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Anotace

Tato prace vznikla jako soutézni pfispévek do StfedosSkolské odborné cinnosti. Zabyva se
mechanismy, které umoziuji nddorovym buinikam piezit extrémni metabolicky stres. Nadorové buiiky
jsou Casto prechodné¢ vystaveny nedostatku Zzivin €i kysliku. Aby pfezily tyto podminky, musi
ptizptisobit svlij energeticky metabolismus a bunécné signédlni drdhy regulujici bunéény rast a
programovanou bunéénou smrt. Pravé preprogramovany bunécny metabolismus, jakozto jedna
z charakteristik maligni transformace bunky, se jiz uplatiiuje pii detekci nadorovych bunék v téle
pacienta pomoci pozitronové emisni tomografie a je atraktivnim cilem pro vyvoj novych
protinadorovych terapii.

V predchozich experimentech bylo zjisténo, ze nckteré nadorové builky se dokdzi vyrovnat i se
soucasnou inhibici glykolyzy a oxidativni fosforylace, umiraji vSak, pokud je soucasn¢ zablokovan
také metabolismus glutaminu. Tato prace navazuje na dosavadni poznatky v oblasti energetického
metabolismu bunky a ovéfuje schopnost bun¢k piezit za inhibice hlavnich drah metabolismu glukozy.
Déle hloub¢ji analyzuje molekuldrni mechanismy, jez umoziuji naddorovym buikdm piezit
za soucasné inhibice mitochondrialniho dychani a kinazy PIKfyve.
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Annotation

This work was created as a contribution to the SOC competition. It focuses on the mechanisms that
allow tumor cells to survive under extreme metabolic stress. Tumor cells are often temporarily
exposed to a lack of nutrients or oxygen. To survive these conditions, they must adapt their energy
metabolism and cellular signaling pathways to regulate cell growth and programmed cell death. The
reprogrammed cellular metabolism, as one of the characteristics of malignant cell transformation, has
already been used for the detection of tumor cells in the patient’s body by positron emission
tomography and represents an attractive target for the development of new anti-cancer therapies.

Previous experiments have shown that some tumor cells could cope with simultaneous inhibition of
glycolysis and oxidative phosphorylation. However, they die whan glutamine metabolism is blocked
as well. This thesis builds on current knowledge in the field of cell energy metabolism and verifies
their ability to survive inhibition of the major glucose metabolism pathways. It further analyzes the
molecular mechanisms that allow tumor cells to survive concomitant inhibition of mitochondrial
respiration and PIKfyve kinase.
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1 Uvod

Rakovina patii bezesporu k nejobavangjsim novodobym civiliza¢nim chorobam. Pfi¢inou této nemoci
je transformace zdravé burky, ktera ma pouze omezenou schopnost déleni, v nesmrtelnou rakovinnou
buiiku, kterd se déli rychle a nekontrolovatelné. Aby mohlo dojit k této transformaci, musi buiika projit
sérii genetickych zmén. Ackoliv mohou byt pfi¢iny genetickych mutaci i typy nadord rizné, existuje
n¢kolik charakteristickych znakti, jimiz se nadorové bunky vyznacuji. Jednou z nich je vyrazné
preprogramovani energetického metabolismu, aby se uspokojily biosyntetické, bioenergetické
a redoxni naroky na rychly bunéény rust.

Jiz od minulého stoleti je vznik a rist zhoubnych nadort pfedmétem vyzkumu lékait a védc z mnoha
obort. Z terapeutického hlediska jde piedevsim o identifikaci ryst, které jsou pro rakovinnou buitku
unikatni a které lze vyuzit pro jeji cilené zniCeni bez poskozeni bun€k zdravych. A pravé jednim
z charakteristickych znaki rakovinnych bunek je pozménéni klicovych funkci metabolismu. Diivodem
téchto zmén je zrychlena bunééna proliferace vyzadujici velké mnozstvi Zivin a energie pro stavbu
novych bunék a transformaci metabolickych drah se rakovinna buiika témto vysokym narokiim
adaptuje. Potfeby nadmérného piijmu zivin u rakovinnych bunék vyuziva taktéz metoda pozitronové
emisni tomografie (PET), ktera pomoci radioaktivné znacené deoxyglukézy detekuje vyskyt naddoru
v téle.

Vyraznou anomalii energetického metabolismu lze pozorovat ve zpracovani gluk6zy. Rakovinné
bunky upfednostiiuji rychlou glykolyzu pfed oxidativni fosforylaci i za dostate¢ného piistupu kysliku,
a proto spotfebovavaji obrovské mnozstvi glukdzy. Mimoto se stavaji vice zavislymi na glutaminu.
Jejich bunééné dychani, které je pro normalni buriky hlavnim zdrojem ATP, je v transformovanych
bunikdich méné vyuzivané. Takto zménény metabolismus slouzi hlavné pro podporu syntézy
nukleovych kyselin, aminokyselin a lipidi nezbytnych pro rist a nasledné de€leni. Tohoto
charakteristického znaku nadorovych bunék si v§iml jiz vr. 1922 némecky lékat Otto Warburg,
po némz fenomén pozd¢ji dostal ndzev Warburgtv efekt.

Pravé tento specificky jev predstavujici cestu k pieziti nadorovych bunék vSak muze slouzit i jako
ucinny nastroj k jejich destrukci. V soucasné dobé probihaji klinické studie n€kolika chemickych
latek, které maji za cil omezit Warburgiiv efekt nebo regulovat bunécné pH, a tim vyrazné zpomalit
rakovinny rast, zatimco ostatni butiky v téle jsou ovlivnény jen minimalné (Zhao et al., 2013). Jednou
z téchto latek je 2-deoxyglukdza, analog glukédzy, ktera zastavuje pro déleni rakovinné bunky
nepostradatelnou glykolyzu. Je v8ak nutno podotknout, ze nevyvolava zasadni odezvu nadoru. Je
zndmo, ze napiiklad u melanomu se po par mésicich od zahajeni 1écby Casto projevuje ziskana
rezistence, coz vyzaduje nalezeni novych terapeutickych strategii.

V piedchozich experimentech bylo zjisténo, Ze n€které¢ nddorové buiiky se umi vyrovnat se soucasnou
inhibici oxidativni fosforylace i glykolyzy, umiraji vsak, pokud je soucasné zablokovan také
metabolismus glutaminu (Verlande et al., 2017). Prvni kapitola této prace navazuje na dosavadni
poznatky o schopnosti bun¢k maligniho melanomu pfezit extrémni metabolicky stres a zkouma jejich
zivotaschopnost pii téchto podminkach.

Dalsi cast prace je zamétena na chovani nadorovych bun€k pii soucasné inhibici mitochondrialniho
komplexu | a lipidové kinazy PIKfyve. Mitochondrie v rakovinnych buiikach mohou byt z divodu
mitochondrialnich mutaci dysfunkéni. Mitochondrie proto taktéz piedstavuji potencialni cil pro boj
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s rakovinou. Ackoliv neni respirace u transformovanych bunék preferovana, stale patii mezi procesy
nezbytné k déleni a pieziti buiiky, nebot’ je vyzadovana pro udrzeni mitochondridlniho membranového
potencialu. Inhibici mitochondridlniho komplexu | proto lze dosahnout usmrceni rakovinné bunky.
V pokusech vSak byla pozorovana necekand odpovéd’ bunc¢k s mutaci BRAFY*E  p¥isoucasné
inhibici mitochondridlniho komplexu I a lipidovékinazy PIKfyve, jejiz fosfotransferazova
aktivitazodpovida za lokalizaci nékterych bunénych proteinli na cytosolové strané endozomu a je
dalezitd pro normdlni pribeh endocytdzy.
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2 Cile prace

Znalost funkce metabolickych drah, které ovliviiuji rast nadorovych bunék, je klicova pro pochopeni
pozménénych bunéénych pochodtl v transformovanych buiikach. Pro 1é¢bu maligniho melanomu se jiz
v soucasné dobé vyuzivaji léCiva, ktera cili na nejcastéj$i mutaci kinazy BRAF. Béhem Sesti az osmi
mesicti od zahajeni 1écby se vSak projevuje ziskana rezistence. Pfedchozi experimenty naznacuji, Ze
jednim z dvodt extrémni odolnosti bunék melanomu by mohla byt schopnost nadorovych bunék
adaptovat se na stresové podminky. Objasnéni rezistence bun¢k maligntho melanomu proti
extrémnimu metabolickému stresu by tak pfedstavovala dilezity pokrok ve vyvoji novych terapeutik
pro 1écbu maligniho melanomu.

V této praci jsem se zaméfila na cilenou inhibici metabolismu bunék maligniho melanomu s mutacemi
BRAF a NRAS. Zhlediska systémové terapie existuje vice zpusobu, jak ovlivnit metabolismus
rakovinné buriky: lze ji zamezit pfistup k zivinam nebo zablokovat pomoci chemoterapeutik jeji vitalni
metabolické drahy. V praktické casti této prace jsem tyto dva pfistupy propojila. Primarné jsem se
vénovala ovéfeni schopnosti bunék rizného typu prezit extrémni metabolicky stres vyvolany inhibici
hlavnich drah glukézového metabolismu in vitro. Pfes ¢etné informace o aktivovanych signalnich
drahach v melanomech s mutacemi BRAF a NRAS a dostupnost inhibitorQ je totiz malo ovétenych
informaci o chovani a rezistenci téchto bunék pii kombinované inhibici vicero klicovych funkei.

Hlavnim cilem bylo tedy objasnéni schopnosti bunék maligniho melanomu piezit extrémni
metabolicky stres. K dosazeni tohoto cile bylo nutné:

e  zjistit zivotaschopnost nadorovych bun¢k pti absolutnim zamezeni pfistupu zivin

e zjistit zivotaschopnost nadorovych bunék pii inhibici hlavnich drah energetického
metabolismu

e analyzovat molekularni mechanismy umoznujici pteziti nadorovych bunék.

Osobnim cilem pfi provadéni této prace bylo osvojit si zakladni laboratorni metody bunééné
a molekularni biologie, seznamit se s védeckou praci a jejimi dil¢imi ¢astmi: planovani a nasledné
provadeéni experimentd, analyza vysledkt, zpracovani odborné literatury a obhajoba prace s diskuzi.
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3 Teoreticka ¢ast

3.1 Maligni melanom

Melanom je v soucasnosti nejzhoubngj$im karcinomem kaze S vysokou metastatickou schopnosti
a jeho incidence roste rychleji nez pro jakykoli jiny typ solidniho nadoru (Owens, 2014). Pocet novych
ptipadl na svété se v roce 2012 pohyboval kolem 232 000, coz piedstavuje 2 % vSech druhti rakoviny
(Holmes, 2014). V Ceské republice se vyskytlo v roce 2017 podle Narodniho onkologického registru
2120 novych ptipadti zhoubného melanomu (obrazek 1).
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Obrazek 1: Casovy vyvoj vyskytu a mortality maligniho melanomu v CR (SVOD Analyza, nedatovano).

V souCasnosti se maligni melanom 1é¢i nejcasteji chirurgickou resekci nadorového loziska,
radioterapii nebo chemoterapii. Pfestoze se terapeutické strategie vyrazné zlepSily, onemocnéni je
stale vaci témto metodam pomérné rezistentni (Ganguly et al., 2012). Proto je naléhavé nutné objevit
nové latky pro 1ébu priméarniho melanomu stejn€ jako pro kontrolumetastaz. Jednim ze studovanych
zpusobu 1é¢by nadorovych onemocnéni je cileni na jejich pieprogramovany metabolismus, ktery
ptredstavuje jeden z charakteristickych znakti nadorovych bunék.

Charakteristické znaky nadorovych bunék

Hanahan a Weinberg (2000) poprvé definovali Sest charakteristickych znakii, kterymi se naddorové
buriky odli$uji od bunék zdravych (obrazek 2). Patii mezi né sobé&sta¢nost signalizace pro stimulaci
déleni a rdstu, abnormalni necitlivost k signalim inhibujicim rust, schopnost zabranit apoptoze,
ziskani neomezeného replika¢niho potencialu, schopnost indukce angiogeneze (tvorba novych cév pro
ptisun zivin a kysliku) a schopnost pronikat do okolnich tkani a tvotit sekundarni nadory. V roce 2011
byl tento seznam stejnymi autory doplnén jest¢ o dalsi Ctyfi znaky, kterymi jsou pieprogramovani
energetického metabolismu, odolnost viac¢i destrukci imunitnim systémem, zanétlivé reakce
podporujici riist nadoru, genova nestabilita a mutace (Hanahan&Weinberg, 2011).
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sobéstacnost signalizace abnormalni necitlivost
pro stimulaci déleni k signaliim inhibujicim
a rustu rust

reprogramovani
f=} O we .
odolnost vuci destrukci

energetického i S = 2
Imunitnim systémem
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indukce angiogeneze schopnost pronikat do
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Obrazek 2: Charakteristické znaky nadorovych bunék. Obrazek shrnuje deset charakteristickych znakd
nadorovych bunék, které v roce 2011 shrnuli Douglas Hanahana a Robert Weinberg v ¢lanku ,,Hallmarks of Cancer:
The Next Generation®, pfevzato a upraveno.
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3.2 Metabolismus nadorovych bunék

Ke zméné bunécného metabolismu piispiva vice molekularnich mechanismt, které podporuji tii
zakladni potfeby pro déleni bunky: rychld generace ATP pro udrZeni energetického stavu, zvySena
biosyntéza makromolekul a udrzovani bunécného redoxniho stavu (obrazek 3).

Ndadorové mikroprostredi
(hypoxie, pH, Ziviny a
autofagie)

Genetické zmény (p53, MYC,
AMPK, PI3K, HIF1)

Abnormalni
metabolicky
fenotyp

al

| Bioenergetika Biosyntéza Redoxni stav

=

Obrazek 3: Cinitelé zpiisobujici metabolicky fenotyp nadoru. Metabolicky fenotyp nadorovych bungk je fizen vlastnimi
genetickymi mutacemi a vnéj$imi odpovéd’'mi na mikroprosttedi nadoru. Onkogenni signalni drahy fidici rust a preziti jsou
Casto aktivovany ztratou nadorovvych supresord (jako je p53) nebo aktivaci onkoproteini (jako je PI3K). Vysledna zménéna
signalizace modifikuje bunéény metabolismus tak, aby odpovidal pozadavkim bunééného déleni. Abnormalni mikroprostiedi
jako je hypoxie, nizké pH nebo nedostatek zivin ovliviiuje metabolickou aktivitu nadorovych bun¢k a miize vyvolat autofagii.
Takové upravy optimalizuji metabolismus nadorovych bun€k pro proliferaci poskytovanim pottebné energie ve formé ATP,
biosyntézou prekurzori a udrzovanim vyvazeného redoxniho stavu. (AMPK = AMP-aktivovana proteinova kinaza; HIF1 =
faktor indukovany hypoxii 1) (Cairns et al., 2011, ptevzato a upraveno).

