoré vyuzivaju ako hlavni metabolicki drahu glykolyzu, dochadza k rychlemu
zastaveniu proliferacie. Naopak, ucinky na liniu THP-1, ktorej metabolizmus je zavisly od vysokej
aktivity FAO (Suganuma et al, 2010), boli zanedbatelné. Sucasna inhibicia FAO pri podani 2-DG
viedla k apoptdze (Miwa et al, 2013). V stucasnosti neprebiehaju klinické testy, v ktorych by bola
podavana pacientom samotna 2-DG, vzhladom k jej relativnej neldcinnosti a faktu, Ze podavanie
vysokych davok 2-DG méze viest u pacientov k systémovej toxicite (Stein et al, 2010; Raez et al,

2012).

4.2. Citratovy cyklus

Citratovy cyklus je centralnou biochemickou drahou, ktord okrem redukovanych koenzymov
NADH a FADH2 poskytuje bunkam prekurzory pre mnohé biosyntetické drahy. V nadorovych
bunkach boli identifikované mutdcie enzymov citratového cyklu, ovplyviiujluce ich prezivanie
a proliferaciu (Pavlova a Thompson, 2016 review).

4.2.1. Mutdcie fumarazy a sukcinatdehydrogenazy

Sukcinatdehydrogenaza (SDH) je enzym, katalyzujuci premenu sukcinatu na fumarat. Fumaraza
(FH) nasledne konvertuje fumarat na malat. Bunky pacientov s dedi¢nou leiomyomatdzou a
renalnym karcindmom (Hereditary leiomyomatosis and renal cancer cells - HLRCC) maju mutiacie
v géne pre FH, ¢o vedie k aerébnej glykolyze, zniZzeniu aktivity AMPK a zvySeniu hladiny HIF1a
(Tong et al, 2012). Podobné prejavy su spajané s mutaciou SDH, typickou pre pacientov
s paragangliomom a feocytochrémom (Baysal et al, 2000; Gimm et al, 2000). Zvysena hladina
HIF1a v bunkach nadorov s tymito mutaciami nekoreluje s denzitou kapilar a nie je sp6sobena
hypoxiou v mikroprostredi tumoru. Hlavnym mechanizmom, zodpovednym za onkogénny
potencidl mutacii FH a SDH sa teda zda byt pseudohypoxia (Pollard et al, 2005). Selak et al (2005)
analyzou vzoriek pacientov s nddorom s mutovanou SDH objasnili mechanizmus, akym moéze
absencia enzymu TCA prispiet k pseudohypoxii: sukcindt moze prechadzat medzi mitochondriou
a cytoplazmou. V cytoplazme kompetuje s 2-KG a inhibuje tak ¢innost PHD (dekarboxylacia 2-KG
na sukcinat je paralelne prebiehajicou reakciou, bez ktorej PHD nemdze hydroxylovat prolinové
zvysky v proteine VHL. Akumuldcia sukcinatu v cytoplazme sp6sobenad mutaciou SDH, pripadne
FH, tak vedie k inhibicii PHD, nasledne;j stabilizacii HIF1a podjednotky a k zvyseniu expresie HIF-
1 indukovanych génov. Vysledkom je pseudohypoxicky stav bunky a posun metabolizmu

k aerdbnej glykolyze, ktora podporuje proliferaciu buniek a nadorovu transformaciu.
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4.2.2. Mutdcie izocitratdehydrogenazy

Izocitratdehydrogenaza (IDH) je enzym TCA, ktory oxidativne dekarboxyluje izocitrat na alfa-
ketoglutarat (2-KG) za sucasnej premeny NAD(P)+ na NAD(P)H. U ¢loveka sa vyskytuje v troch
izoformach: IDH3 je sudastou TCA a vyuZiva ako kofaktor NAD+. IDH1 aIDH2 su pribuzné
homodimerické proteiny so 70% zhodou v Strukture, odliSnou od Struktdry IDH3, vyuZivajuce
ako kofaktor NADP. Lisia sa lokalizaciou v bunke: IDH2 je pritomna v matrix mitochondrii, zatial
Co IDH1 je lokalizovana v cytoplazme a v peroxizémoch. (zhrnuté v Mellai et al, 2013). Mutacia
vIDH1 bola prvykrat preukazana v bunkach izolovanych zgliémov roznych Stadii. Pri
celogendmovej analyze glioblastému bola u 12% vzoriek ndjdena somaticka mutacia v géne pre
IDH1 v koddne 132, kddujucom arginin (Parsons et al, 2008). Nasledna analyza vzoriek gliomov
odhalila pritomnost bodove] substitu¢nej mutacie IDH1 R132 a mutacie IDH2 R172. Arginin na
pozicii 132 u IDH1 je homologicky s argininom na pozicii 172 u IDH2 a v oboch pripadoch sa
nachadza v katalytickom mieste enzymu (Ward et al, 2010). V roku 2009 bola mutacia IDH1
prvykrat objavend vo vzorkdch pacientov s AML, najcastejsi vyskyt (16%) bol zaznamenany
u pacientov s normalnym cytogenetickym profilom (Mardis et al, 2009). Studie na mysacich
modeloch naznaduju, ze IDH1/2 mutacia nenavodzuje myelodysplaziu per se, ale v kombinacii
s inym faktorom (napr. zvySenou expresiou HOXA9) urychluje nastup ochorenia (Chaturvedi et
al, 2013).

4.2.2.1. Produkcia 2-hydroxyglutaratu

Modely Siestich substitu¢nych mutdcii R132 IDH1, z ktorych kazda bola predtym popisana
u pacientov s glioblastomom, ukazali, Ze vsetky tieto mutdcie vyznamne ovplyvnia véazbu
izocitratu do katalytického miesta enzymu (Zhao et al, 2009). Analyzou metabolického profilu
glioblastémovych bunkovych linii s mutaciou R132H IDH1 bolo zistené, Ze bunky exprimujuce
R132H IDH1 formu produkuju vyrazné mnozstvo R(-) 2-hydroxyglutaratu (2HG), zluceniny, ktora
sa v bunkach s nemutovanou formou IDH1 vyskytuje v zanedbatelnom mnoZstve. Struktirna
analyza R132H IDH1 proteinu ukazala, Ze zdmena argininu za histidin vedie na jednej strane
k zvy$enej afinite k NADPH ana druhej strane nepritomnost guanidilovej skupiny argininu
v katalytickom mieste zniZuje afinitu ku karboxylove]j skupine izocitratu. Analyza in vitro aktivity
mutovanej formy IDH1 viedla k formulacii hypotézy, Zze mutacia IDH1 sp6sobuje vyrazny pokles
citrat-dependentnej produkcie NADPH a naopak zisk 2-KG dependentnej spotreby NADPH,
sprevadzane] priamou premenou 2-KG na 2-HG (Dang et al, 2009). NADPH-dependentna
produkcia 2-HG bola potvrdena i u pacientov s AML, pricom hladina 2-HG nezavisela od typu
substiticie. Hladiny 2-KG, fumardtu, sukcinatu ani maldtu neboli signifikantne zmenené

v porovnani s pacientami s nemutovanou formou IDH1/2. (Gross et al, 2010).
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4.2.2.2. 2-HG ako inhibitor 2-KG dependentnych dioxygenaz

Co sposobuje onkogénny potencial jednoduchého metabolitu, akym je 2-HG? V ludskom
organizme sa vyskytuje viac ako 60 2-KG dependentnych dioxygendz, katalyzujucich demetylaciu
histonov a nukleovych kyselin, regulujucich stabilitu avzdjomné interakcie proteinov
hydroxylaciou (Lu et al, 2012). Patri medzi ne rodina histdnovych demetylaz, pre ktoré je
charakteristickd konzervovand JumanjiC doména (JmjC). Sucasne s demetylaciou lysinovych
zvygkov histénov prebieha dekarboxyldcia 2-KG na sukcinat (Tsukada et al, 2006). Dal$ou
proteinovou rodinou patriacou medzi 2-KG dep. dioxygendzy je TET rodina 5-mC hydroxylaz
TET1, TET2, TET3, katalyzujucich premenu 5mC (5-metylcytozin) na 5hmC (5-
hydroxymetylcytozin) (Tahiliani et al, 2009; Ito et al 2009). 5hmC je intermediatom demetylacie
5mC, vyskytuje sa najma v kddujucich oblastiach gendmu a prevazuje v exdnovych sekvenciach
(Xuetal, 2011). Stadium jeho vplyvu na expresiu génov bolo komplikované faktom, Ze bisulfitova
sekvenacna metodda, Standardne pouZivana na detekciu 5mC, nerozliSuje medzi 5mC a 5hmC
(Huang et al, 2010). 5hmC je sucastou dynamického procesu aktivnej demetylacie 5mC a je
asociovany prevaZzne so zvysenim expresie génov, hoci u niektorych génov bola pozorovana
negativna korelacia medzi aktivitou TET, zastupenim 5hmC a génovou expresiou (Xu et al, 2011).
Existencia velkej skupiny 2-KG dependentnych dioxygenaz a vyskyt mutacii niektorych z tychto
enzymov u AML (Delhommeau et al, 2009; Lorsbach et al, 2003) viedli k hypotéze, 7Ze 2-HG moéze
byt vzhladom kvelkej Struktirnej podobnosti s2-KG kompetitivnym inhibitorom 2-KG
dependentnych dioxygenaz , a teda jeho zvySena hladina vedie k ich zniZenej aktivite a nasledne
tak prispieva k nadorovej transformacii. Xu et al v roku 2011 in vitro a nasledne in vivo Studiou
potvrdili rolu 2-HG ako kompetitivneho inhibitora 2-KG, ktorého zvysena hladina v bunke vedie
k znizeniu aktivity 2-KG dependentnych dioxygenaz. Ukazalo sa, Ze u pacientov s IDH1/2 je
aktivita TET2 vyznamne znizend, pricom mutdacie TET2 a IDH1/2 sa nevyskytuju sucasne a
spbsobuju podobny metylacny profil, o naznacuje prelinajici sa ucinok a vzajomnu biologicku
redundanciu. Mutéacia IDH1/2 alebo inaktivacia TET2 vedu k zniZeniu schopnosti diferenciacie u
buniek myeloidnej vyvojovej rady (Figureoa, 2010b). Jednym z dolezitych fenoménov
pozorovanych u pacientov s AML je hypermetylacia gendmu, na zaklade odliSného metylacného
profilu je mozné rozdelit pacientov na definované podtypy (Figueroa et al, 2010a). Dva z tychto
podtypov su asociované s mutovanou IDH1/2, priéom pre tieto 2 skupiny je charakteristicka
celkova hypermetylacia DNA v oblasti promdtorov v porovnani s pacientami s nemutovanou
IDH1/2. Metyla¢né profily u IDH1 a IDH2 sa do znaénej miery prelinajui, ¢o podporuje tedriu o
vzajomnej biologickej redundancii IDH1 a IDH2 mutdcii. V 45 hypermetylovanych oblastiach
DNA, ktoré su Specifické pre dva IDH1/2 DNA metylacné profily, s vyznamne zastipené

sekvencie viaZzuce transkripcné faktory GATA a EVI1, dbleZité v procese myelodiferenciacie.
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Neschopnost buniek nestcich IDH1/2 mutaciu viazat tieto transkripéné faktory by mohla

vysvetlit ich stratu schopnosti diferenciacie. (Figureoa et al, 2010b).

4.2.2.3. Metabolické zmeny buniek s mutaciou IDH1/2
Porovnanie metabolického profilu glidmovych buniek s mutdciou R132H IDH1 a R172K IDH2

ukazalo, Ze metabolické profily v pripade mutacie IDH1 vs. IDH2 su navzajom znacne podobné
a zaroven sa odlisuju od metabolickych profilov buniek s nemutovanou IDH1/2. Mutécia IDH1 je
spojena so zvysenou hladinou volnych AK, hlavne AK s rozvetvenym retazcom, naopak znizené
su hladiny glutamatu, ¢o by mohlo mat suvis s jeho premenou na 2-KG a nasledne 2-HG. Znizena
je tiez hladina N-acetylovanych AK, ¢o by mohlo naznacovat znizenu produkciu acetylCoA, ktora
indikuje naruseny metabolizmus lipidov (Reitman et al, 2011). Dysreguldcii lipidového
metabolizmu v suUvislosti s mutdciou IDH1/2 nasvedduje i znizend aktivita PI3K u buniek s AML
(Birner et al, 2014). Medzi efektory PI3K patri okrem inych ATP-citrat lyaza (ACL), syntaza
mastnych kyselin (FAS) a acetylCoAkarboxyldza (ACC), takze znizenie jej aktivity by mohlo mat
za nasledok narusenie lipidového metabolizmu mutovanych buniek (Parker a Metallo, 2015
review). IDH1/2 vykazuju zavislost na glutamine, ¢o by mohlo byt zakladom cielene] terapie AML
s touto mutdciou (Dang et al, 2009; Emadi et al, 2014). Reitman et al pri analyze metabolického
profilu IDH1/2 mutovanych buniek nepozorovali vyrazné zmeny v aktivite enzymov glykolytickej
drahy, neskorsia Studia vsak ukazala, Ze v mutovanych bunkach boli znizené hladiny PDK1
(veduce kzvysenej aktivite PDH), HK2, PKM2 a LDHA, pricom hladina LDHA patrila
k najvyraznejsie znizenym. Glidmové bunky s mutovanou IDH1/2 st prvé ludské nadorové
bunky, u ktorych bolo pozorované znizenie expresie LDHA, a teda zniZenie aktivity glykolytickej
drahy (Chesnelong et al, 2014).