3.2.1 Normalni a nadorova proliferace

Bunky savcl neproliferuji autonomné. Vstup normalnich bun€k do bunééného cyklu je striktné
kontrolovanym procesem, ktery zavisi na sousednich bunkach, chemickych signalech v mikroprostiedi
a uvnitt samotné bunky. V normalnich buiikdch interaguji extracelularni stimuly, jako jsou naptiklad
rustové faktory, s odpovidajicim receptorem, aby zahajily intracelularni signaliza¢ni kaskadu, ktera
muize vyvolat déleni bunky. V rakovinnych bunkach se vSak pocet ¢i aktivita receptorti rustového
faktoru casto zvySuje v dusledku genetickych mutaci. Intracelularni signalni drahy podporujici
bunécnou proliferaci mohou byt neustale aktivni také diky onkogennim mutacim proteind rodiny RAS
nebo RAF, jez jsou Casté i v ptipadé maligniho melanomu (Vogelstein&Kinzler, 2004). Mutace BRAF
byla prokdzana u témét 50 % pfipadi kozniho melanomu. Bunky s mutaci BRAF se d¢li
nekontrolovatelng a stavaji se odolnymi viiéi bundéné smrti. Nejéast&jsi je mutace BRAF*"F, pri které
se kindzova aktivita zvysi témét pétsetkrat. Dal§i Cetnou mutaci je mutace NRAS, ktera se podle
vyzkumu vyskytuje u pfiblizné 20 % pacienti (Davis et al., 2018).

Pro podporu kontinualni bunééné proliferace se zvysuji biosyntetické schopnosti nadorovych bunék,
véetné syntézy mastnych kyselin a nukleotidd. Naopak proces B-oxidace mastnych kyselin byva
potlacen. Tyto zmény zvySuji metabolickou autonomii transformovanych bunék a umoznuji jim posilit
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anabolicky fenotyp (Romero-Garcia et al.,, 2011). Rychla bun&tna proliferace vyzaduje také
ptizptisobeni energetického metabolismu nédorovych bunék za ucelem wuspokojeni vysokych
energetickych a biosyntetickych narokd (Jang et al., 2013). Pozorujeme u nich zvySenou aktivitu
glykolyzy i za dostatku kysliku, ackoli mitochondrialni dychaci fetézec spiazeny se syntézou ATP je
podstatné vyhodngjsi (zisk ATP na mol glukdzy je v poméru 2:36) (Heiden et al., 2009a). To vsak
nutné¢ neznamena, ze v nadorovych bunikach oxidativni fosforylace neprobihd nebo Ze by vzdy mély
poskozené mitochondrie. Tyto bunky nadéle udrzuji v béhu mitochondrialni citratovy (Krebstv)
cyklus podporujici syntézu prekurzorti pro rizné biosyntetické pochody. Nadorové buiky se také
Casto stavaji zavislymi na pfijmu aminokyseliny glutaminu z vnéjsiho prostiedi, jehoz metabolismus
spojuji s citratovym cyklem. K porozuméni energetickému metabolismu nadorovych bunék je proto
tteba pochopit vyznam metabolickych drah glukézy, zejména glykolyzy a oxidativni fosforylace,
a vliv metabolismu glutaminu.

3.2.2 Metabolismus glukézy

Glukoza je primarnim zdrojem energie a je hlavnim palivem pro bunécné dychdni sav€ich bunék.
Za normalnich podminek poskytuje glykolyza dva moly pyruvatu, ATP a NADH na jeden mol
spotiebované glukézy. V mitochondriich vstupuje pyruvat do Krebsova cyklu za vzniku NADH,
donoru elektront oxidativni fosforylace, coz poskytuje 18krat vice ATP nez glykolyza. Kromé toho
glukoza slouzi jako zdroj uhliku a glykolyza i citratovy cyklus poskytuji metabolity pouzivané jako
stavebni kameny pro biosyntézu makromolekul, které jsou potiebné pro bunécnou proliferaci (Heiden
et al., 2009a). Pfi vyuziti glukdzy za normalnich podminek je pftiblizné 70 % ATP produkovano
oxidativni fosforylaci a zbytek glykolyzou. Protoze vytézek ATP se méni s bunécnymi podminkami,
pomér mezi glykolyzou a oxidativni fosforylaci se také lisi v riznych bunikach, ristovych stavech
a mikroprostiedi. Naptiklad pfi hypoxii kompenzuje zvySena glykolyza zastavu oxidativni fosforylace,
aby se udrZela energeticka rovnovaha bunék. Ve vétsin€é nadorovych bunék je i za pritomnosti kysliku
upiednostiiovana glykolyza navzdory funkénimu mitochondridlnimu dychani, proto je jejich
metabolismus glukozy oznacovan jako ,,aerobni glykolyza®“ (t¢z Warburgtiv efekt). I zdravé buiiky,
napt. svalové buiky v hypoxickych podminkach nebo embryonalni butiky, se v§ak mohou pfizpisobit
zménou energetického metabolismu, pokud je piisun kysliku omezen nebo pokud by rychlost jejich
rustu byla limitovana dostupnosti n€kterych zivin. Tyto bunky pfeménuji glukéozu na laktat pro
rychlejsi, ale méné u¢innou tvorbu ATP, ktera doprovazi vysokou spottebu glukozy.

Produkce ATP v mitochondriich

Mitochondrie jsou organely odpovédné za produkci bunééné energie. Na tyto bunééné elektrarny
nahlizime jako na dulezité centrum metabolismu nadorové buniky, a tudiz i jako na cil protinddorové
terapie. Bunécna energie je zde produkovana v procesu mitochondrialniho dychéani (oxidativni
fosforylace). Tento systém je zaloZen na pienosu energie uskladnéné v chemickych vazbach, které
bunka pftijala jako ziviny, do vyuzitelné formy v podobé adenosintrifosfatu (ATP), kde je energie
uloZena ve formé fosfatovych vazeb.

Soucasti bunécného dychani je i citratovy (Krebstiv) cyklus, cyklus enzymatickych reakci
lokalizovany v mitochondridlni matrix. Zde dochazi k tvorbé redukovanych kofaktorti nezbytnych
k regeneraci ATP. Dale jsou v Krebsové cyklu vytvareny metabolity, které slouzi jako prekurzory pro
syntézu aminokyselin, nukleotidi a lipidi. Vedle metabolickych pochodli hraje mitochondrie
dalezitou roli v apoptdze, procesu programované bunééné smrti.
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Centrem produkce ATP v mitochondrii je vnitini mitochondrialni membrana, na které probiha
oxidativni fosforylace. Skldda se ze dvou ¢asti: respiracniho fetézce (zajistovan proteinovymi
komplexy I-IV) a syntézy ATP (komplex V). Respiracni fetézec piebira elektrony z Krebsova cyklu
apostupné je prevadi na kyslik za vzniku vody. S pfenosem elektronti jednotlivé komplexy
respiracniho fetézce pumpuji protony (kationty vodiku) do mezimembranového prostoru mitochondrii.
Nahromadéné protony vytvati elektrochemicky gradient (membranovy potencial), ktery pohani ATP-
syntazu k produkci vysledného ATP. Tato syntaza funguje jako miniaturni mitochondrialni turbina,
ktera je roztacena protony proudicimi zpét do matrix pies vnitini mitochondriadlni membranu ve sméru
protonového gradientu (Z topice manazerem - Casopis Vesmir, nedatovano; Mitochondrie, novy cil
protirakovinné terapie - Casopis Vesmir, nedatovano).

Dosud nebylo zcela objasnéno, jakym zpisobem mitochondrie detekuji poruchy v produkci ATP.
Dobfe popsan je pouze mechanismus kontroly celkové hladiny ATP v bufice; zajistuje ho
proteinkinaza aktivovana adenosinmonofosfatem (AMPK), jejiz funkce bude blize popsana v jedné
z nésledujicich kapitol.

NORMALNI BUNKA NADOROVA BUNKA
Glukdza Exogenous lipids Glukoza
(Diet) NADPH
NADPH L
Ribdzs-5-beit 0]
ibazis NADP- Biosyntéza mastnych
Ribdze-5-osfit Mastas kvs Yysalin
Biosyntéza J
2 NADH 2 ATP nukleotics 2 NADH 2 ATP
&
Pyruvat R Laktat = Pytuvat
o Glutamat
m m
Malat
NADPH
+NAD*
Laktit

Obrazek 4: Porovnani metabolismu nadorovych a normalnich bunék. Hlavni anaplerotické prekurzory v normalnich
a nadorovych buikach jsou uvedeny v elipsach. V nadorovych bunkach podporuje glukdza bunéény rist prosttednictvim
biosyntézy nukleotidl a lipidd. Asi 90 % ribozy-5-fosfat a 60 % mastnych kyselin pochazi z glukézy. Glutamin podporuje
bunky prostiednictvim anaplerézy Krebsova cyklu a regenerace NADPH, doprovazené produkei laktatu. Asi 60 % laktatu
pochazi z glutaminu (Heiden et al., 2009, ptevzato a upraveno).
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Warburgtv efekt

Jiz zminény Warburgliv efekt je zjednoduSené feceno zvySeny podil glykolyzy na metabolismu
glukézy 1 béhem normoxie a souCasné relativné snizend mira oxidativni fosforylace. Glukéza je
zpracovana aerobni glykolyzou v cytosolu a ve vysledku jsou z jedné molekuly glukézy béhem Stépeni
na pyruvat ziskdny pouze dvé molekuly ATP oproti 36-38 molekuldm, které by vznikly béhem
oxidativni fosforylace (Heiden et al., 2009a). I kdyZ je kone¢na bilance molekul ATP vyrazné mensi,
glykolyza probiha oproti oxidativni fosforylaci mnohem rychleji (Pfeiffer et al., 2001). Proto se
pfeprogramovani metabolismu na rychlou aerobni glykolyzu za G¢elem tvorby makromolekul nutnych
pro stavbu novych bun¢k zda byt velmi logickym krokem. Aby si vSak nadorova buiika zajistila
dostatek potiebné energie, musi pii pfechodu na glykolyzu navysit piijem glukézy. To zajistuje
zvySena exprese glukozovych transportérd (GLUT), pomoci nichz se gluk6za transportuje bez
spotieby energie. Aktivaci jejich transportu k membrané zprostfedkuje proteinkinaza B (AKT)
(Wieman et al., 2007). Nejvyznamné&j$i roli v nadorovych burikach hraje gluk6zovy transporter 1
(GLUT1), jehoz exprese se zvySuje také pii hypoxii (Souralova, 2016; Airley et al., 2001).

Ptechod nédorovych bunék na glykolyticky fenotyp je znam jiz desetileti. Dlouho vSak nebyla zndma
pricina takto pozménéného metabolismu.

Ve své studii Otto Warburg (1956) ptvodné ptedpokladal, ze u rakovinnych bunék dochazi k defektu
v mitochondriich, coz vede k poskozeni aerobniho dychani a naslednému spoléhani se na glykolyticky
metabolismus. Pozdé&jsi vyzkumy vsak ukazaly, Ze mitochondridlni funkce neni u vét§iny rakovinnych
bunék narusena (Weinhouse, 1976; Moreno-Sanchez et al., 2007).

Dal$im moznym vysvétlenim by mohla byt schopnost nadorovych bunék adaptovat se na hypoxické
prosttedi nadoru. I tento ptedpoklad se vSak pozdgji ukéazal jako ne zcela piesny, nebot
napf. leukemické bunky prechazi na aerobni glykolyzu, ackoliv se nenachazi v hypoxickém prostiedi
(Souralova, 2016; Elstrom et al., 2004).

V soucasné dobé se predpoklada, Zze nadorové burniky pfechazi na aerobni glykolyzu nejen kvuli tvorbé
ATP, nybrz i za tcelem produkce vetsiho mnozstvi meziproduktii glykolytického metabolismu jako
stavebnich kameni pro biosyntetické pochody. V dusledku vyssi rychlosti glykolyzy je u nadorovych
bun€k také nadbytek substratu pro pentozofosfatovy cyklus zpracovavajici meziprodukt glykolyzy,
glukozu-6-fosfat, ktery vyuzivaji mimo jiné k tvorbé riboza-5-fosfatu. To ddva tumoru spolu
s pozménénou expresi nékterych enzymt zna¢né vyhody pro rist a proliferaci (Osusky, 2015;
Murray&Davis, 2014). Pravé produkce metabolitd ma byt za danych podminek vyhodnéjsi nez vétsi
mnozstvi energie ve form¢ ATP, kterou by bunky ziskaly zpracovanim glukézy pomoci oxidativni
fosforylace (Heiden et al., 2009b). Nov¢jsi studie pak také ukazuji, Ze pro nadorové buriky mize byt
vyznamnym zdrojem ATP glutamin, jehoZ metabolity vstupuji do Krebsova cyklu, a tim také mtze
napomahat oxidativni fosforylaci (Yang et al., 2017).
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Obrazek 5: Schematické znazornéni rozdili mezi oxidativni fosforylaci, anaerobni glykolyzou
a aerobni glykolyzou (Warburgiv efekt). V ptitomnosti kysliku neproliferujici (diferencované) tkané
nejprve metabolizuji glukdzu na pyruvat prosttednictvim glykolyzy a poté upIn¢ oxiduji vétSinu tohoto
pyruvatu v mitochondriich na CO, béhem procesu oxidativni fosforylace. Protoze kyslik je nutny jako
konecny elektronovy akceptor pro uplnou oxidaci glukdzy, je pro tento proces nezbytny. Pti nedostatku
kysliku umi buriky pfesmérovat pyruvat ziskany glykolyzou od mitochondrialni oxidativni fosforylace
produkei laktatu (anaerobni glykolyza). Tato generace laktatu béhem anaerobni glykolyzy umoziiuje
pokradovani glykolyzy (oxidaci NADH zpét na NAD"), ale vede k minimalni produkci ATP ve
srovnani s oxidativni fosforylaci. Warburg pozoroval, ze rakovinné buinky maji tendenci prevadét
vétsinu glukozy na laktat bez ohledu na to, zda je pfitomen kyslik (aerobni glykolyza). Tuto vlastnost
sdili normalni proliferujici tkané. Mitochondrie zistavaji funkéni a v oxida¢nich buiikdch i normalnich
proliferujicich bunkach pokracuje oxidativni fosforylace. Nicméné aerobni glykolyza je pro vyrobu
ATP méné G¢inna nez oxidativni fosforylace (Heiden et al., 2009b, ptevzato a upraveno).