4.2.2.4. Mutiécie IDH1/2 ako prognosticky marker u AML

Postoj k prognostickému vyznamu IDH1/2 mutacie u AML je nejednoznacny. Metaanalyza 15
studii zrokov 2009-2011 preukazala kratSiu dobu prezivania v porovnani s pacientami
s nemutovanou IDH1/2. (Feng et al, 2012). Recentnejsie Studie zaznamenali horsiu progndzu
u oboch mutdcii, Ziaden vplyv na progndzu, horsiu prognézu len u pacientov s IDH2 mutaciou,
pripadne dokonca lepsSiu progndzu pacientov sIDH1/2 muticiou (Yamaguchi et al, 2014;
DiNardo et al, 2015; Balls et al, 2015; Emadi et al, 2015). Pre progndzu pacientov je zrejme
zdsadna sucasna pritomnost inych mutacii (Green et al, 2010) a ddleZitym faktorom je presna

lokalizacia substituovanej aminokyseliny (Green et al, 2011).
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4.2.2.5. Mutdécie IDH1/2 v terapii AML

Snahy vyuZit mutéciu IDH1/2 v terapii pacientov s AML vychadzaju z dvoch odlisnych pristupov.
Prvym je tradicny postup hladania priamych inhibitorov mutovaného onkogénu, druhym je
cielenad inhibicia drah, od ktorych je dany ndador zavisly. Vroku 2013 Chaturvedi et al
identifikovali potencidlny nizkomolekularny inhibitor mutovanej IDH1, nazvany HMS-101,
viazuci sa do katalytického miesta enzymu. In vitro studie potvrdili znizend aktivitu mutantne;j
formy enzymu a signifikantne zniZzenu hladinu 2-HG. U buniek z pacientskych vzoriek AML
s mutaciou IDH1 HMS-101 selektivne navodzuje zastavenie bunkového cyklu a apoptézu. Wang
et al v roku 2013 sledovali ucinok sulfonylmocovinovej zltuceniny, ktori pomenovali AGI-6780,
na enzymatickd aktivitu mutovanych foriem IDH1/2. AGI-6780 sa viaze do alosterického miesta
R140Q IDH2 a nekompetitivne ju inhibuje. Naviazanie tohto inhibitora drzi mutovany dimér
enzymu trvalo v otvorenej konformacii, kedy neméze dojst ku katalyze enzymatickej reakcie.
AGI-6780 signifikantne zniZzuje hladinu 2-HG vo vzorkach pacientov s mutaciou IDH1/2. Znizenie
hladiny 2-HG nasledne vedie u mutovanych buniek k obnoveniu schopnosti diferenciacie. AGI-
6780 neinhibuje iné mutované formy IDH1/2, avSak pre pacientov s mutdciou R140Q IDH2 by
mohla predstavovat potencidlnu cielent terapiu. V sucasnosti prebiehaja klinické testy troch
inhibitorov IDH1/2 od firmy Agios v spolupraci s Celgene Corporation (Agios, [online], [vid. 2. 5.

2016], dostupné z: http://www.agios.com/pipeline-idh.php): inhibitor mutovanej IDH1 AG-120,

mutovanej IDH2 AG-221, a inhibitor oboch mutovanych foriem AG-881, vSetky inhibitory su
zatial vo faze | klinickych testov. Rovnako vo faze | je momentalne inhibitor R132 IDH1 od firmy
Novartis, nazvany IDH305. V kontexte mutéacie IDH1/2 bola identifikovana ich zavislost na
glutamine. Porovnanie odpovede buniek AML pacientov s mutovanou, resp. nemutovanou
formou IDH1/2 na BPTES, selektivny inhibitor glutaminazy (GLS) ukazuje, Ze inhibicia BPTES
spomaluje proliferaciu buniek s mutovanou formou IDH1/2, zatial ¢o na proliferaciu buniek s
nemutovanou formou IDH1/2 nema vplyv (Emadi et al, 2014). Vzhladom k tomu, Ze mutacia
IDH1/2 samotna nenavodzuje leukemicku transformaciu a vyZzaduje pritomnost dalSej mutacie
(Chaturvedi et al, 2013), je mozné ocakavat, Ze terapia s pouzitim vyhradne inhibitora IDH1/2
nebude G¢inng, a bude nutné dalej skimat mozné kombinacie s dostupnymi pripravkami (Levis,
2013 review). Momentalne je v Stadiu testovania studia sledujica ucinok terapie kombinujucej
azacitidin s AG-221/AG-120 (National Library of Medicine a U.S. National Institutes of Health,
[online], [vid.2.5.2016], dostupné zZ:
https://www.clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02677922?term=AG-221%2FAG-120&rank=2)
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4.3. Oxidativna fosforylacia

Napriek tendencii nddorovych buniek k aerdbnej glykolyze a preferencnej premene pyruvatu na
laktat je pre tieto bunky OXPHOS zasadna. Okrem produkcie samotného ATP je s
mitochondridlnym membranovym potencidlom (MMP), generovanym v procese OXPHQOS, uzko
spojena regulacia apoptdzy (Yadav a Chandra, 2013 review). Znizeny MMP vedie k zmenam
v Struktire matrix mitochondrii a ulahcuje uvolnenie cytochromu c do intermembranového
priestoru a naslednu apoptozu (Gottlieb et al, 2003). Za urcitych okolnosti vsak znizenie MMP
naopak posobi antiapoptoticky, zrejme v désledku ihnibicie tvorby ROS (Samudio et al, 2009
review).

4.3.1. Metformin v terapii nadorovych ochoreni

V roku 2005 Evans et al na zaklade epidemiologickej studie predostreli hypotézu, Ze biguanid
metformin, liek prvej volby v terapii diabetu 2. typu, zniZuje riziko onkologickych ochoreni u
diabetickych pacientov. Metaanalyza 28 studii potvrdila lepsSiu progndézu u onkologickych
pacientov s diabetom 2. typu, lieCenych sucasne chemoterapiou a metforminom (Zhang a Li,
2014). Metformin inhibiciou komplexu | zniZzuje pomer ATP/AMP a aktivuje AMPK, ktora
nasledne inhibuje proliferaciu buniek (Xu et al, 2015). Podanie metforminu inhibuje rast
bunkovych linii nadoru ovarii a zvysuje citlivost mysi s nadorom ovarii k paclitaxelu (Lengyel et
al, 2014). U leukemickych buniek rezistentnych na 4-HPR (4-hydroxy(phenyl)retinamide)
navodzuje metformin disipaciu MMP, zastavenie bunkového cyklu a apoptozu (Rodriguez-Lirio
et al, 2015), podobny efekt ma biguanid fenformin a aktivator AMPK AICAR (5-aminoimidazole-
4-carboxyamide ribonucleoside). U buniek lymfému a T-ALL s mutovanym PTEN, ktoré maiju
konstitutivne aktivny mTORC1, vedie podanie metforminu k aktivacii AMPK a inhibicii mTORC1,
zaroven metformin zvySuje citlivost tychto buniek na dexametazon a 2-DG (Rosilio et al, 2013).
Sucasné podanie metforminu by tak mohlo zvySovat Géinnost $tandardnej terapie. Inhibicia
mTORC1 prostrednictvom zvysenej aktivity AMPK by mohla predstavovat terapiu pre pacientov
s mutdciou PTEN. V sucasnosti prebiehaju klinické studie sledujuce ucinok kombinacie
metforminu a Standardnej chemoterapie u pacientov s AML, resp. ALL (National Library of
Medicine a U.S.National Institutes of Health, [online], [vid. 2.5.2016] dostupné z:

https://clinicaltrials.gov/ct2/results?term=metformin+leukemia&Search=Search ).