3.2.3 Glutamin

v

Glutamin je nejhojné&jsi aminokyselina v krevni plazmé. Zavislost nadorovych bunék na glutaminu je
povazovana za jeden Zjejich charakteristickych znakt. Jak jiz bylo popsano dfive, pro nadorové
bunky je také charakteristicky Warburgliv efekt, kdy dochazi k dysregulaci gluk6zového metabolismu.
V normalnich bunikach s dostate¢nym ptisunem zivin se gluk6za méni na pyruvat a dale acetyl-CoA,
ktery je hlavnim prekurzorem pro syntézu mastnych kyselin. Uhlikové atomy zde dodava primarné
glukdza, ¢asteéné vSak i1 glutamin. Nadorové bunky s glykolytickym fenotypem vsak spotfebovavaji
vétsinu glukozy na tvorbu laktatu, a proto je pfisun glukozy do cyklu trikarboxylovych kyselin (TCA)
vyrazné omezen. Nadorové buiiky se proto stavaji zavislymi na glutaminu jako zdroje uhlikovych
atomt v TCA. Kdyz vstupuje glutamin do TCA, enzym glutaminaza (kodovany geny GLS1 a GLS2)
jej preménuje na glutamat (Mates et al., 2013). Z n&j nasledné vznika alfa-ketoglutarat. Jednotlivé
meziprodukty TCA bud slouzi jako stavebni kameny pro syntézu stavebnich molekul (napf.
aminokyselin) nebo jsou vyuzity pro syntézu ATP (Souralova, 2016). Vzhledem Kk tomu, ze GLS2 je
asociovan se zvySenymi hladinami glutathionu, mtize hrat dilezitou roli pfi regulaci energetického
metabolismu bun¢k a jejich ochrané pred oxidativnim stresem. Glutathion je vyznamny antioxidant,
ktery mize vzniknout z glutamatu. Uplatiiuje se pfi odstraiiovani volnych kyslikovych radikalt, které
jsou hojné produkovany rakovinnymi bufikami vlivem pozménéného metabolismu (Choi&Park,
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2018). Dale inhibuje rist tumoru a jeho exprese byla u nékterych druhti nadord snizena (Osusky,
2015).

3.2.4 Role onkogent a nadorovych supresorovych geni

Primarnimi faktory ovliviiuyjicimi metabolismus v rakovinnych buiikach je nadorové mikroprostiedi,
aktivace onkogentl a inaktivace nadorovych supresorovych gentl. Cast heterogenity metabolismu
pozorované u nadort lze piipsat mikroprostiedi nadoru. Nerovnomérna distribuce krevnich cév miize
vést ke gradientu zivin, pH a kysliku a tyto rozdily podporuji metabolické pteprogramovani u
vybranych buné€k, které jsou pfizplsobeny takovému prostiedi. Pozménéni metabolismu je také
podporovano nékolika dobte charakterizovanymi onkogeny, jako jsou PI3K, AKT, c-Myc, BRAF,
RAS, isocitratdehydrogenaza 1 a 2 (IDH1 a IDH2), a inaktivaci nadorovych supresord, jako jsou p53
a LKB1 (Carnero et al., 2008). K nejvyznamn&j$im signalnim draham fidicich rist a piezivani
nadorovych bungk patii PI3K/AKT/HIF-1a a Ras/RaffMEK/ERK, které budou dale popsany.

Signalni draha PI3K/AKT/HIF-1a

Tato signalni draha patii mezi nejcastéji deregulované drhy v kancerogenezi. Mutacemi genu PI3K
velmi Casto vznikaji onkogeny a jednou z prvnich identifikovanych mutaci nadorového supresorového
genu je mutace genu PTEN, ktery drahu PI3K/AKT vypina (Li et al., 1997; Maehama&Dixon, 1998).

Fosfatifylinositol-3-kinazu (PI3K) aktivuje signal z receptorovych tyrozinkinaz (RTK) nebo signal
Z receptortt  asociovanych s G-proteinem (GPCR). PI3K dale fosforyluje fosfatidylinositol-4,5-
bisfosfat (PIP,) na fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfat (PIP3), ktery nasledné aktivuje proteinkinazu B
(AKT) (Carnero et al., 2008). AKT ve zdravych buitkiach ovliviiuje bunéény rust, déleni bunék,
apoptozu, metabolismus glukoézy ¢i proteosyntézu (Masopust&Prisa, 2003). V nadorovych burikach
muze dojit k mutaci genu pro PI3K, coz mize vést k nekontrolovatelné aktivaci této kinazy, a tudiz
i nadmérné aktivité AKT (Osusky, 2015).

Aktivace PI3K podnécuje zménu bunéného metabolismu. ZvySena aktivita PI3K poskytuje
stimulujici signaly pro glykolyzu prostfednictvim membranové translokace glukézovych transportért
a fosforylace klicovych glykolytickych enzymi, napf. hexokinazy ¢i fosfofruktokinazy 2 (Cairns et
al., 2011).

RAS/RAF/MEK/ERK

Tato dal§i Casto mutovand draha je typickym piedstavitelem signalnich cest z rodiny drah kindz
aktivovanych mitogeny (MAPK). MAPK je aktivovana jako odpovéd na fadu mimobunéénych
signalnich molekul a ristovych faktord. Reguluje pfedevsim bunéény rust, proliferaci, migraci bungk,
diferenciaci a apoptozu. Tyto procesy jsou vysledkem aktivace kaskady signalnich proteint
RAS/RAF/MEK/ERK (McCubrey et al., 2007).
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K aktivaci této signalni drahy dochazi po navazani signalni molekuly, jako je ristovy faktor, cytokin
nebo mitogen, na patiiény RTK, z n€hoz vznikne enzymaticky aktivni dimer (obrazek 6). Po dimeraci
receptoru aktivovany RAS vaze GTP a pfemistuje faktor asociovany s RAS k membrang, kde také
dochazi k jeho dimerizaci a aktivaci. RAS mtize prostfednictvim riznych proteini aktivovat vice
riznych signalnich drah. U zde popisované drahy se jedna o kindzu RAF. Ta je zodpovédna za
fosforylaci dvou serinovych zbytkd dalsi kindzy MEK. Protein MEK dale fosforyluje kinazu
regulovanou extracelularnim signdlem (ERK). Mutace nékterého genu kddujiciho protein ti€astnici se
této kaskady muaze vést k nadmémné aktivaci ERK, ktera stimuluje riizné transkripéni faktory
(McCubrey et al., 2007).

' RUSTOVY FAKTOR

— RAS
I
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Obrazek 6: Signalni draha RAS/RAF/MEK/ERK (zdroj: autor)
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3.2.5 Cileni na metabolismus nadorovych bunék

Pfevazna vétsina metabolickych drah, na které se rakovinné bunky spoléhaji, je béZzna i pro normalni
buriky, a tak teoreticky neni vhodna pro cilenou protinadorovou terapii. Nicméné je mozné cilit na
pozménénou aktivitu signalnich drah nebo nadorové specificky mutované metabolické proteiny.
Ve své praci jsem pouzivala inhibitory signalnich drah a metabolickych enzymd.

3.2.5.1 Cileni na signalni drahy regulujici metabolismus

Néadorova terapie, ktera cili na fidici onkogeny nevraci pieprogramovany metabolismus zpéct
kompletné. Pokud vSak lépe pochopime duasledky inhibice onkogenl pro bunécny metabolismus,
budeme moci navrhnout efektivni kombinovanou 1écbu. Jako ptiklad l1ze uvést inhibitory BRAF
a MEK, které v bunkach s mutaci BRAF podporuji expresi PGCla (peroxisomovy proliferatorem
aktivovany receptor gama koaktivator 1-alfa), vedouci k posileni biogeneze mitochondrii a zvySeni
oxidativni fosforylace (Haq et al., 2013; Miniotis et al., 2013). To naznacuje, Ze kombinovana 1é¢ba
za pouziti inhibitori BRAF nebo MEK spolu s inhibitory oxidativni fosforylace by mohla
pfedstavovat atraktivni terapeutickou moznost. Bylo téz prokazano, Ze dva inhibitory
mitochondridlniho komplexu I, phenformin a metformin, zvysuji terapeutickou c¢innost inhibitort
BRAF v melanomu, zpozd'uji ziskanou rezistenci na BRAF inhibitory in vitro a indukuji regresi
nadoru v mySich modelech (Niehr et al., 2011). Kromé toho upfednostiiuji rezistentni bufiky s mutaci
BRAF metabolismus glutaminu pfed gluk6zou, coz naznacuje, Ze kombinaci inhibitorit BRAF
s inhibitory metabolismu glutaminu by bylo mozné cilené 1éCit rezistentni buniky nebo pfinejmensim
oddalit vznik rezistence (Hernandez-Davies et al., 2015; Baenke et al., 2016). Mezi klicové signalni
drahy ovlivitujici metabolismus bunky patii také drahy kinaz AMPK a PIKfyve.

Kinaza AMPK

Kinaza aktivovana adenosinmonofosfatem (AMPK) se nachazi ve vSech eukaryotickych bunkach
a pro svou schopnost udrzovat energetickou homeostazu je ¢asto nazyvana energetickym senzorem.
Pokud se buitka ocitne v metabolickém stresu (napf. pfi nedostatku glukézy nebo kysliku)
a spotfebovava vice energie, dochazi ke zvySeni poméru AMP:ATP, a v disledku toho k aktivaci
AMPK (Hardie, 2011). Reakci na zménu hladiny ATP je pak fosforylace substrati, ktera potlacuje
procesy anabolické (syntézu proteint, mastnych kyselin a glykogenu) a podporuje procesy katabolické
(zvySena spotieba glukodzy, glykolyza, oxidace mastnych kyselin, autofagie atd.) za G¢elem nastoleni
energetické rovnovahy. Mimoto se tento protein podili na regulaci bunéénych procest zahrnujicich
biogenezi mitochondrii ¢i proliferaci bunék (Kozdonova, 2019). Regulatorem této kindzy je nadorovy
supresor LKB1, ktery byva mutovan u nékterych druhti nadort (Shaw et al., 2004).

Teprve pied nékolika lety Faubert et al. (2013) objasnili souvislost mezi Warburgovym efektem
(pfechodem na glykolyzu) a proteinkindzou aktivovanou AMP. Jeji deregulace vede k aktivaci
transkripénich faktori mTOR a HIF1, stim spojenym pfechodem na glykolyticky fenotyp, dale
zvySené syntéze lipida z molekul glukézy a produkci dalSich stavebnich latek, coZz se projevuje
rychlej§im ristem nadoru. Nejéast&jsi mutace v buiikich melanomu BRAF'**F u¢inné inhibuje drahu
AMPK (Zheng et al., 2009). Je zajimavé, ze byly prokazany synergické ucinky inhibitord BRAF
s aktivatory AMPK (metformin, phenformin, AICAR) pii 1écbé melanomu (Zheng et al., 2009;
Livingstone et al., 2015).
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Kinaza PIKfyve

Kli¢ovymi slozkami membranového transportniho a signalizacniho aparétu v eukaryotickych buiikdch
jsou proteiny, které vazou nebo syntetizuji fosfoinositidy. Fosfatidylinositol-3-fosfat 5-kinaza
(PIKfyve) je lipidova kinaza, ktera fosforyluje fosfatidylinositol-3-fosfat (PI3P) za wvzniku
fosfatidylinositol  3,5-bisfosfatu [PtdIns(3,5)P2] nebo fosfatidylinositol 5-fosfatu (PtdIns5P).
Predpoklada se, ze PtdIns(3,5)P2 a PtdIns5P jsou zapojeny do nékolika bunéénych funkei, véetné
vezikularniho transportu, aktivace iontovych kanall a signalizace receptoru epidermalniho rtstového
faktoru (Takasuga&Sasaki, 2013; McCartney et al., 2014a). Rada pokusti navic naznaduje, Ze se
PIKfyve podili na onkogenezi a migraci rakovinnych bunék (Ikonomov et al., 2013a; Oppelt et al.,
2014a), a ukazalo se, ze ztrata funkce PIKfyve vede ke zvétSeni pozdnich endozomalnich nebo
lysozomalnich vackt a vyrazné cytoplazmatické vakuolizaci. Pri¢inou je pravdépodobné naruSeni
zpracovani endozomi (Ikonomov et al., 2001; Shisheva, 2001; Nicot et al., 2006). Endocytoza se
vyznamné podili na pfijmu Zzivin z vnéjSiho prostfedi, a proto neni piekvapivé, Ze cilené snizeni
hladiny PIKfyve vedlo i k vyznamnému snizeni migrace rakovinnych bunék (Oppelt et al., 2014a).
Inhibice aktivity PIKfyve pomoci inhibitoru YM201636 vedla ke znacnému snizeni bunécné
proliferace u vice druht rakoviny (Dupuis-Coronas et al., 2011a). Také se ukazalo, Ze sniZzeni exprese
pomoci siRNA nebo inhibice PIKfyve pomoci inhibitort indukuje sekre¢ni autofagii ve vice
bunécnych liniich (Hessvik et al., 2016; Sano et al., 2016). Sekre¢ni autofagie je typ autofagie, ktery
usnadnuje sekreci cytozolovych proteintl, které se nemohou ucastnit bézné¢ho sekre¢niho mechanismu
ptes endoplazmatické retikulum a Golgiho aparat. V této praci byl zkouman terapeuticky potencial
inhibice PIKfyve v terapii melanomu.

3.2.5.2 Cileni na metabolické enzymy

Nekteré z protinddorovych 1éCiv se zamétuji na specifické metabolické potieby rakovinnych bunék.
Patii k nim napf. 1é¢iva zaméfena na metabolismus folati: 5-fluorouracil (5-FU) a methorexat, jez
narusuji syntézu nukleotidi a DNA. 5-FU cili na thymidylatsyntdizu a methorexat na
dihydrofolatreduktazu (Verlande et al., 2018).

Pro bunky s mutaci RAS neexistuje zatim zadna cilena terapie a soucasnou strategii je cileni na drahy
aktivované mutovanym proteinem RAS. Je zajimavé, ze GLUTL, kodujici glukézovy transportér-1, je
jednim z né€kolika gend, které jsou systematicky nadmérné exprimovany v buiikach s mutacemi KRAS
(Yun et al., 2009). Proto se zdaji byt inhibitory GLUT1 (phloretin, WZB117) nebo glykolyzy dobrou
volbou pro terapii nadort s mutacemi RAS. Navic se ukazalo, ze inhibitory glykolyzy pfednostné
potlacuji rist bunék s mutaci KRAS (Clem et al., 2008; Yun et al., 2009).