4.4, Metabolizmus aminokyselin
4.4.1. Metabolizmus glutaminu v nadorovych bunkach

Medzi metabolické zmeny nadorovych buniek patria aj odliSnosti v metabolizme aminokyselin.

Najvéddésia pozornost sa v doterajSom vyskume sustredila na zmeny v metabolizme glutaminu,
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ktory je za normalnych okolnosti neesencialnou aminokyselinou. V nadorovych bunkach
dochadza k zvySeniu prijmu glutaminu z prostredia (Brand, 1985) a kzvySenej aktivite
glutaminazy (GLS), ktora katalyzuje premenu glutaminu na glutamat. U ¢loveka boli popisané
dva gény, GLS1 a GLS2, kddujuce jednotlivé izoformy glutaminazy. GLS1 kdduje dve izoformy
tohto enzymu, KGA (kidney type glutaminase) a GAC (glutaminaza C). Pre nadorové bunky je
typickd zvySend expresia GLS1 (Peréz-Goméz et al, 2005), naopak GLS2 patri medzi gény
regulované p53 a ma tumor-supresorovu funkciu (Szeliga et al, 2014). Nedostatok glutaminu
vedie k apoptdze nadorovych buniek, pricom tento efekt je mozné timit pridanim intermediatov
TCA do média (Yuneva et al, 2007). Regulatorom metabolizmu glutaminu je v nadorovych
bunkach onkogén Myc, ktorého zvysena hladina vedie k zvySenej expresii GLS, LDHA a tieZ k
zvySenému prijmu glutaminu z média. Umicanie MYC génu pomocou shRNA naopak timi
zavislost buniek na glutamine a takto modifikované bunky dokazu prezivat aj bez pritomnosti
glutaminu v médiu (Wise et al, 2008). Zasadny vyznam glutaminu pre nadorové bunky spociva
v jeho univerzalnosti, ¢o predstavuje urcitu paralelu k metabolizmu glukdzy, ktora tiez méze
vstupovat do r6znych metabolickych drah v zavislosti na aktualnej situacii bunky. Zvyseny prijem
glutaminu podporuje anabolicky metabolizmus a proliferaciu nadorovych buniek tym, Ze
poskytuje aminoskupinu na gama uhliku pre syntézu nukleotidov, doplfia intermediaty TCA
a tym udrzZuje jeho aktivitu za sicasného odcéerpavania citratu pre syntézu mastnych kyselin, je
prekurzorom neesencidlnych aminokyselin a zaroven zabezpecCuje dostatok NADPH pre

biosyntetické reakcie (De Berardinis et al, 2007)

GLS premiena glutamin na glutamat, ktory sa nasledne stdva substratom
glutamatdehydrogendzy (GDH), pripadne transamindzy (TA), adoplfia intermediaty TCA.
Produktom reakcie GDH je 2-KG, produktom transaminacnych reakcii je hlavne alanin.
Intermediaty TCA mdzu byt vyuZivané v dalSich metabolickych drahach, malat moézie byt
transportovany z mitochondrie do cytoplazmy a tam konvertovany malatdehydrogenazou na
pyruvat a nasledne LDHA na laktat, priCom produktom tejto reakcie je NADPH, nutny pre

biosyntetické reakcie (Wise et Thompson, 2010 review).

Vzhladom k vyznamu glutaminu pre nddorové bunky by inhibicia metabolickych drah, na ktorych
sa glutamin zucastriuje, mohla byt potenciadlnou cielenou terapiou. Jednym z moznych cielov
terapie je inhibicia prijmu glutaminu z prostredia. Glutamin je do buniek transportovany
minimalne Styrmi réznymi transportérmi, z ktorych zvlast vyznamny je transportér SLC1A5,
kooperujuci s antiportérom SLC7A5/SLC3A2. SLC1AS5 transportuje glutamin do bunky a ten je
nasledne heterodimérom SLC7A5/SLC3A2 transportovany zbunky do extraceluldrneho

prostredia vymenou za rozvetvené aminokyseliny, predovsetkym leucin. Inhibitor SLC1A5, GPNA
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(L-y-glutamyl-p-nitroanilide) inhibuje mMTORC1 tym, Ze bréani vstupu glutaminu do bunky, ten
nasledne nemdze byt vymeneny za leucin a nedostatok leucinu vedie k inhibicii mTORC1 (Nicklin
et al, 2009). Umlcanie génu SLC1A5 v bunkach pacientov s AML vedie k inhibicii mTORC1 a k
zvysSenej miere apoptdzy, podobny uc¢inok ma kultivacia izolovanych leukemickych buniek
v médiu bez pritomnosti glutaminu (Willems et al, 2013). Inhibiciu mTORC1 je tieZz moziné
navodit inhibiciou GLS pomocou latky DON (6-diazo-5-oxo-L-norleucine), podobny efekt ma
BPTES (bis-2-(5-phenylacetamido-1,2,4-thiadiazol-2-yl)ethyl sulphide) a tieZ umlc¢anie génu GDH
pomocou siRNA. V bunkdach s inaktivovanou GLS, pripadne GDH, nedochadza k translokacii
mTORC1 do perinukledrnej oblasti buniek a teda nemoéze dojst ku kontaktu s Rheb a naslednej
aktivacii mTORC1. Glutaminolyza stimuluje u Rag proteinov vymenu GTP za GDP a tym zvysuje
ich aktivitu a nasledne transport mTORC1 do blizkosti aktivatora Rheb, jej inhibicia by preto
mohla byt dalsim terapeutickym cieflom v bunkéch s abnormalitami v metabolizme glutaminu
(Durén et al, 2012). Inhibicia GLS1 pomocou latky CB-839 vedie k apoptdze buniek AML bez
vyraznych cytotoxickych Uc¢inkov na zdravé bunky a zaroven tato latka zvysuje citlivost buniek
AML voci apoptdze navodenej podanim ABT-199, inhibitora antiapoptotického proteinu Bcl-2
(Jacque et al, 2015).

4.4.2. Asparaginaza v terapii leukémie

Glutamindzova aktivita bola popisand aj u asparaginazy (ASNazy), latky pouZivanej v terapii ALL
a niekolkych dalSich hematologickych malignit od 70-tych rokov, po tom, ako bola v 60-tych
rokoch identifikovana ako latka, zodpovedna za inhibiciu proliferacie buniek lymfému po pridani
séra z moréata (Broome, 1963). Asparagin, podobne ako glutamin, nie je pre zdravé bunky
esencialnou aminokyselinou, nakolko ludské bunky exprimuju gén pre asparagin syntetazu
(ASNS). Expresia tohto génu je ale u leukemickych buniek nizka, ¢o ich predurcuje k citlivosti na
podanie ASNS. Hladina expresie ASNS vsak paradoxne nekoreluje s rezistenciou buniek ALL na
ASNazu a podanie ASNazy nevedie k zvySeniu expresie ASNS (Hermanova et al, 2012). ASNaza
katalyzuje hydrolyzu asparaginu na aspartat a amoniak, pripadne glutamat a amoniak, ¢im
znizuje hladiny asparaginu a glutaminu v sére a navodzuje tak apoptézu leukemickych buniek,
ktoré su na asparagine a glutamine zavislé. ASNaza je produkovana viacerymi bakteridlnymi
kmenmi, v klinickej praxi sa pouziva enzym ziskany z kmenov Escherichia coli a Erwinia
carotovora, ktoré sa okrem iného lisia tieZz mierou glutaminazovej aktivity (Ali et al, 2015 review).
Glutamindzova aktivita ASNazy bola v minulosti povaZovana za pricinu vyraznych vedlajsich
ucinkov a prevladala snaha o ziskanie enzymu bez tejto aktivity (Ramya et al, 2011), avsak
v sUcasnosti zacina prevlddat nazor, Zze glutaminazové aktivita je zasadna pre navodenie
cytotoxického ucinku ASNazy. Mutované formy ASNazy bez glutaminazovej aktivity maju nizsiu
ucinnost v navodeni apoptdzy buniek ALL (Parmentier et al, 2015). In vitro aj in vivo Studie
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preukazali schopnost adipocytov timit Géinok ASNazy na bunky ALL sekretovanim glutaminu do
média, pricom toto pozorovanie by mohlo ¢iastoéne vysvetlovat vyssi vyskyt relapsu u obéznych
deti s ALL, lie¢enych ASN&azou, v porovnani s detmi, ktoré obézne nie st (Ehsanipour et al, 2013).
V bunkach AML viedlo podanie ASNazy k inhibicii mTORC1 a naslednej apoptdze, avsak tento
efekt bol ciastoCne tlmeny sucasnou stimulaciou glutamin syntetazy (GS), ktora katalyzuje
premenu glutamatu na glutamin. Podanie ASNazy a zaroven umlcanie GS génu pomocou shRNA
viedlo u niektorych AML linii k zvySeniu apoptdzy, ¢o by naznacovalo mozné zvySenie ucinnosti
ASNazy sucasnou inhibiciou metabolizmu glutaminu (Willems et al, 2013). Okrem inhibicii
MTORC1 znizenim hladiny glutaminu v bunke je dalSim moznym mechanizmom, ktorym ASNaza
ovplyviuje preZivanie leukemickych buniek, zniZzenie mitochondridlneho membranového
potencialu inhibiciou TCA (Sugimoto et al, 2015).

4.4.3. Metabolizmus serinu v nadorovych bunkach

Metabolizmus glutaminu Uzko suvisi s metabolizmom serinu, nakolko inhibicia klticovych
enzymov glutaminového metabolizmu vedie uleukemickych buniek kzvySeniu expresie
fosfoglycerat dehydrogenazy (PHGDH) a fosfoserin aminotransferazy (PSAT). Umlcanie tychto
enzymov pomocou siRNA, pripadne absencia serinu v médiu, zvysuju citlivost leukemickych
buniek na inhibitory metabolizmu glutaminu. Stcasna inhibicia metabolizmu glutaminu a serinu
by tak mohla zvysit Ucinnost terapie. Nakolko metabolizmus serinu zrejme umozZiuje
leukemickym bunkam prezit inhibiciu glutaminového metabolizmu, mohla by tato sucasna
inhibicia tiez predstavovat moziny pristup k terapii pacientov s rezistenciou na inhibitory

glutaminového metabolizmu (Polet et al, 2015).

4.5. Metabolizmus lipidov

Za fyziologickych podmienok st naroky buniek pokryté prijmom exogénnych lipidov a de novo
syntéza mastnych kyselin (MK) je udrZzovana na nizkej hladine. Vyznam syntézy MK spociva
hlavne v uloZeni energie z nadbytku prijatych sacharidov vo forme lipidov, nakolko oxidacia
lipidov poskytuje priblizne dvojnasobok ATP v porovnani so sacharidmi (Carracedo et al, 2013
review). Syntéza MK prebieha na multienzymovom komplexe syntaza mastnych kyselin (FASN),
ktora predstavuje homodimér z dvoch 270-kilodaltonovych polypeptidovych retazcov, pricom
kazdy retazec obsahuje 7 funkénych domén (Maier et al, 2006). Primerom pre syntézu MK je
acetyl-CoA, ku ktorému su postupne pridavané dvojuhlikaté zvysky pochadzajice z malonyl-CoA.
Malonyl-CoA je produkovany enzymom acetyl-CoA karboxylaza (ACC) a funguje zaroven ako
inhibitor karnitinpalmitoyltransferazy 1 (CPT1), ktora translokuje MK z cytosolu do matrix

mitochondrie, kde prebieha FAO. MK, rovnako ako acetyl-CoA, totiz nedokdzu prestupit
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mitochondridlnou membranou. Inhibicia CPT1 prostrednictvom malonyl-CoA brani simultanne
prebiehajlcej syntéze a degradacii MK. Vzhfadom na to, Ze FASN je lokalizovana v cytosole a
PDH, produkujuca acetyl-CoA, sa nachadza v matrix mitochondrii, je nutné vznikajuci acetylCoA
transportovat z mitochondrie do cytosolu. Enzym citratsyntaza (CS) katalyzuje vznik citratu z
acetyl-CoA a oxaloacetatu (OAA). Citrat ma v mitochondridlnej membrane prenasac¢ a po
transporte do cytosolu a je enzymom ATP-dependentna citratlydza (ACL) Stiepeny spat na
acetylCoA a OAA. AcetylCoA mbze byt potom vyuzity na syntézu MK, zatial ¢o OAA je
konvertovany na malat a transportovany spat do mitochondrie.