Mnoho inhibitorti glykolyzy prochazi v souc¢asné dobé preklinickym nebo klinickym testovanim na
nékolik typt rakoviny. Jednim znich je analog glukézy 2-deoxy-D-glukéza (2DG). 2DG je
fosforylovana hexokinazami, coz vede k produkci 2DG-6-fosfatu (2DG-6P). 2DG-6P nemuize byt dale
metabolizovan, hromadi se v cytosolu a inhibuje hexokindzy jako souéast negativni zpétné vazby
(Wick et al., 1957). 2DG podporuje zastaveni ristu a apoptéozu v nadorovych bunkach (Aft et al.,
2002) a zesiluje u¢inky standardni cytotoxické chemoterapie (Kaplan et al., 1990; El Mjiyad et al.,
2011a). Mimoto 2DG snizuje produkci ATP zpomalenim glykolytického toku a muze aktivovat drahu
AMPK. Terapeutickym omezenim 2DG je vsak toxicita této latky (Mohanti et al., 1996), coz by mohl
pomoci piekonat vyvoj selektivnéjSich a specifi¢téjsich inhibitort. Na druhé stran¢ vede inhibice
glykolyzy casto ke zvySeni glutaminolyzy, aby se kompenzovala snizend produkce ATP. Lécba cilici
na glykolyzu tak mtize mit za nasledek vysokou spotiebu glutaminu v nadoru, ¢imz by doslo ke
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snizeni jeho dostupnosti v tukové a svalové tkani a naslednému Gbytku hmotnosti (kachexii)
(Deberardinis&Cheng, 2010; Verlande et al., 2018).

Kromé glykolyzy jsou i jiné metabolické drahy atraktivnim cilem pro 1é¢bu nadorovych onemocnéni.
Bunécéna proliferace vyzaduje kviili syntéze membran a signalnich molekul dostatek mastnych kyselin
(MK). Omezena dostupnost MK tak miize kontrolovat proliferaci rakovinnych bunék a podobné¢ jako
U metabolismu glukdézy muize byt cileni na metabolismus MK selektivnéjsi pro vysoce proliferujici
bunky. Na metabolismus MK lze cilit dvéma zplsoby; bud’ inhibici syntézy MK nebo zvySenim
mitochondrialni B-oxidace MK. Mezi enzymy podilejici se na produkci MK z cytosolického citratu
patii ATP citrat lydza, acetyl-CoA karboxylaza, syntdza mastnych kyselin a acyl-CoAsyntetazy.
Inhibice kteréhokoli ztéchto enzymi snizuje syntézu MK a byla prokazana jako 0c¢inna lécba
v preklinickém testovani (Walsh&Bar-Sagi, 2001; Nagarajan et al., 2016).

Zvyseni mitochondrialni B-oxidace MK mize snizit dostupnost MK pro biosyntetické pochody, ale
pouziti této strategie ma rizné vysledky. Ve skuteCnosti mize zvySena oxidace MK podporovat
u nekterych nadort proliferaci rakovinnych buné€k tim, ze zvysi hladinu ATP a oxidativni fosforylace
podporou piesmérovani MK do mitochondrie, jejich rozpadem na acetyl-CoA a jeho opétovnym
vstupem do Krebsova cyklu. Dale se ukazalo, ze oxidace MK je zasadni pro pteziti rakovinnych bunék
pii stresovych podminkach (Zaugg et al., 2011). Kromé toho snizeni syntézy MK prostfednictvim
inhibice acetyl-CoA karboxylazy (ACC) neptimo podporuje B-oxidaci MK, protoze piimy produkt
ACC, malonyl-CoA, negativné ovliviiuje aktivitu karnitin palmitoyl transferazy 1 (CPT1), ktera
transportuje MK do mitochondrii pro oxidaci.

3.2.6 Mitochondrie

3.2.6.1 Zménéné funkce mitochondrii a jejich vyuziti v cilené terapii nadorovych
onemocnéni

Pfi vzniku a vyvoji nadoru dochazi kadaptaci tfady bunéénych funkci novym potiebam
transformované buiky a podstatnymi zménami prochazi i mitochondrie. Tato organela se mize
namisto pouhé produkce ATP také vyznamné podilet na biosyntetickych procesech a zna¢ny podil
energie tak musi nadorové bunky ziskavat glykolyzou i v aerobnim prostfedi (viz. kapitola 3.2.2
Metabolismus glukdzy). Zmény ve fungovani mitochondrialnich procest (mutace a zmény v expresi
enzymu citratového cyklu, inhibice vnitini drahy apoptdzy, apod.) mohou znacné ovliviovat
zivotaschopnost a chovani bunék a jsou charakteristické pro nadorové bunky. To vedlo k myslence
cilit protinadorovou terapii na tuto organelu. V soucasné dobé proto probiha vyzkum moZznosti
ovlivnéni jednotlivych mitochondridlnich procesli, mezi které patii apopticka signalizace, energeticky
metabolismus, citratovy cyklus a také oxida¢né-redukéni rovnovaha nadorovych bunék (Krejcit et al.,
2018). Ja jsem se ve své praci zaméfila na inhibici nékterych drah energetického metabolismu
a citratového cyklu (obrazek 7).
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vnéjéi mitochondrialni membrana

Energeticky metabolismus Citratovy cyklus
cile cile
- glykolyza (hexokinaza) - IDH (izocitratdehydrogenaza)
- oxidativni fosforylace (fetezec elektronového transportu) - glutaminolyza (GLS, GDH. ASCT2) BPTES

Metformin, Rotenone
- glukozové transportéry 2-DG

Obrizek 7 Pitehled vybranych strategii pro cileni mitochondrilnich procesii v terapii nadord Cervend jsou vyznaGeny
pouzité latky inhibujici dané mitochondrialni procesy (Krejéit et al., 2018, pievzato a upraveno).

3.3 Metabolicky stres a signalizace kyslikovych radikali

Dusledkem aberantni proliferace a relativné nedostatecné angiogeneze a vaskularizace je metabolicky
stres, ktery je charakterizovan nedostatkem zivin, kysliku a rastovych faktora (Jin&White, 2007).
Jednou z forem metabolického stresu je nedostatek glukdzy, jakozto hlavniho energetického zdroje
vV nadorovych buitkdch. Odhaduje se, ze koncentrace glukozy v nddorech miize byt tfi az desetkrat
niz8i nez ve zdravych tkanich (Vincent et al., 2015). Tento nedostatek zivin pfimo snizuje tvorbu ATP
a vede k nadprodukci reaktivnich kyslikovych radikalti (ROS) (Panieri&Santoro, 2016).

ROS piedstavuji heterogenni soubor vysoce reaktivnich forem kysliku, které obsahuji neparovy
valenéni elektron. Vznikaji pfirozené jako vedlejsi produkt mitochondrialni oxidativni fosforylace,
metabolismu kysliku a funkci NADH/NADPH oxidazy.

Mnoho nadorovych buné€k trvale vykazuje vysoké hladiny reaktivnich kyslikovych radikala (ROS)
v disledku genetickych a metabolickych zmén nebo zmén souvisejicich s mikroprostiedim (Druker et
al., 2006). Mitochondrie rakovinnych bunék mohou produkovat vy$si hladiny peroxidu vodiku (H,0,)

a superoxidového aniontu (O,) Vporovnani snormalnimi bunkami (Szatrowski&Nathan, 1991).
U rakovinnych bunék doslo k vytvofeni antioxidacnich mechanismt, které piisobi proti ROS, coz
zvySuje jejich zivotaschopnost. Rizné studie naznacily, Ze rychla glykolyza, tj. Warburgiv efekt a
pentézofosfatovy cyklus, by mohly snizovat tvorbu O, a H;O,, za podminky, Ze by se buiky
spoléhaly méné na mitochondrialni oxidativni fosforylaci (Elstrom et al., 2004; Gatenby&Gillies,
2004).
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Pfi metabolickém stresu je vSak redoxni rovnovaha porusena. Limitni zasoby glukozy narusuji
glykolyzu a dochazi téz ke snizeni produkce NADPH v dasledku méné vyuzitého pentdézofosfatového
cyklu (Ahmad et al., 2005). Nedostatek glukozy vede ke zvySeni tvorby energie mitochondriemi. Ve
vysledku se metabolismus piesouva z glykolyzy smérem k oxidativni fosforylaci, ¢imz dochazi
k nadmérné produkci ROS (Moleyv&Mueckler, 2000). Nerovnovaha tvorby ROS a odstraiovani ROS
vede ke stresu (obrazek 8), jenz dale aktivuje apoptotické drahy (Zhao et al., 2017).

A Normalni podminky B Metabolicky stres

eliminace

produkce eliminace

=

ROS
produkce

N

Antioxidanty
Glykolyza
Tumor supresory

Metabolické poruchy Antioxidanty Metabolické poruchy
Onkogeny Glykolyza Onkogeny
Hypoxie Tumor supresory Hypoxie

— R ————

Obrazek 8 Redoxni stav buiiky je uréen produkci a eliminaci ROS. A Za normalnich podminek udrzuji nadorové bunky
redoxni homeostazu vyvazovanim produkce a eliminace ROS. B Pfi metabolickém stresu je redoxni homeostaza porusena
zvysenou produkci ROS a sniZenou eliminaci ROS (Aft et al., 2002, ptevzato a upraveno).
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4 Material

Prakticka cast této prace byla provedena na pracovisti Biologického ustavu Lékaiské fakulty
Masarykovy univerzity v Brné.

4.1 Bunécné linie
V experimentech byly pouZzity nasledujici bunécné linie:

A375

z maligniho melanomu kize 54leté zeny

mutace BRAF %%

epitelialni typ bunky

adherentni linie

ziskany z Evropské kolekce buné¢nych kultur (ECACC)
kultiva¢ni médium: RPMI

MelJuso

Z primarniho nadoru melanomu 58leté zeny

mutace NRAS

epitelialni typ buiiky

adherentni linie

ziskany z Némecké sbirky mikroorganismti a bun¢k (DSMZ)
kultiva¢ni médium: RPMI

U20sSs
osteosarkom
epitelialni typ bunky
adherentni linie
ziskany z Evropské kolekce buné¢nych kultur (ECACC)
kultiva¢ni médium: RPMI

hFF-1

fibroblasty

epitelialni typ bunky
adherentni bunky

zdroj: ATCC

kultiva¢ni médium: DMEM
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4.2 Slozeni roztoku

Nazev roztoku

Slozeni

1x PBS (PhosphateBufferedSaline)

137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na,HPO,,
1.8 mM KH,PO,; pH 7,4

TBS-Tween

10 mM Tris-HCI (pH 7,4), 100 mM NacCl, 0,05%
Tween 20

2x nanaseci pufr

1M Tris-HCI pH 6,8, 10% SDS, glycerol, -
mercaptoethanol, 0,01% bromophenol blue

10% separacni gel (2 kusy)

2,7 ml H,0, 2,8 ml 1M Tris-HCI pH 8,8, 75 ul
10% SDS, 20 ul 10% APS, 5 ul TEMED, 1,88
ml 40% akrylamid

5% zaostiovaci gel (2 kusy)

2,8 ml H,0, 469 ul 1M Tris-HCI pH 6,8, 37,5 ul
10% SDS, 18,75 ul 10% APS, 3,75 ul TEMED,
469,4 pl 40% akrylamid

10x elektroforeticky pufr

144,2 g 200mM glycin, 30,3 g 1M Tris-HClI,
1000 ml H,0

1x elektroforeticky pufr

100 ml 10x elektroforeticky pufr, 10 ml 10%
SDS, 890 ml H,O

1x prenosovy pufr

100 ml 10x elektroforeticky pufr, 200 ml 25%
methanol, 700 ml H,0

ECL roztok A

200 mM Tris-HCI (pH 9,4), 0,5 mM EDTA, 405
UM kyselina parakumarova, 10 mM luminol, 4
MM 4-jodofenylborita kyselina

ECL roztok B

50 mM octan sodny (pH 5,0), 0,5 mM EDTA,
8 mM perboritan sodny

Tabulka 1: PouZivané roztoky a jejich sloZeni
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4.3 Seznam protilatek

Nézev/l&ratalogové Detekoyan)" Vellk_ost Pavod Redéni Zdroj
dislo protein proteinu
p-AMPKa (40H9) Fosfo-AMPKa 62 kDa krysi monoklonalni 1:2000 Cell Signaling
(#2535) protilatka ' Technology
PIPSKIII (64-Q6) PIP5KIII / 262 kDa | M8l monoklondlni | ..o Santa Cruz
(sc-100408) PIKFYVE protilatka ' Biotechnology
Peio my$i monoklonalni RNDr. Bofivoj
(supernatant PCNA 36kpa | ™Y orotilitka 1550 | Vojtiek, DrSc,
Z bun&ené kultury) MOU v Brné¢

Tabulka 2: Seznam primarnich protilatek pouZitych p¥i analyze exprese proteini

4.4 Chemikalie

V experimentech byly pouzity nasledujici chemikalie pro vyvolani bunécného stresu (tabulka 3).

Nazev

Charakteristika

2-deoxy-D-glukéza

inhibitor glykolyzy
rozpoustédlo: DMSO
pouzita koncentrace: 5 mM

zdroj: MedChemExpress

HO

APY0201 selektivni inhibitor PIKfyve o o wl ,
T TN N ;._-__\\ ) \
rozpoustédlo: DMSO L \[\\,‘/IN// N\
pouzita koncentrace: 0,1 uM rN-H,
zdroj: Cayman Chemical \0/]
BPTES selektivni inhibitor glutaminazy GLS1

rozpoustédlo: DMSO

"y o) 0
pouzita koncentrace: 10 uM ~<N~ N_N\>\
HN— | I NH
zdroj: Sigma-Aldrich s~ As
Dorsomorphin inhibitor AMPK O/\/O
Vv o N’N
rozpoustédlo: DMSO o LS
N
pouzita koncentrace: 10 uM 7
=N

zdroj: MedChemExpress
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LY?294002 inhibitor PI13K Q
rozpoustédlo: DMSO
pouzita koncentrace: 25 pM

zdroj: Cell Signalling Technology

Metformin inhibitor mitochondrialniho komplexu I NH NH
rozpoustédlo: DMSO
P LN
pouzita koncentrace: 5 mM | H 2
CH

zdroj: Sigma-Aldrich

Piericidine A inhibitor mitochondrialniho komplexu I
rozpoustédlo: DMSO
pouzité koncentrace: 0,5 uM, 1 uM

zdroj: Santa Cruz Biotechnology

Rotenon inhibitor elektronového transportniho fetézce N—cHy
rozpoustédlo: DMSO

pouzita koncentrace: 5 uM

zdroj: MedChemExpress

YM201636 selektivni inhibitor PIKfyve Y
HzN—Q—(NH
rozpoustédlo: DMSO
pouzita koncentrace: 2 uM N
7N

zdroj: SelleckChem = |

Tabulka 3: Seznam pouzitych chemikalii pro vyvolani bunééného stresu
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5 Metody

5.1 Kultivace bunécnych linii

Bunééné linie jsem kultivovala v Petriho misce v médiu RPMI 1640 obsahujicim 10% fetalni bovinni
sérum (Gibco), 2 mM L-glutamin (PAA), 100 IU/ml penicilin (PAA) a 100 pg/ml streptomycin
(PAA). Konstantni prostfedi kultivace zajistoval sterilni inkubator, ktery ma stalou teplotu 37 °C
a5 % CO, v atmosféte.