4.5.1. Syntéza mastnych kyselin a cholesterolu

V nadorovych bunkach dochadza k deregulacii lipidového metabolizmu. Akumulacia esterov
cholesterolu v bunkach nadoru prostaty koreluje s agresivitou nadoru a je navodena zvysenou
aktivitou PI3K/Akt/mTOR drahy v dosledku mutacie PTEN. Inhibicia enzymu ACAT1 (Acyl
koenzym A: cholesterol acyltransferaza 1) vedie k zvySenej miere apoptdzy (Yue et al, 2014). V
bunkach lymfoblastickej leukémie sa 40 % cholesterolu nachadza vo forme esterov a 60 %
predstavuje volny cholesterol, zatial ¢o v zdravych bunkach predstavuje volny cholesterol 90 %
celkovych zasob cholesterolu. Expresia ACAT1 je dvojndsobna v porovnani so zdravymi bunkami
a jej inhibicia vedie k apoptdze. Volny cholesterol je v bunkach transportovany k
cytoplazmatickej membrane a zabudovany hlavne do oblasti lipidovych raftov, v ktorych sa
kumulujua receptory pre rastové faktory. Zmena metabolizmu cholesterolu a zniZzena hladina
volného cholesterolu v leukemickych bunkach tak moze ovplyvriovat signalizaciu medzi bunkami
(Mulas et al, 2011). V porovnani so zdravymi bunkami je v nadorovych bunkach vyrazne
aktivnejSia FASN, pricom tato aktivita koreluje s agresivitou daného nadoru a
pravdepodobnostou vyskytu rezistencie (Milgraum et al, 1997). Nizkomolekularny Specificky
inhibitor FASN, latka C93, zniZuje vyskyt nadorov u mysi s nemalobunkovym plicnym
karcindmom (Orita et al, 2007). Kli¢ovym krokom v syntéze MK je rozstiepenie citratu v
cytoplazme na acetyl-CoA a OAA. Transkripcia ACL, enzymu, ktory katalyzuje tlto reakciu, je
regulovana signalnou drahou PI13K/Akt v odpovedi na inzulin a rastové faktory. Umléanie génu
ACL pomocou shRNA vedie k spomaleniu proliferacie nadorovych buniek. (Bauer et al, 2005). K
zvySeniu expresie enzymov zapojenych do syntézy lipidov dochadza uz v skorych Stadiach
nadorovej transformacie (Piyathilake et al, 2000). Zvysena hladina MK zvysSuje proliferaciu
buniek nielen poskytovanim fosfolipidov na stavbu biomembran, ale aj ovplyviiovanim
signalnych drah v bunke (Vazquez-Martin et al, 2008). Vzhladom k absencii enzymu d12-
desaturaza nie s ludské bunky schopné produkovat omega 3 a omega 6 nenasytené MK.
Zvysena de novo lipogenéza preto vedie k zvyseniu podielu nasytenych MK vo fosfolipidoch
bunkovych membran. Nasytené MK su odolnejsie voci oxidacii vplyvom ROS a v sulade s tymto
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faktom inhibicia de novo lipogenézy v nadorovych bunkach vedie k ich zvySenej citlivosti k
apoptéze navodenej oxidaénym stresom. Dal$ou vyhodou vyssieho percentudlneho zasttpenia
nasytenych MK v membrane mdze byt zmena jej vlastnosti: zvySeny podiel nasytenych MK v
membrane totiZ zniZuje jej laterdlnu aj transverzalnu dynamiku. Pre niektoré chemoterapeutika,
napr. doxorubicin, je pasivny flip-flop prenos (t.j. dej, kedy dochadza k spontannemu
premiestneniu molekuly fosfolipidov z jednej monomolekularnej vrstvy biomembrany do
druhej) hlavnym mechanizmom vstupu do buniek (Regev a Eytan, 1997). Bunky nadoru prostaty
s vySsou aktivitou de novo lipogenézy su rezistentnejsie voci doxorubicinu a inhibicia syntézy MK
vedie k zvySeniu podielu nenasytenych MK v membréne, zvyseniu ich citlivosti a akumulacii
doxorubicinu v bunkach (Rysman et al, 2010).

4.5.2. Oxidacia mastnych kyselin

Oxidacia mastnych kyselin (FAQ) je séria reakci, v ktorych si MK postupne Stiepené na acetyl-
CoA. Ten modze nasledne vstlpit do TCA, resp. byt vyuZity pri syntéze MK, cholesterolu ¢i v
acetylacnych reakciach. Okrem acetyl-CoA vznikaju redukované koenzymy FADH2 a NADH, ktoré
sU nasledne oxidované v dychacom retazci. FAO teda vyZzaduje pritomnost kysliku. Jednym z
mechanizmov, ktorymi zvySenad aktivita FAO prispieva k lepSiemu preZivaniu nddorovych buniek
je zvysena produkcia ATP a v jej dosledku prekonanie obdobia metabolického stresu (Carracedo
et al, 2013 review). Pre nadory odvodené z epitelovych buniek nastdva toto obdobie
bezprostredne po strate kontaktu s ostatnymi bunkami a podlozkou, kedy dochadza k
znizenému prijmu glukdzy z okolia a zvySeniu hladiny ROS v bunke. Pokial bunka nedokaze
zapojit mechanizmy, ktorymi nedostatok ATP a nadbytok ROS prekon3, je vysledkom takéhoto
metabolického stresu apoptdza. V nadorovych bunkach preto po strate kontaktu s podlozkou
dochadza k zvyseniu aktivity FAO, ktora poskytuje potrebny ATP (Schafer et al, 2009). FAO je v
nadorovych bunkach stimulovana prostrednictvom AMPK a proteinu promyelocytickej leukémie
(PML). Tento tumor-supresorovy protein sa vyskytuje v jadrach buniek v tzv. PML telieskach a je
spajany s inhibiciou proliferacie nadorovych buniek. Bol pomenovany podla typu leukémie, u
ktorého casto dochadza k jeho translokacii (Haupt et al, 2013). V bunkach nadoru prsnika
expresia PML koreluje so zhorSenim progndzy pacientov a agresivitou ochorenia. Expresia PML
vedie k deacetylacii a aktivacii transkripcného kofaktoru PGC1A (PPARy coactivator 1A), ktory
nasledne aktivuje PPARy (Peroxisome proliferator activated receptor gama) (Carracedo et al,
2012). PPARy patri do rodiny nuklearnych receptorov, ktoré po naviazani ligandu reguluju
expresiu génov kédujucich enzymy zapojené do FAO (Forman et al, 1997). PML teda cez PGC1A
a PPARy stimuluje v nadorovych bunkach prsnika FAO, ¢im pomaha nadorovym bunkam
vyrovnat sa s metabolickym stresom (Carracedo et al, 2012). Ito et al (2012) identifikovali
pritomnost PML a v jeho dosledku stimulaciu FAO v zdravych HSC (Hematopoeitic stem cell) ako
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nutny predpoklad ich asymetrického delenia. Delécia PML, pripadne inhibicia FAO podanim
etomoxiru (inhibitor CPT1) vedie k diferenciacii buniek a vycerpaniu zdsob nediferencovanych

HSC.