Dle rychlosti ristu bunééné linie jsem buiky 2-3 x tydné pasazovala sterilné¢ v laminarnim boxu.
Po odsati starého média byly bufiky promyty roztokem 1 x PBS. Z povrchu misky jsem buné¢nou
kulturu uvolila roztokem trypsin-EDTA a buriky jsem inkubovala v inkubatoru po dobu 2-5 minut.
Poté jsem trypsin-EDTA inaktivovala ptidavkem média s FBS. Potfebné mnozstvi bunééné suspenze
jsem dala do Petriho misky s ¢erstvym ohfatym médiem.

5.2 Prutokova cytometrie

Pro stanoveni zivotaschopnosti bun€k jsem pouzila metodu pritokové cytometrie. Vyhodou této
metody je provadéni analyzy vlastnosti na Grovni jednotlivych bunék ve vzorku o velkém poétu bunék
b&hem velmi kratkého ¢asového useku.

Pro méfeni zivotaschopnosti jsem nasadila na kultivaéni misku takové mnozstvi bunék, aby mély
v den méfeni Zivotaschopnosti 70-80% konfluenci. Pro méteni Zivotaschopnosti po 48 h od oSetieni
bungk piislusnymi testovanymi latkami se tedy jednalo o 70 000 bun¢k/1 ml na Sestijamkové desce.
Po nasazeni jsem bunky inkubovala 24 h pii 37 °C v atmosféte s 5% CO,. Dalsi den jsem pfidala
latky testované na schopnost inkubovat buné¢nou smrt a inkubovala dalsich 48 h.

Adherentni buriky jsem po promyti roztokem 1 x PBS uvolnila od kultivaéniho povrchu pomoci
roztoku trypsin-EDTA a sklidila do zkumavek. Jelikoz mrtvé buriky volné plavou, centrifugoval jsem
je pii 1200 rpm/5 min. Po centrifugaci jsem odsala supernatant a pfidala 0,4 ml 1 x PBS.

Ke stanoveni Zzivotaschopnosti buné€k jsem pouzivala fluorescenéni barvivo propidium jodid (PI;
Sigma-Aldrich), do kazdé zkumavky jsem tésné pred méfenim piidavala 1 pl PI. Cetnost Zivych
a mrtvych bunék byla stanovena sledovanim intenzity fluorescence na prutokovém cytometru. Princip
této metody spociva v tom, ze PI se vaze na DNA v jadrech pouze u odumielych buné¢k, které maji
porusenou cytoplazmatickou membranu.

K méfeni jsem pouzivala cytometr Cytomics FC 500 (BeckmanCoulter, Inc., Fullerton, CA, USA);
(kanal FL3, emisni vlnova délka 620 nm) a data byla analyzovana pomoci CXP Software
(BeckmanCoulter, Inc., Fullerton, CA, USA).

V kazdém zkoumaném vzorku bylo zméfeno minimalné 10 000 bunék a parametry analyzy byly
nastaveny tak, aby z celkové kvantifikace byly vylou¢eny bunééné debris.
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5.3 Detekce proteinii pomoci Western blot analyzy

Pro detekci proteinit ve vzorcich jsem pouzivala polyakrylamidovou elektroforézu a westernovy
pfenos. Metoda je tvofena tfemi zakladnimi kroky: 1. elektroforetickou separaci proteinti (SDS-
PAGE), 2. westernovym pienosem separovanych proteinii na PVDF membranu, 3. detekci proteind za
pouziti primarnich a sekundarnich protilatek.

5.3.1 Priprava lyzata pro elektroforézu

Bun&éna suspenze byla sterilnd nasazena na 6, resp. 12jamkové, desce v mmnozstvi 1,5 x 10°
bundk/jamku, resp. 0,75 x 10°bunék/jamku, 24 h pred ovlivnénim. Po ovlivnéni byly buiky dale
kultivovany potiebnou dobu za standardnich podminek. Pied lyzi byly buiniky dvakrat promyty
nesterilnim roztokem 1 x PBS a do kazdé jamky bylo napipetovano 250 pl 2 x nanaseciho pufru pro
SDS-PAGE, ¢imz doslo k lyzi bunék a denaturaci bunéénych proteinli. Vznikla smés byla pfenesena
do pfedem piipravenych mikrozkumavek a centrifugovana pii 1200 rpm/5 min. Hotové lyzaty byly
nasledné pro Gplnou denaturaci proteint zahiivany v termobloku 15 minut na teplotu 95 °C, piipadné
zmrazeny pii -20 °C pro pozd¢jsi pouziti.

5.3.2 Priprava polyakrylamidovych gelu

Pro SDS-PAGE byla pouzita kombinace dvou polyakrylamidovych gelt liSicich se obsahem
akrylamidu (AA) a pH. Horni tsek tvofil tzv. zaostfovaci gel o nizké koncentraci AA a nizkém pH
(6,8), v dolnim tuseku byl tzv. separac¢ni gel o vyss§im pH (8,8) a vyssi koncentraci AA. Vhodnou
koncentraci AA V separacnim gelu lze ovliviiovat velikost port gelu a tim optimalni rozdéleni proteind
o urcité velikosti. Se zvysujici se koncentraci téchto latek se pory gelu stavaji mensimi a gel se hodi
pro separaci menSich molekul. Pro detekci p-AMPK (molekulova hmotnost 62 kDa) byly pfipraveny
separacni gely 0 10% koncentraci AA, pro detekci PIK-fyve (molekulova hmotnost 262 kDa) jsem
zvolila separa¢ni gel s 6% AA.

Gely jsem pfipravovala v aparatufe firmy HoeferSmallMighty SE250. V prvnim kroku jsem
namichala roztok separac¢niho gelu, ktery jsem zalila 1 ml 70% ethanolu pro zarovnani povrchu gelu.
Po 20-25 min gel zpolymerizoval, po odsati ethanolu jsem do aparatury napipetovala roztok pro
zaostfovaci gel a nasadila hiebinek. Po uplynuti dal§ich 20 min byly polyakrylamidové gely
pfipraveny K pouziti.

5.3.3 SDS-PAGE

Princip této metody spociva v separaci denaturovanych proteini na zakladé jejich molekulové
hmotnosti. Diky piidavku SDS jsou proteiny zaporné nabité a putuji od zaporného po6lu ke kladnému.
Rychlost jejich migrace je dana prave jejich molekulovou hmotnosti.

Skla s pfipravenym gelem jsem umistila do elektroforetického stojanu analila mezi né
1 x elektroforeticky pufr. Po zahtati vzorkt jsem nanesla 20 pl vzorku do jamek v polyakrylamidovém
gelu. Do jedné jamky Vv gelu jsem nanesla 1 ul proteinového markeru (Prestained Protein
LadderMarkerBluestar) 20x fedéného nanaseciho pufru. Proteiny byly separovany pii pocate¢nim
konstantnim napéti 60 V. Poté, co prosly zaostiovacim gelem, jsem napéti postupné navySovala do 95
V. Elektroforéza se provadi do té doby, dokud nedojde k vhodné separaci zkoumaného proteinu
(pozname podle viditelného proteinového markeru).
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5.3.4 Elektroforeticky pirenos proteinu (western blotting)

Proteiny se z gelu pfenasi na membranu elektroforetickym pienosem, tj. ptisobenim elektrického
proudu. Pfi tomto procesu putuji stale negativné nabité proteiny vhodné orientovanym elektrickym
polem z gelu na membranu, kde jsou diky jeji protein-vazebné schopnosti zachyceny v naprosto
identickém rozlozeni jako v gelu.

Piistroj zajist'ujici prenos se sklada ze soustavy ploché anody a katody (Trans-Blot SD Semi-Dry
Transfer cell; BioRad). Na anodu jsem polozila filtraéni papir navlhéeny v 1 xptenosovém pufru. Poté
jsem na néj prilozila polyvinylidenfluoridovou (PVDF) membranu aktivovanou v methanolu, gel
a dalsi filtraéni papir. Anodu jsem piekryla druhou elektrodou (katodou) a zapojila ke zdroji
s konstantnim proudem (0,11 A na 1 membranu po dobu 1 h 15 min). Po ukonceni pfenosu jsem
promyla membranu v destilované vode¢.

5.3.5 Vizualizace proteint fixovanych na membrané

PVDF membrana ma vysokou afinitu k proteinum, tedy i k protilatkam. Proto jsem po pienosu
proteinu z gelu pouzila k blokaci membrany roztok 5% odtu¢néného suseného mléka v TBS-Tween.
Timto je zajisténo specifické navazani protilatky k jejimu cilovému antigenu na vzorku. Membranu
jsem inkubovala na ttepacce po dobu 1 h pfi pokojové teploté.

V dalsim kroku jsem membranu natezala podle pozice zkoumanych proteini. Na prouzky
S ptislusnymi proteiny jsem nanesla primarni protilatku a nechala inkubovat pies noc pfi teploté 4 °C.
Primarni protilatka se navaze na sviij antigen, je-li pfitomen mezi separovanymi proteiny na
membrang. Nasledujici den jsem membrany promyla 4 x 7 min v TBS-Tween. Po promyti jsem
pridala sekundarni protilaitku S navazanou kienovou peroxidazou, tj. protilaitku proti primarni
protilatce, a inkubovala 1 h pii pokojové teploté. Poté jsem membrany opét promyla 4 x 7 min v TBS-
Tween.

Sekundarni protilatku jsem diky ptitomnosti kienové peroxidazy detekovala metodou ECL (enhanced
chemiluminescence) s pouzitim systému G:Box Chemi XRQ (Syngene). Roztok pro ECL jsem
ptipravila smichanim roztoku A a B v poméru 1:1. Ten jsem poté nanesla na membrany umisténé
na antireflexni desce uvnitt piistroje a zahajila expozici. Mnozstvi detekovaného proteinu odpovida
intenzité exprese svételného signalu, ktery vznika reakei kienové peroxidazy a chemilumiscen¢niho
substratu. Pro kontrolu, Ze vSechny vzorky v gelu obsahuji stejné mnozstvi lyzatu, jsem vzdy
detekovala také mnozstvi proteinu PCNA, jehoZz hladina by se neméla vyraznéji ménit.

5.4 TImunofluorescence a konfokalni mikroskopie

Konfokalni mikroskop jsem uzila pro jeho vyssi rozliSovaci schopnost danou detekci svétla pouze
Z ohniskové roviny mikroskopu. Usporadani mikroskopu téz umoznuje ziskani trojrozmérného obrazu
fezu rovinou.

Féazove kontrastni mikroskopie je technika optické mikroskopie, kterd preménuje fazové zmeény vinéni
vzniklé po prichodu fazovym objektem na zmény intenzity svétla. Samotné fazové posuny jsou
neviditelné, ale pii zobrazeni jasu se stanou viditelnymi. VInéni piimé a difrakeni 1ze oddélit, coz je
velmi vyznamné, protoze to umoziuje regulovat amplitudu a fazi svétla ptimého bez ovlivnéni svétla
difrakéniho a naopak.
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Pro vytvofeni mikroskopickych preparati jsem pouzila adherentni buiiky. Nasadila jsem je na
12jamkové desky, do kterych jsem ptedem vlozila sterilni mikroskopicka skli¢ka. Po 24h inkubaci pfi
37 °C a 5 % CO, v atmosféte jsem buiiky ovlivnila inhibitory a kultivovala pozadovanou dobu
Vv inkubatoru. Pfed samotnym pozorovanim je potieba buiiky zafixovat. Nejprve jsem buiiky promyla
2 x 3 min v1 x PBS. Dale jsem buiky zafixovala ptidavkem 0,5 ml 3% paraformadehydu (Sigma-
Aldrich) a inkubovala 10 min pfi pokojové teploté. Poté jsem preparaty opét promyla 2 x 3 min v 1 x
PBS a zafixované buiiky jsem permeabilizovala pomoci 0,2% roztoku TritonX-100 (Sigma-Aldrich)
v 1 x PBS. Pokud byly cilem detekce cytoplazmatické proteiny, preparaty jsem Vv permeabiliza¢nim
roztoku inkubovala po dobu 5 minut a pokud byly cilem detekce jaderné proteiny, ¢inila inkubacni
doba 10 minut. Nasledné¢ jsem vzorky 1 h blokovala v roztoku 1% BSA (Serva) v 1 x PBS a poté pres
noc inkubovala s primarni protilatkou nafedénou v 1% BSA v 1 x PBS pii 4 °C. Dalsi den jsem
preparaty op¢t tfikrat promyla 1 x PBS a pfi pokojové teploté inkubovala se sekundarni protilatkou
konjugovanou s fluorescen¢nim barvivem natedénou v roztoku 0,05% Tween (Sigma-Aldrich) a 1%
BSA v 1 x PBS po dobu 1 hodiny. Preparaty jsem po inkubaci se sekundarni protilatkou jedenkrat
promyla 1 x PBS a inkubovala v roztoku interkala¢niho barviva DAPI (4',6-diamidino-2-fenylindol;
Sigma-Aldrich) v 1 x PBS po dobu 5 minut. Barvivo DAPI o koncentraci 1 pg/ml bylo vyuzito pro
znaceni jader bun€k, jelikoz silné vaze oblasti DNA bohaté na adenin a thymin. Vzorky jsem poté opét
tiikrat promyla 1 x PBS a byly pfipraveny vysledné preparaty za vyuziti montovaciho média
VectaShield (VectorLaboratories). Analyzu subcelularni lokalizace proteini ve vzorcich jsem
provedla na konfokalnim mikroskopu (LSM 700 Laser Scanning Microscope, Carl Zeiss Microscopy)
a na export a tpravu dat jsem pouzila software Image Browser ZEN LE (Carl Zeiss Microscopy).

5.5 Zpracovani dat

Vsechny vysledky byly zpracovany a vyhodnoceny v programu GraphPad Prism. Z dat ziskanych
opakovanim tii nezavislych experimenti byl urCen aritmeticky primér a smérodatna odchylka
(standard error of the mean, S.E.M.). Statisticka vyznamnost byla uréena pomoci Studentova t-testu.
Jeji hladina byla stanovena P<0,05 *, P<0,01 ** a P<0,001 ***.
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6 Vysledky

6.1 Burky linie A375 a MelJuso jsou odolné vii¢i extrémnimu
metabolickému stresu

Cilem mé prace bylo charakterizovat mechanismy, které umoziuji nadorovym bunkam piezivat
metabolicky stres. Prvnim krokem bylo zjistit odolnost bunék maligniho melanomu linie A375
(mutace BRAF**F) a MelJuso (mutace NRAS) vii¢i extrémnimu metabolickému stresu, tedy stavu,
kdy buiiky nemaji pfistup k Zadnym Zivinam. Tento stav jsme navodili kultivaci bunék v PBS (viz.
kapitola 4. 2 SloZeni roztokll). Dale jsem zkoumala chovani bunék v médiu s pfidanou glukézou,
ktera ptedstavovala v danych podminkach jediny zdroj zivin pro nadorové bunky.