Leukemické bunky kultivované na vrstve mezenchymalnych kmenovych buniek kostnej drene
(Mesenchymal stem cells, MSC) produkuju vysSie mnozstvo laktatu bez sucasného zvysenia
prijmu glukdzy. Kultivacia HSC s MSC, imitujuca mikroprostredie kostnej drene, vedie u HSC k
zvySeniu premeny pyruvatu na laktat. Zaroven dochadza v tychto bunkach k znizeniu MMP v
dosledku tzv. rozpriahnutia dychacieho retazca (uncoupling), kedy dochadza k oddeleniu
redukcie kyslika a tvorby ATP, ktoré su za normalnych okolnosti spolu Uzko prepojené. K
rozpriahnutiu dochadza vplyvom zvysenej aktivity UCP2 (Uncoupling protein 2), patriaceho do
rodiny uncoupling proteinov (Samudio et al, 2008). Uncoupling proteiny (transportéry iénov)
znizuju protonovy gradient a MMP (Brand et Esteves, 2005 review). Podanie etomoxiru vedie u
leukemickych buniek kultivovanych v pritomnosti MSC k zniZeniu spotreby kyslika. Zdrojom
redukovanych koenzymov pre oxidaciu v rozpriahnutom dychacom retazci si teda v
leukemickych bunkach zrejme mastné kyseliny (Samudio et al, 2009 review). Znizenie MMP v
dosledku zvysenej expresie UCP2 v bunkach nadoru hrubého Creva je spojené so zvysSenou
rezistenciou k chemoterapeutikdm a chrani bunky pred apoptézou (Derdak et al, 2007). Podanie
etomoxiru leukemickym bunkam kultivovanym v pritomnosti MSC vedie k zastaveniu ich
proliferacie a zvyseniu citlivosti voci induktoru apoptdzy ABT-737. Podobny efekt ma i podanie
orlistatu, inhibitora FASN. FAO ma v leukemickych bunkach teda zrejme dve zakladné funkcie:
na jednej strane umoznuje vyuZitie glukdzy na biosyntetické reakcie tym, Ze brani oxidacii
pyruvatu v TCA. Na druhej strane poskytuje acetyl-CoA pre TCA a tym udrZiava transport
elektronov dychacim retazcom, ¢o podla autorov tejto studie vedie v dosledku znizenia MMP k
zvySeniu rezistencie na apoptézu (Samudio et al, 2010). ST-1326, inhibitor CPT1A, znizuje
proliferaciu leukemickych buniek a vedie k apoptdze. Inhibicia FAO by teda mohla predstavovat
dalsi potencialny ciel protinddorovej terapie (Ricciardi et al, 2015). Podanie L-asparaginazy
(ASN&za) bunkdm ALL vedie k zmenam v ich metabolizme v snahe vyrovnat sa s navodenym
stresom. Jednou zo zmien je i zvySenie aktivity FAO v doésledku inhibicie mTORC1, pricom
inhibicia FAO podanim etomoxiru zvysuje citlivost buniek ALL na ASNS. Inhibicia FAO v
kombinacii s ASNazou by tak mohla byt dal$im pristupom k terapii leukémii s vyuzitim ich
pozmeneného metabolizmu (Hermanova et al, 2015). Inhibitory FAO by mohli byt stratégiou i v
terapii pacientov s CLL, u ktorych dochadza k rezistencii na GK. Podavanie GK aktivuje PPARa a

vedie k zvySeniu aktivity FAO ako zachranného mechanizmu, ktorym sa leukemické bunky snazia
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prekonat inhibiciu glykolyzy. Inhibicia PPARa sti¢asne s inhibiciou FAO obnovuje v rezistentnych

bunkach CLL citlivost na GK (Tung et al, 2013).

Zvy$ena odolnost k apoptdze u leukemickych buniek v dosledku znizeného MMP ako vysledku
pdsobenia UCP2 sa zda byt v rozpore s pozorovanim, Ze znizenie MMP inhibiciou OXPHOS vedie
k uvolheniu cytochrému c do intermembranového priestoru a k apoptéze (vid Kapitola 4.3.1.
Inhibicia oxidativne] fosforylacie). MoZznym vysvetlenim je, Ze znizeny MMP vedie k inhibicii
tvorby ROS po podani chemoterapeutik (Derdak et al, 2007). Znizena tvorba ROS mdze pbsobit
ako obranny mechanizmus proti apoptdze (Samudio et al, 2009 review). ZniZenie tvorby ROS
a zaroven zvySenie presunu cytochromu ¢ do medzimembranového priestoru su indukované
znizenim MMP, pricom vo vztahu k apoptdze pbsobia antagonisticky. Je mozné, Ze o efekte
znizeného MMP rozhoduje to, ¢i je nadorova bunka vystavenda posobeniu chemoterapie,

pripadne konkrétny typ chemoterapie.

Samudio et al vSak vo svojich ¢lankoch z roku 2008 a 2010, ani v prehladovom c¢lanku z roku
2009, nevysvetluju, akym spésobom vedie rozpriahnutie dychacieho retazca k inhibicii tvorby
ROS. Transport elektronov cez komplexy dychacieho retazca totiz pretrvava aj v situdcii, kedy je
MMP zniZeny Uucinkom UCP2, a teda by sa dalo ocakavat skér zvysenie hladiny ROS pri zvy$enej
FAO. Rovnako sa Samudio et al nepokdsili interpretovat vysledky svojich experimentov
vzhladom k experimentom skupiny Gottlieb et al (2003), ktora pozorovala zvysenie citlivosti na
apoptdozu vplyvom znizeného MMP. Presny vztah medzi znizenim MMP, apoptdézou a

rezistenciou buniek na chemoterapiu si teda zrejme bude Ziadat dalsi vyskum.

4.6. Metabolizmus rezistentnych nadorovych buniek

Slubnym pristupom k terapii rezistencie u nadorovych buniek sa zda byt vyuzitie odliSného
metabolizmu nadorovych buniek. Zmeny v metabolizme nadorovych buniek im nielen umoznuju
rychlejSiu proliferaciu, ale tiez tlmia apoptdézu navodzovanu chemoterapiou. Odlisny
metabolizmus tak predstavuje potencidlny terapeuticky ciel a kombinacia Standardnej
chemoterapie s inhibitormi niektorych metabolickych enzymov by mohla byt efektivna u
rezistentnych buniek, ktorych metabolizmus je odliSny od metabolizmu zdravych a tiez
senzitivnych nadorovych buniek (Zhao et al, 2013 review).