Buiiky obou linii jsem kultivovala po dobu 24 h a 48 h v roztoku 1x PBS (PBS) a ve stejném roztoku
s ptidavkem glukozy o koncentraci 2 mM (GLC+PBS). Jako negativni kontrolu jsem pouzila médium
RPMI, ve kterém byl rozpustén roztok glukozy. Nésledné jsem pomoci fluorescencniho barviva
Propidium jodid (dale jen PI) a prutokové cytometrie stanovila zivotaschopnost bungk.

U obou linii maligniho melanomu piekvapivé nemél extrémni nedostatek zivin (kultivace v PBS) po
dobu 24 h vyrazny vliv na jejich Zivotaschopnost (obrazek 9A, 9C). Po 48h kultivaci v PBS uz doslo
K vyrazng&jSimu narastu podilu mrtvych bunék, stale vSak piezivala u obou linii vice nez polovina
bunek (obrazek 9B, 9D). Dalo by se predpokladat, ze za ptistupu glukézy bude piezivat vétsi procento
bunék, nebot’ je znamo, Ze tato zivina piedstavuje spolu s glutaminem hlavni hlikovy zdroj pro rust
nadorovych bungk, a tudiZ jsou na ni zavislé (viz. kapitola 3.2 Metabolismus nadorovych bunék). Je
proto piekvapivé, Ze za pritomnosti glukézy umiralo ve vSech Ctyfech pripadech vétsi procento bunék
V porovnani s extrémnimi podminkami, kdy nemély builkky zadné ziviny. Bunky A375 byly vici
nedostatku Zivin odolnéjsi nez buniky MelJuso, pficemZ u obou linii doSlo u 48h inkubace k nartistu
podilu mrtvych bunék oproti 24h inkubaci.
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Obrazek 9: Odolnost bunék linie A375 a MelJuso vii¢i extrémnimu metabolickému stresu. Buiiky maligniho melanomu
linie A375 a MelJuso jsem kultivovala po dobu 24 h a 48 h v roztoku 1 x PBS (PBS) a ve stejném roztoku s pfidavkem
glukézy o koncentraci 2 mM (GLC+PBS) a poté stanovila Zivotaschopnost bunék pomoci pritokové cytometrie a
fluorescen¢niho barviva PI. Jako negativni kontrolu jsem pouzila DMSO. Grafy znazoruji primérné hodnoty ze tii
nezavislych opakovani, které jsou vyjadieny jako procentualni podil mrtvych bunék. Chybové usecky znazorfiuji
smérodatnou odchylku. Symbol * pfedstavuje statisticky vyznamny rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05, symbol ** na
hlading vyznamnosti P<0,01. Control=negativni kontrola (RPMI), PBS=roztok 1 x PBS, GLC+PBS=roztok 2 x PBS
s pridavkem 2mM glukézy (zdroj: autor).
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6.2 BRAF"F j NRAS-mutantni buiiky se dokaZou vyrovnat
S metabolickym stresem vyvolanym soucasnou inhibici
glykolyzy a oxidativni fosforylace

V dalsim kroku nas zajimalo, jak se buiikky dokazou vyrovnat se stresem vyvolanym inhibici hlavnich
metabolickych drah. Vybrali jsme proto tfi metabolické stresory, které cili na klicové kroky
v glykolyze a oxidativni fosforylaci, dvé hlavni bunééné drédhy energetického metabolismu. Pro
inhibici glykolyzy jsme vybrali inhibitor hexokinazy 2-deoxy-D-glukézu (2DG), ktery v soucasné
dobé prochazi klinickym testovanim ve fazi I/Il pro 1écbu nékolika typii rakoviny. Tento glukdzovy
analog zvySuje oxidativni stres, inhibuje N-vazanou glykosylaci a vyvolava autofagii. Mize téz i¢inné
zpomalit rust bunék a potencialné usnadnit apoptozu v uréitych nadorovych burnikach (Aft et al., 2002).
Pro inhibici oxidativni fosforylace jsme zvolili dva inhibitory mitochondridlniho komplexu I, rotenon
a metformin. Mitochondridlni komplex I (NADH dehydrogenaza) katalyzuje oxidaci NADH na NAD"
a zéroven transfer dvou elektrond na koenzym Q nazyvany téz ubichinon. Rotenon byl vybran pro
svou specificnost a dobie charakterizovany mechanismus U¢inku, zatimco metformin byl vybran,
protoze se jedna o lécivo standardné klinicky vyuzivané v terapii diabetu 2. typu. Vyssi uroven
metabolického stresu jsme se pak rozhodli vyvolat kombinaci téchto metabolickych stresoru, které
zasahnou riizné drahy metabolismu bunéc¢né energie.

Vysledky ptfedchozich experimentd nasi laboratofe naznacovaly, Ze soucasnd inhibice oxidativni
fosforylace a glykolyzy chrani buiniky pfed G¢inky extrémniho metabolického stresu. Proto jsme se
rozhodli ovéfit toto pozorovani a porovnali vliv inhibice zminénych metabolickych drah na
zivotaschopnost bunék A375 a MelJuso.

Bunky obou linii jsem kultivovala po dobu 48 h v pfitomnosti inhibitorti 2-deoxy-D-glukéza (2DG)
o0 koncentraci 5 mM, metformin o koncentraci 5 mM a rotenon o koncentraci 5 uM. Jako negativni
kontrolu jsem pouzila DMSO v mnozstvi odpovidajicimu koncentraci testovanych latek. Poté jsem
vyuzila metodu prutokové cytometrie a pomoci fluorescenéniho barviva PI jsem zméfila
zivotaschopnost bunék.

Ukazalo se, Zze 2DG, metformin a jejich kombinace nevykazuji vyraznou toxicitu vuci buiikam A375
aMelJuso (Obrazek 10). Je vSak zajimavé, ze souCasné oSetfeni 2DG s rotenonem zlepsilo
zivotaschopnost obou bunécénych linii v porovnani se samotnym ucCinkem rotenonu. Timto byl
potvrzen diive pozorovany ochranny efekt 2DG viuci toxicité vyvolané rotenonem.
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Obriazek 10: BRAFY*°F i NRAS-mutantni buiiky se dokaZou vyrovnat s metabolickym stresem vyvolanym sou¢asnou
inhibici glykolyzy a oxidativni fosforylace. Grafy znazoriiuji procentudlni podil mrtvych bunék po 48h kultivaci
Vv piftomnosti inhibitoru glykolyzy 2-deoxy-D-glukozy (2DG; 5 mM), inhibitort oxidativni fosforylace metforminu (5 mM)
a rotenonu (5 uM) a jejich kombinaci. Zivotaschopnost bunék byla stanovena pomoci pritokové cytometrie a fluorscenéniho
barviva Pl. Grafy znazoriiuji primérné hodnoty ze tii nezavislych opakovani. Chybové usecky znazorfiuji smérodatnou
odchylku. Symbol * piedstavuje statisticky vyznamny rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05, symbol ** na hladiné
vyznamnosti P<0,01. Cerné& oproti kontrole, ¢ervené oproti rotenonu (zdroj: autor).
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6.3 2DG nema ochranny ucinek na Zivotaschopnost normalnich
bunék oSetienych inhibitorem mitochondriilniho komplexu |

Dale nas zajimalo, zda normalni buniky reaguji na metabolicky stres vyvolany soucasnou inhibici
mitochondrialniho komplexu I a hexokinazy podobné jako nadorové buiky. Proto jsem osetiila lidské
fibroblasty predkozky (hFF — humanforeskinfibroblasts) inhibitorem mitochondrialniho komplexu I
rotenonem o koncentraci 5 pM, inhibitorem hexokinazy 2-deoxy-D-glukézou (2DG) o koncentraci
5 mM a jejich vzajemnou kombinaci. Nasledné jsem po 48h kultivaci stanovila zivotaschopnost bun¢k
pomoci fluorescencniho barviva PI a pritokové cytometrie. Jako negativni kontrolu jsem pouzila
DMSO v mnozstvi odpovidajicimu koncentraci testovanych latek.

Zatimco hFF reaguji na metabolicky stres vyvolany inhibici samotné oxidativni fosforylace nebo
inhibici samotné glykolyzy podobné jako nadorové builky, vzadjemnd kombinace 2DG s rotenonem
vykazuje cytotoxicky efekt na rozdil od bunék melanomu. Soucasnd inhibice mitochondrialniho
komplexu I a hexokinazy méla vyrazné€ vyssi toxicky ucinek na hFF, ochranny efekt 2DG se tedy
u normalnich bunék osetienych rotenonem neprojevil (Obrazek 11).
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Obrazek 11: Porovnani ochranného ucinku 2DG na lidské fibroblasty predkozky (hFF) oSeti‘ené rotenonem a na buiky
melanomu oSeti'ené rotenonem (A375 a MelJuso). Buiky byly kultivovany po dobu 48 h v pfitomnosti inhibitoru
hexokinazy 2-deoxy-D-glukozy (2DG; 5 mM), inhibitoru mitochondridlniho komplexu I rotenonu (5 uM) a jejich vzajemné
kombinaci. Jako negativni kontrola bylo pouzito DMSO (Control). Nasledné byla stanovena zivotaschopnost buné€k pomoci
prutokové cytometrie a fluorescen¢niho barviva PI. Hodnoty v grafu ukazuji primérné hodnoty procentualniho podilu mrtvych
bunék ze tii nezavislych opakovani. Chybové tsecky znazoriiuji smérodatnou odchylku. Symbol ** ptedstavuje statisticky
vyznamny rozdil na hlading vyznamnosti P<0,01 (zdroj: autor).
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6.4 Inhibitory metabolickych drah 2DG a rotenon aktivuji
AMPK

Dalsim cilem bylo blize charakterizovat mechanismus chranici nadorové buiky pied smrti pii
souasné inhibici  glykolyzy a oxidativni fosforylace. Jelikoz kindza aktivovand
adenosinmonofosfatem (AMPK) je protein, ktery se aktivuje pii zvySeni poméru AMP:ATP (tj. kdyz
burika spotiebovava vice energie), zajimalo nas, jestli metabolicky stres bude ovliviiovat jeji aktivitu.
K sledovani tohoto procesu jsme pomoci Westernového pienosu detekovali fosforylaci AMPKa
(PAMPKa), ktera €ini tuto kinazu aktivni.

Detekci tohoto proteinu jsem provedla pomoci elektroforézy v polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE)
ve spojeni s Westernovym pienosem. Buriky t# linii (MelJuso, A375 a hFF) jsem kultivovala
S testovanymi latkami po dobu 16 h. Zkoumala jsem vliv inhibitoru hexokinazy 2DG (5 mM),
inhibitort oxidativni fosforylace metforminu (5 mM), rotenonu (5 uM) a jejich kombinaci na buiiky
melanomovych linii A375 a MelJuso a lidské fibroblasty piedkozky (hFF). Jako negativni kontrolu
jsem pouzila DMSO v mnozstvi odpovidajicimu koncentraci testovanych latek. Pro ovéfeni, ze
Vv jednotlivych vzorcich je skuteéné stejné mnozstvi proteinu, jsem detekovala protein PCNA (jaderny
antigen proliferujicich bun€k). PCNA je protein nezbytny pro replikaci v eukaryotickych buiikach
a jeho hladina by se v buiikach v pribéhu kratkodobého experimentu neméla vyraznéji ménit.

Z obrazku 12 plyne, Ze se AMPK aktivuje u bunék melanomovych linii A375 a MelJuso az po aplikaci
2DG a metforminu, rotenonu nebo pii soucasném puasobeni 2DG a rotenonu. V navaznosti
na predchozi vysledky nas zajimala fosforylace pAMPKa piedevsim po soucasné aplikaci 2DG
a rotenonu v porovnani s u€¢inkem samotného rotenonu. Jelikoz u bun¢k A375 lze pii soucasné inhibici
oxidativni fosforylace a glykolyzy pozorovat zvySenou aktivitu tohoto energetického senzoru
(obrazek 12A), 1ze ptedpokladat, ze bunky této linie piezivaji po soucasné aplikaci 2DG a rotenonu
diky aktivaci AMPK. U bunék MelJuso naproti tomu nebyla pozorovana vyrazné vys$si hladina
pAMPKa pfi soucasné inhibici oxidativni fosforylace a glykolyzy (obrazek 12B), ochranny
mechanismus 2DG vuci buntkdm MelJuso oSetfenych inhibitorem mitochondridlniho komplexu I tak
zUstava nejasny.

Stejny pokus jako s nddorovymi bunikami jsem provedla s normalnimi lidskymi fibroblasty predkozky
hFF, ukterych se v pfedchozim pokusu neprokazal ochranny ucinek 2DG pii soucasné inhibici
rotenonem. Po kombinaci téchto dvou inhibitorti naopak umiralo vice bun€k v porovnani s inhibici
samotnym rotenonem. Proto je paradoxni, ze exprese pAMPKa je vyS$i v piipadé, kdy je
zivotaschopnost bunék mensi (obrazek 12C). To naznacuje, Ze pii prili§ vysokém metabolickém stresu
uz ani aktivace AMPK nesta¢i na zachranu bungk, a proto zaénou umirat.

Provedené experimenty prokazuji, ze v buiice pii metabolickém stresu vyvolaném inhibici glykolyzy a
oxidativni fosforylace dochazi ke zvyseni poméru AMP:ATP, a v disledku toho se aktivuje AMPK.
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Obrazek 12: MnoZstvi proteini pAMPKa a PCNA po piisobeni inhibitori oxidativni fosforylace a glykolyzy na
bunééné melanomové linie A375 a MelJuso a lidské fibroblasty pidkezky (hFF). Detekci jsem provedla pomoci
elektroforézy v polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE) ve spojeni s western blottingem. Buiiky tii linii (MelJuso, A375 a
hFF) jsem inkubovala s testovanymi latkami po dobu 16 h. Zkoumala jsem vliv inhibitoru hexokinazy 2DG (5 mM),
inhibitort oxidativni fosforylace metformin (5 mM) a rotenon (5 pM) a jejich vzajemnych kombinaci na melanomovych
bunkach linii A375 a MelJuso a lidskych fibroblastech ptedkozky hFF. Jako negativni kontrolu jsem pouzila DMSO
v mnozstvi odpovidajicimu koncentraci testovanych latek. Pro ovéfeni, Ze v jednotlivych vzorcich je skuteéné stejné
mnozstvi proteinu, jsem detekovala protein PCNA. CTR=kontrola; 2DG=2-deoxyglukéza, Met=metformin, Rot=rotenon
(zdroj: autor)

42



6.5 Inhibice AMPK

Abychom potvrdili, ze aktivace AMPK chrani buiiky A375 pfed soucasnou inhibici oxidativni
fosforylace a glykolyzy, rozhodli jsme Se pozorovat reakci na inhibici této kinazy. Jako inhibitor
AMPK byla zvolena latka dorsomorphin (compound C) v koncentraci 10 uM.

Bunky linie A375 jsem kultivovala po dobu 48 h v ptitomnosti kombinace inhibitord 2DG (5 mM),
rotenonu (5 uM) a dorsomorphin (10 uM). Jako negativni kontrolu jsem zvolila DMSO v mnozstvi
odpovidajicimu koncentraci testovanych latek (5 mM). Poté jsem stanovila zivotaschopnost bunék
pomoci metody prutokové cytometrie a fluorescenc¢niho barviva Pl

Ukazalo se, ze inhibice AMPK v kombinaci s inhibici oxidativni fosforylace a glykolyzy neméla
zasadni vliv na Zzivotaschopnost bun€k v porovnani se samotnou inhibici AMPK (Obrazek 13).
V porovnani se samotnou inhibici AMPK nebyl pozorovan zasadni nariist mrtvych bunék v porovnani
s kombinovanou inhibici. Nelze tak s jistotou tvrdit, ze buiky A375 ptezivaji pti soucasné inhibici
2DG a rotenonem pouze diky aktivaci AMPK.
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Obrazek 13: Vliv inhibice AMPK na buiiky linie A375 pii soucasné inhibici oxidativni fosforylace a glykolyzy. Burky
jsem kultivovala po dobu 48 h v pfitomnosti kombinace inhibitora 2DG (5 mM), rotenonu (5 uM) a dorsomorphinu (10 uM).
Jako negativni kontrolu jsem zvolila DMSO v mnozstvi odpovidajicimu koncentraci testovanych latek. Poté jsem stanovila
zivotaschopnost bunék pomoci metody priutokové cytometrie a fluorescencniho barviva PI. Graf znazorfiuje pramérné
hodnoty procentualniho podilu mrtvych bunék ze tii nezavislych opakovani. Chybové usecky znazoriuji smérodatnou

odchylku (zdroj: autor).
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V dalsi sérii experimentl nas zajimalo, jak se nadorové bunky vyrovnavaji s dalsim zvySenim urovné
metabolického stresu. Rozhodli jsme se zjistit, jak builky linie A375 reaguji na zamezeni pfistupu
glutaminu a poté na inhibici drahy PI3K.

6.6 Inhibice glutaminolyzy

Jak uz bylo zminéno, glutamin je spolu s glukézou hlavnim zdrojem uhliku pro bunécny rist. Bylo
prokazano, ze glutamin udrzuje ¢innost Krebsova cyklu a Zivotaschopnost bunék, pokud je inhibovan
transport pyruvatu do mitochondrii (Janssens&Goris, 2001; Clem et al., 2008). Pfedchozi experimenty
nasi laboratofe naznatuji, Ze je pro buiiky s mutaci BRAF'®F pii snizeném glykolytickém toku
zpusobeném 2DG vyhodnéjsi zastavit metabolismus glukézy, a proto se prepinaji do stavu, kdy
zvySuji pfijem glutaminu jako alternativniho uhlikového zdroje. Abychom urcili, zda metabolismus
glutaminu muze pfispivat k udrzeni Zivotaschopnosti bunék A375 po aplikaci 2DG, metforminu
a rotenonu, inhibovala jsem vyuziti glutaminu pomoci inhibitoru BPTES.

Buriky linie A375 jsem kultivovala po dobu 48 h v pfitomnosti kombinace inhibitord 2DG (5 mM),
rotenon (5 uM) a BPTES (10 uM) a kombinace 2DG (5 mM), metformin (5 mM) a BPTES (10 puM).
Jako negativni kontrolu jsem zvolila DMSO v mnozstvi odpovidajicimu koncentraci testovanych latek
(5 mM). Poté jsem stanovila Zivotaschopnost bunék pomoci metody pritokové cytometrie
a fluorescenéniho barviva PL.

Analyza zivotschopnosti bun¢k ukazala, Ze inhibitor glutamindzy zvratil ochranny u¢inek vyvolany
2DG (obrazek 14). To naznacuje, ze buiikky A375, které Celi metabolickym porucham, by mohly
spoléhat na glutamin, aby si zachovaly svou Zzivotaschopnost. Pfidani BPTES zvysilo cytotoxicitu
u kombinace 2DG a metforminu a vyrovnalo cytotoxicitu na ptvodni hladinu kombinace 2DG
arotenonu. To naznacuje, ze pravé spotieba glutaminu by mohla byt esencialni pro ochranny efekt
2DG (pti ovlivnéni 2DG a rotenonem).
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Obrazek 14: Snizeny glykolyticky tok a dostupnost substratii pro Krebsiiv cyklus prispivaji k u¢inku 2DG na preZiti
bunék A375. Buiiky linie A375 jsem kultivovala po dobu 48 h v ptitomnosti kombinace inhibitora 2DG (5 mM), rotenonu
(5 uM) a BPTES (10 uM) a kombinace 2DG (5 mM), metforminu (5 mM) a BPTES (10 uM). Jako negativni kontrolu jsem
zvolila DMSO v mnozstvi odpovidajicimu koncentraci testovanych latek. Poté jsem stanovila Zivotaschopnost bunék pomoci

metody pratokové cytometrie a fluorescenéniho barviva PI.

Graf znazorfiuje pramérmé hodnoty procentualniho podilu

mrtvych bunék ze tfi nezavislych opakovani. Chybové tsecky znazoriuji smérodatnou odchylku. Symbol * ptedstavuje
statisticky vyznamny rozdil na hlading vyznamnosti P<0,05 (zdroj: autor).
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6.7 Inhibice PI3K

Jednim z dalSich pfistupi, ktery by narusil oba zdroje ATP v bunkach, je pouziti metforminu se
soucasnymi klinickymi inhibitory fosfatidilinositol-3-kinazy (PI3K), které¢ snizuji transport glukozy do
buriky a negativné ovliviwji glykolyzu. PI3K/Akt je jednou z nejvyznamnéjsich signalnich drah, ktera
se podili na bunééném ristu, déleni bunék, inhibici apoptozy, regulaci metabolismu glukozy c¢i
proteosyntéze. V dal$im experimentu jsem proto zjistovala chovani bun€k linie A375 pii soucasné
inhibici této signalni drahy a oxidativni fosforylace spolu s glykolyzou.

Jako inhibitor oxidativni fosforylace jsem opét pouzila inhibitory mitochondridlniho komplexu |
(rotenon a metformin) a inhibitor hexokinazy (2DG) slouzil na inhibici glykolyzy. Pro inhibici PI3K
byla zvolena latka . Y294002, ktera narusuje vazbu ATP do aktivniho mista této kinazy.

Ukazalo se, ze kindza Akt aktivovana zvysenou koncentraci PI3K neni pro buiiky A375 zasadni pro
preziti extrémniho metabolického stresu pii inhibici dvou nejvyznamnéjSich zdroji ATP, oxidativni
fosforylace a glykolyzy (obrazek 15).
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Obrizek 15: Zivotaschopnost bun&k A375 pii inhibici PI3K, oxidativni fosforylace a glykolyzy. Buiiky linie A375 jsem
kultivovala po dobu 48 h v pfitomnosti kombinace inhibitord 2DG (5 mM), rotenonu (5 uM) a LY294002 (25 uM) a
kombinace 2DG (5 mM), metforminu (5 mM) a LY294002 (25 uM). Jako negativni kontrolu jsem zvolila DMSO v mnozstvi
odpovidajicimu koncentraci testovanych latek. Poté jsem stanovila Zzivotaschopnost bunék pomoci metody pritokové
cytometrie a fluorescenéniho barviva PI. Graf znazorfiuje pramérné hodnoty procentualniho podilu mrtvych bunék ze tii
nezavislych opakovani. Chybové Gise¢ky znazortiuji smérodatnou odchylku (zdroj: autor).
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6.8 Inhibice PIKfyve a mitochondrialniho komplexu I

V dalsi casti mé prace jsem zkoumala chovani bun€k linie A375 pii inhibici PIKfyve
a mitochondrialnim stresu. Kindza PIKfyve v buiikach reguluje mimo jiné pfijem zivin endocytozou.

6.8.1 Inhibice PIKfyve chrani buiiky A375 oSeti‘ené inhibitorem
mitochondrialniho komplexu I pred smrti

Jako prvni jsem zjistovala Zivotaschopnost bun¢k A375 pii metabolickém stresu navozeném inhibici
mitochondridlniho komplexu I a PIKfyve. Jako inhibitor této kindzy byl zvolen YM201636
0 koncentraci 2 uM a mitochondrialni stres zajist'oval jiz dfive pouzivany rotenon o koncentraci 5 pM.

Buiiky linie A375 jsem kultivovala po dobu 48 h v pfitomnosti inhibitorid YM201636 (2 uM), rotenon
(5 uM) a jejich vzajemné kombinaci. Jako negativni kontrolu jsem zvolila DMSO v mnozstvi
odpovidajicimu koncentraci testovanych latek. Poté jsem stanovila Zivotaschopnost bunék pomoci
metody prutokové cytometrie a fluorescenc¢niho barviva PI.

Dalo by se ptedpokladat, ze buitky poskozené inhibici mitochondridlniho komplexu | a s nefunkéni
endocyt6zou budou mit vyrazné nizsi zivotaschopnost. Je proto prekvapivé, Zze procento zivych bunek
A375 bylo vyssi pfi soucasné inhibici PIKfyve a mitochondridlniho komplexu I oproti samotné
inhibici mitochondridlni komplexu 1. Podil mrtvych bun¢k se zde liSil o téméf 20 procent
(obrazek 16).
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Obrazek 16: Buiiky A375 oSetfené inhibitorem mitochondridlniho komplexu I chrani pied smrti inhibice PIKfyve.
Buiky linie A375 jsem kultivovala po dobu 48 h v pfitomnosti inhibitord YM201636 (2 pM), rotenonu (5 pM) a jejich
vzajemné kombinaci. Jako negativni kontrolu jsem zvolila DMSO v mnozstvi odpovidajicimu koncentraci testovanych latek.
Poté jsem stanovila zivotaschopnost bunék pomoci metody pritokové cytometrie a fluorescenéniho barviva PI. Graf
znazornuje pramérné hodnoty procentudlniho podilu mrtvych bunék ze tii nezavislych opakovani. Chybové usecky
znazornuji smérodatnou odchylku. Symbol * pfedstavuje statisticky vyznamny rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05,
symbol ** na hlading vyznamnosti P<0,01, symbol *** na hlading vyznamnosti P<0,005 (zdroj: autor).
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Pro ovéfeni, ze burniky linie A375 oSetfené inhibitorem mitochondrialniho komplexu I chrani pred
smrti skuteéné inhibice PIKfyve, jsem zopakovala stejny pokus s jinymi inhibitory PIKfyve
a mitochondrialniho komplexu I. Inhibici této kinazy zajistila latka APY0201 o koncentraci 1 pM
a inhibici mitochondrialniho komplexu I latka piericidin A o koncentracich 0,5 uM a 1 uM.

I tentokrat se ukazalo, ze pti kombinaci inhibitortt APY0201 a piericidinu A nebo rotenonu umiralo
znatelné méné bunék (Obrazek 17) v porovnani se samotnym rotenonem nebo APY0201. Timto
experimentem se potvrdilo, Ze zvySena zivotaschopnost bunék A375 pii inhibici mitochondrialniho
komplexu I je zptsobena inhibici PIKfyve.
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Obrazek 17: Inhibice PIKfyve chrani pied smrti buiiky A375 oSetifené inhibitorem mitochondrialniho komplexu I.
Buriky linie A375 jsem kultivovala po dobu 48 h v pfitomnosti inhibitordt YM201636 (2uM), piericidinu A (0,5 uM a 1 pM),
APY0201 (1 uM), rotenonu (5 uM) a jejich vzajemné kombinaci. Jako negativni kontrolu jsem zvolila DMSO v mnozstvi
odpovidajicimu koncentraci testovanych latek. Poté jsem stanovila Zivotaschopnost bunék pomoci metody pratokové
cytometrie a fluorescenéniho barviva PI. Graf znazorfiuje pramérné hodnoty procentualniho podilu mrtvych bunék ze tii
nezavislych opakovani. Chybové tsecky znazoriiuji smérodatnou odchylku. Symbol * pfedstavuje statisticky vyznamny
rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05, symbol ** na hladin¢ vyznamnosti P<0,01, symbol *** na hladin¢ vyznamnosti
P<0,005. Modfe oproti rotenonu, ¢ervené oproti piericidinu A (0,5 uM), oproti piericidinu A (1uM), €erné oproti
kontrole (zdroj: autor).
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6.8.2 PIKfyve naruSuje endocytozu

Kinaza PIKfyve je zodpovédna za spravny pfijem zivin endocytéozou. Abychom ovéfili, Ze inhibice
PIKfyve narusuje tento proces, pozorovala jsem na vakuolizaci bunék A375 konfokalnim
mikroskopem.

Jak miizeme vidét na obrdzku 18, oba inhibitory PIKfyve indukuji v bunikach linie A375 tvorbu
vakuol. Timto experimentem se tedy potvrdilo, Ze pouzité inhibitory PIKfyve narusujiv bunétné linii
A375 vezikularni transport a pravdépodobné tedy i endocytozu.
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Obrazek 17:Vakuolizace bunék A375 v dusledku naruseni endocytézy inhibici PIKfyve. Bunky linie A375 byly
kultivovany po dobu 24 h v pfitomnosti inhibitora APY0201 o koncentraci 0,5 pM a YM201636 o koncentraci 2 pM. Shora:

kontrola, APY0201 (0,5 uM), YM201636 (2 uM). Snimky byly pofizeny na mikroskopu LSM 700 Laser Scanning
Microscope (Carl Zeiss Microscopy) (zdroj: autor).
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6.8.3 Inhibice PIKfyve vede ke sniZeni produkce kyslikovych radikali

Jelikoz se nam podafilo prokazat, ze snizeni aktivity PIKfyve v buiikach A375 zvySuje jejich
schopnost pfezivat za stresovych podminek navozenych inhibici mitochondridlniho komplexu I,
dalsim krokem bylo zjistit mechanismus ochrany.

Béhem indukce bunééného stresu muze dojit k rozdilné regulaci fady metabolickych procest.
Konkrétné rotenon a piericidin A jsou inhibitory komplexu I, které blokuji pfenos elektrond z Fe-S
klastri na skupinu koenzymi Q, ¢imz mohou zpisobit apoptézu bunky. Na apoptdze se podili vice
faktord, jednim z nich je zvySend tvorba reaktivnich kyslikovych radikalit (ROS). Bylo zjisténo, Ze
cytotoxicky efekt rotenonu a piericidinu A tizce souvisi s narustem hladiny ROS (Fato et al., 2009).
Zajimalo nas proto, jak produkci ROS v mitochondriich ovlivni inhibice kinazy PIKfyve.