4.6.1. Rezistencia na glukokortikoidy v terapii ALL

Glukokortikoidy (GK) patria medzi steroidné hormdny produkované v kére nadobliciek. Inhibuju
metabolizmus glukdzy v bunkach, zvysuju glykémiu a podporuju oxidaciu mastnych kyselin. V
medicine su vyuZivané ako imunosupresiva a latky potlacujluce zapal (Buttgereit et al, 2015

review). Uz desatrocia sa v3ak pouzivaju i v terapii malignych ochoreni buniek lymfoidnej linie.
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Vcasna odpoved na poddavanie prednizolu je doleZité kritérium pre urCovanie progndzy
pacientov s ALL lieCenych podla BFM (Berlin — Frankfurt — Mnichov) protokolu (Stary, 2010
review; Stary et al, 2014). Momentalne sa v terapii ALL pouZivaju syntetické glukokortikoidy
prednizon (ktory je metabolizovany na aktivhu formu prednizolon) a dexametazon. GK su
hydrofébne latky, ktoré prestupuju cez plazmaticki membranu buniek a viazu sa na
glukokortikoidovy receptor (GR). GR je asociovany so chaperénmi (Cadepond et al, 1991), ktoré
sa po naviazani GK na GR uvolnia. Fosforylovany komplex GK-GR je nasledne translokovany do
jadra, kde posobi ako transkripény faktor. Hlavnym ucinkom GK na bunky s ALL je navodenie
apoptdzy viacerymi mechanizmami. Na jednej strane GK zvysSuju expresiu proapoptotického
proteinu Bim, ktory nasledne aktivuje vnatornu apoptotickd drahu (Wang et al, 2003). Umlcanie
génu kdédujuceho Bim protein vyvola rezistenciu buniek na proapoptotické ucinky GK (Spokoini
et al, 2010). Podavanie GK je spojené tiez so zniZzenim aktivity glykolytickej drahy a tento efekt
koreluje s mierou apoptdzy. Podanie dimetylsukcindtu, substratu pre enzymy TCA, zabranil
apoptdze po podani GK u 40 % buniek senzitivnych na GK. Da sa teda usudzovat, Ze apoptoza je
CiastoCne navodena inhibiciou glykolyzy u senzitivnych buniek (Buentke et al, 2011). V bunkach
CLL dochadza po podani dexametazonu k znizeniu metabolickej aktivity. V bunkach su znizené
hladiny intermediarnych produktov glykolyzy a glutamatu a zvySené hladiny acetatu, co
naznacuje inhibiciu glykolyzy a glutaminolyzy a naopak stimulaciu FAO (Tung et al, 2013).
Porovnanie profilu génovej expresie senzitivnych a rezistentnych T-ALL buniek preukazalo
vyrazne anabolicky metabolizmus u rezistentnych buniek, demonstrovany zvySenou expresiou
génov kddujucich enzymy glykolyzy, komplexy dychacieho retazca, syntézy cholesterolu a
steroidov, metabolizmu glutamatu a enzymy antioxidacného systému (Beesley et al, 2009).
Zasadny vyznam zvySenej aktivity glykolytickej drahy v rezistentnych bunkach dokazuje
obnovenie citlivosti na GK u rezistentnych buniek, kultivovanych v pritomnosti 2-DG (Hulleman
et al, 2009; Samuels et al, 2013). Inhibicia expresie génu kédujuceho glykolyticky enzym GAPDH
(glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza) vedie k apoptdze rezistentnych buniek, efekt je
porovnatelny s podavanim 2-DG. Podobny efekt ako 2-DG maju inhibitory glykolyzy 3-BrP (3-
bromopyruvat) a lonidamil. Podavanie inhibitorov glykolyzy spolu s GK by mohlo predstavovat

spbsob terapie pacientov s ALL rezistentnych na terapiu GK (Hulleman et al, 2009).
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5. Zaver

Metabolizmus nadorovych buniek sa odliSuje od metabolizmu zdravych buniek v mnohych
aspektoch. Od dvadsiatych rokov minulého storocia, kedy bola Ottom Warburgom popisana
aerdbna glykolyza, aZz do sucasnosti boli u nadorovych buniek objavené zmeny v metabolizme
glukdzy, odlisnosti v citrdtovom cykle, metabolizme lipidov aj aminokyselin. Spolo¢nym znakom
tychto zmien je zvySend aktivita anabolickych drah, podporujica proliferaciu nadorovych
buniek. Limitujucim zdrojom pre rychlo proliferujice bunky zrejme nie je ATP, ale dostatok
redukovanej formy uhlika a dusika. VacSia pozornost bola v doterajSom vyskume venovana
solidnym nadorom, niektoré odlisSnosti v metabolizme vsak boli popisané aj u leukemickych
buniek. Poznatky o metabolickych odlisnostiach nadorovych buniek by mohli néjst vyuzitie
predovsetkym v terapii leukemickych pacientov, u ktorych sa objavi rezistencia na lieCbu.
Doterajsie vysledky naznacuju, Ze podavanie inhibitorov vybranych metabolickych enzymov
sucasne so Standardnou liecbou vedie k zvySeniu senzitivity u rezistentnych buniek a
v budutcnosti by mohlo stat sucastou cielenej terapie leukemickych pacientov. Zaroven to
znamena nutnost dalSieho vyskumu v oblasti metabolizmu senzitivnych a rezistentnych
leukemickych buniek, nakolko takato terapia je mozna len v pripade, Ze je znamy metabolicky
profil oboch typov buniek a na zdklade tohto porovnania je moziné najst citlivé miesto v

metabolizme rezistentnych buniek.

Tato bakalarska praca popisuje zmeny v metabolizme nadorovych buniek a uvadza konkrétne
priklady potencialnej terapie. Vzhladom k mnoZstvu poznatkov v tejto oblasti nie je v rozsahu
tejto prace mozné podrobne popisat jednotlivé drahy a ich vyznam v terapii. Pozornost je preto
venovana najma akutnej leukémii, ktord patri k naj¢astejsSim malignym ochoreniam v detskom

veku.

Vyzvou v tejto oblasti onkologického vyskumu je komplexnost a ciastocna redundancia
jednotlivych metabolickych drah. Do interakcie signalnych a metabolickych drah naviac vstupuje
konkrétny chemoterapeuticky agens, ktorého uc¢inok sa méze lisit podla davky. Velky prinos
bude v buducnosti zrejme predstavovat Struktidrna bioldgia a bioinformatika, ktoré by mohli
umoznit tvorbu podrobnych metabolickych profilov jednotlivych subtypov nadorov a hladanie
nizkomolekularnych inhibitorov metabolickych enzymov. Jednym z moznych pristupov by bolo
vytvorenie databazy metabolickych profilov, podobnej databdzam povrchovych markerov
buniek, a pripadné vyuZitie tejto databazy pri navrhovani nizkomolekularnych inhibitorov

kfacovych metabolickych enzymov.
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