Pro detekci mnozstvi ROS v bunce byl vyuzit vektor pHyPer-dMito, ktery obsahuje fluorescencni
senzor HyPer. Senzor HyPer je odvozen od regulaéni domény proteinu OxyR, ktery v organizmu
Escherichia coli funguje jako senzor molekul peroxidu vodiku a aktivuje expresi genti indukovanych
peroxidem vodiku. Tento senzor s vysokou citlivosti detekuje molekuly peroxidu vodiku v bunééném
prostiedi, a protoZe k N-konci senzoru je fizovana duplikovana mitochondrialni signalni sekvence, je
produkt exprese lokalizovan vyhradné do mitochondrii. Vytvoienim bunécné linie stabilné exprimujici
vektor pHyPer-dMito byl tak vytvofen systém, pomoci kterého byla efektivné kvantifikovana
produkce reaktivnich kyslikovych radikalti v mitochondriich.

Za ucelem vytvoreni tohoto systému byla bunécna linie U20S transfekovanaplazmidovym vektorem
pHyPer-dMito obsahujicim gen pro bakteridlni rezistenci vié¢i antibiotiku kanamycin/neomycin.
V Case 24 hodin po transfekci byly bunky inkubovany v médiu obsahujicim antibiotikum G418
a transfekovana buné¢na populace byla vystavena pusobeni tohoto antibiotika po dobu 14 dni. Takto
byly vyselektovany klony bunécné populace aktivné exprimujici transfekovany plazmid, které byly po
odstranéni selek¢niho tlaku antibiotika kultivovany do konfluence.

Produkci ROS jsme testovali za podminek ovlivnéni metabolickymi stresory. Buriky byly inkubovany
Vv pfitomnosti inhibitord rotenon (1 uM), piericidine A (1 uM), YM201636 (2 uM), APY0201 (1 uM)
a jejich vzajemnych kombinaci. Po inkubaci s metabolickymi stresory byly vzorky zafixovany
paraformaldehydem dle protokolu pro imunofluorescenci. Bunécna jadra byla pozorovana pomoci
interkala¢niho barviva DAPI a signal fluorescencniho senzoru HyPer byl detekovan diky znaéce GFP
vlozené do sekvence regula¢ni domény proteinu OxyR Vv senzoru.

Na obrazku 19 je vyobrazen piekryv signalu s detekci bunéénych jader pomoci interkala¢niho barviva
DAPI (modry signal) a zeleného signalu vektoru pHyPer-dMito detekujiciho molekuly peroxidu
vodiku. Potvrdilo se zvySeni hladiny ROS po ovlivnéni bunék inhibitory komplexu I, rotenonem
a piericidinem A. Taktéz pii inhibici PIKfyve inhibitory YM201636 a APY0201 byla zaznamenana
mimé zvySend intenzita signdlu fluorescen¢niho senzoru HyPer detekujiciho reaktivni molekuly
peroxidu vodiku produkované v mitochondriich. Je vSak ptekvapivé, ze pifi vzdjemné inhibici kindzy
PIKfyve a blokaci aktivity komplexu I nebyl signal senzoru na rozdil od kontrolnich vzorkt detekovan
(obrazek 19).

Timto se ukazalo, Zze inhibice PIKfyve zfejmé chrani buiiky ovlivnéné inhibitorem komplexu I pred
smrti snizenim produkce reaktivnich kyslikovych radikald. Deregulace endocytdézy by tak mohla
ovlivnit néktery z metabolickych procesti v mitochondriich a v disledku snizeni produkce ROS snizit
miru bunééného stresu indukovaného inhibici komplexu I.
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CTRL Piericidin A Rotenon

APY0201 APY0201
APY0201 + Piericidin A + Rotenon

YM201636 YM201636
YM201636 + Piericidin A + Rotenon

Obrizek 19: Inhibice PIKfyve vede ke sniZeni produkce kyslikovych radikali (zdroj: autor).
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7 Diskuze

Nadorové buiikky maji velmi odlisny metabolismus oproti normalnim buiikam, od kterych jsou
odvozeny. Jsou vice zavislé na aerobni glykolyze, syntéze mastnych kyselin a glutaminolyze. Rozdil
Vv jejich metabolismu podporuje bunécnou proliferaci a snizuje apoptézu indukovanou lécivy, coz
muze vést kK rezistenci na terapii. Pfreprogramovany metabolismus, jakozto jeden z charakteristickych
znakl nadorovych bunék, se v posledni dob¢ stava atraktivnim cilem protinadorové terapie

V této praci byla sledovana odpovéd’ nadorovych bun¢k maligniho melanomu s mutaci BRAF a NRAS
na extrémni metabolicky stres, jemuz jsou rychle proliferujici buiiky ¢asto vystaveny. Ten byl navozen
nedostatkem zivin a blokaci klicovych metabolickych drah pomoci nizkomolekularnich inhibitord.

Velké mnozstvi studii prokazalo, ze nadorové bunky rtiznych typt se dokazou metabolicky adaptovat
na podminky, kdy nemaji potiebny pfisun zivin (Yun et al., 2009; Hernandez-Davies et al., 2015).
Dochazi v nich k mutaci signalnich drah (jako je napf. RAS-RAF-MAPK a PI3K-AKT) podporujicich
glykolyzu, coz vSak vede k nadmérné spotiebé glukozy. Pro nadorové bunky je téZ charakteristicka
neadekvatni vaskularizace, proto nejsou rovnomérné zasobovany kyslikem a zivinami a musi se
adaptovat na hypoxii a glukézovou deprivaci (Romero-Garcia et al., 2011). Scott et al. (2011) ve své
studii uvedli jako hlavni nahradu za glukézu pro Krebstv cyklus glutamin. Jejich studie také
naznacuje, ze u melanomu v pfitomnosti adekvatni hladiny glukézy za nedostatku kysliku dochazi
k oddéleni glykolyzy od Krebsova cyklu.

Nase vysledky dokazuji, ze buiiky melanomu s mutacemi BRAF (A375) a NRAS (MelJuso) se
relativn€¢ dobfe vyrovnavaji s extrémnim metabolickym stresem, kdy jim je zamezen pfistup
k jakymkoli Zivinam. Metabolismus nadoru je tedy zavisly na glukéze a glutaminu, ale i jejich uplné
omezeni buniky pomérné dlouho prezivaji. Je vSak piekvapivé, Ze obé linie vykazovaly vySsi
zivotaschopnost pii zamezeni jakychkoli zivin oproti preziti za pfidavku glukdzy.

To naznacuje, Ze u bunek A375 a MelJuso muselo dojit k vyvinuti dalSich obrannych mechanismd,
které jim pomahaji pfezivat pti potlaceni energetického metabolismu, coz je v souladu s efektem, ktery
byl popsan ve studii Crabtreem (1941). Ta dokazuje metabolickou adaptaci bun¢k na nizkou hladinu
glukozy, popiipadé na nedostatek glukozy (Jin et al., 2007), kdy znovu vyuZzivaji mitochondrie
k tvorbé energie.

Vzhledem k pozménénému metabolismu jsou nadorové buriky citlivé vedle nedostatku glukozy i na
inhibici mitochondrialnich funkci (Pelicano et al., 2003; El Mjiyad et al., 2011b).

Cilena regulace metabolismu glukozy vnéj$im vlivem mulze probihat na vice urovnich. Mezi
nejcastéjsi pristupy patii cileni na glukézové transportéry, hexokinazu (HK), pyruvat kinazu M2,
glutaminazu a isocitrat dehydrogenazu (Akins et al., 2018). HK je izoenzym fosforylujici glukozu na
glukozu-6-fosfat (G-6-P). Vznik G-6-P je prvni reakci v draze glykolyzy a také startovnim bodem
pentozofosfatového cyklu. Hexokinaza II (HKII) je izoenzym HK, ktery rozhoduje o celkovém
vykonu glykolyzy, a jeho unikdtni vlastnosti je vazba na vné&j$i mitochondrialni membranu
(Bustamante&Pedersen, 1977; Rempel et al., 1996; Ko et al., 2001). Podle nékterych studii mohou byt
nadorové buniky na HKII zavislé a jeji inhibice by tak mohla byt ispéSnou terapeutickou strategii
(Patra et al., 2013). V nasich exprimentech jsme buiky stresovali analogem glukézy 2-deoxy-D-
glukozou (2DG). Tato latka je fosforylovana HK za vzniku 2-deoxyglukézy-6-fosfatu, analogu G-6-P,
ktery kompetitivné inhibuje tvorbu G-6-P z glukézy, ¢imz zastavuje cely proces glykolyzy a zabranuje
buiice v produkci ATP pfeménou glukdzy na pyruvat. Kromé snizené produkce ATP mize 2DG i
zablokovat bunéény cyklus, snizit a inhibovat buné¢ny rist a dokonce zpisobit bunéénou smrt
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(Giammarioli et al., 2012b; Golding et al., 2013; Patra et al., 2013). Mnozstvi 2DG pfijaté butikou je
pfitom pfimo imérné mnozstvi glukézovych transportérii na membrané. V soucasné dobé prochdzi
2DG klinickym testovanim ve fazi I/Il pro 1écbu né€kolika typt rakoviny. Vysledky méfeni
Zivotaschopnosti bunék melanomu s mutacemi NRAS a BRAF vsak ukazuji, ze buiikky obou linii
vykazovaly relativné vysokou odolnost vic¢i tomuto inhibitoru glykolyzy. Vzhledem k tomu, ze
snizena intracelularni produkce ATP vede ke zvySeni poméru AMP/ATP, ktery aktivuje AMP-
aktivovanou kinazu (AMPK) (Kim et al., 2013), rozhodli jsme se detekovat hladinu tohoto proteinu
v buiikach ovlivnénych 2DG. Jelikoz vSak vtomto systému nebyla detekovana zvysena hladina
AMPK, tato kindza zfejme vyrazné neptispiva K cytoprotektivnimu G¢inku 2DG. To poukazuje také na
skute¢nost, ze samotna energetickd deprivace neni postacujici na protinddorovy ucinek 2DG. Za prvé
je ATP potiebny jak pro vnitini, tak pro vné&jsi cestu apoptozy (Kim et al., 2013) a za druhé potlaceni
glykolyzy nevede automaticky k bunécné smrti, nebot’ nekteré bunky udrzuji funkce oxidativni
fosforylace a vyuzivaji jiné uhlikové zdroje (napiiklad aminokyseliny) k syntéze ATP za podminek
normoxie. Pro metabolické pfeprogramovani nadorovych bunék je charakteristickd pozménéna funkce
mitochondrii. Otto Warburg (1956) pivodné piedpokladal, Ze je jejich aktivita potlacena, pozdéjsi
studie vSak tuto hypotézu vyvratily. Naopak mitochondrie v nadorovych butikach sehravaji dulezitou
ulohu v udrzovani mitochondrialniho potencialu a redoxni rovnovahy pottebné pro kontrolu apoptodzy
a anabolickych procest (Raez et al., 2013).

Nejzajimavéjsi latkou, ktera ovliviiuje fetézec elektronového transportu (dale jen ETC — electron
transport chain) a je studovana v souvislosti srakovinou, je 1ék na diabetes mellitus 2. typu,
metformin. MysSlenka na mozné uplatnéni metforminu v protinadorové terapii  vzesla
z epidemiologickych studii na pacientech s diabetem, u nichz byla pozorovana nizs§i incidence
nadorovych onemocnéni (o 31 %) v porovnani s diabetiky lé¢enymi jinym zpisobem (Gandini et al.,
2014). Atraktivita metforminu spociva kromé jeho bezpe¢nosti také v naddorové specifité. Inhibuje
komplex | ETC, coz narusuje proces oxidativni fosforylace. Piisobenim tohoto inhibitoru dochazi
v bunice k aktivaci AMP-aktivované kinazy (AMPK). JelikoZ je hlavni ulohou této kinazy regulace
bunééného metabolismu, jednim z moznych vysvétleni protinadorového t¢inku metforminu je utlum
metabolismu, kdy dochazi k potlaceni ristu a navozeni autofagie . Vysledky méteni vSak neprokazaly
cytotoxicitu metforminu vaéi bufikam A375 ani MelJuso a k aktivaci AMPK téZ nedoslo.

Dalsi latkou zasahujici mitochondrie, kterou jsme vyuzivali pti nasich pokusech, je rotenon. Rotenon
patii do skupiny inhibitorti zvanych ,,mitocans®, které mohou zptsobit smrt buiiky zvySenou produkci
ROS a destabilizaci mitochondrii (Biasutto et al., 2010). Taktéz studie Pathania et al. (2009) prokazala
protinadorovou aktivitu téchto inhibitord in vivo. Protinddorovy ucinek rotenonu byl potvrzen
i v nasich experimentech u bunék A375 a MelJuso.

Skutecnost, ze se buinky obou linii dokazaly vyrovnat s narusenim metabolismu glukézy ¢i oxidativni
fosforylace, nas vedla k dal$imu zkouméni reakce bunck na souCasnou inhibici téchto procest.
Eventualné bychom tak mohli zvazit potencial metabolickych stresorl jako terapeutickou strategii pro
buitky melanomu nesouci mutace NRAS a BRAF.

Jelikoz samotna 1ééba 2DG nebo metforminem vyznamné neindukuje bunéénou smrt u vétSiny
rakovinnych bunck, kombinuji se tato léCiva sjinymi latkami, aby se dosdhlo synergického
terapeutického t€inku. Problémem vétSiny soucasnych protinadorovych terapii je bud’ velké mnozstvi
vedlejsich G¢inkd nebo postupny rozvoj rezistence, coz omezuje jejich klinické pouziti. K piekonani
téchto obtizi se kombinuje n€kolik druhti terapii. Latka 2DG se naptiklad vyuziva pfi kombinované
1é¢bé s ozatovanim (Giammarioli et al., 2012a).

Analog glukézy 2DG se jevi jako potencialné zajimavy zejména v kombinaci s dalsimi 1é¢ivy, nebot’
pfi snizeném mnozstvi glukozy prechazi buiika do energeticky usporného rezimu. Byly publikovany

54



studie, podle kterych by navozeni tohoto klidového stavu ve zdravych bunikach mohlo ptispét k jejich
ochrané pted cytotoxickymi ucinky jinych 1é€iv. Naopak nadorové buiitky by mohly byt citlivéjsi vaci
témto 1éCivim, nebot” by nedokazaly v odpovédi na nedostatek glukozy zpomalit metabolismus
a zastavit proliferaci (EI Mjiyad et al., 2011b). To se v8ak nepotvrdilo u bunék melanomu A375
a MelJuso, které byly ovlivnény metforminem a 2DG. Po ovlivnéni ob&ma inhibitory jsme
nezaznamenali vyrazny pokles Zzivotaschopnosti bun¢k ani jedné linie, coz by mohla vysvétlovat
aktivace AMPK, kterou jsme pozorovali u sou¢asného pusobeni metforminem a 2DG. Toto zjisténi je
Vv rozporu se studiemi, které zkoumaly ptisobeni simultanni inhibice glykolyzy pomoci 2DG a inhibice
oxidativni  fosforylace bud® chemickou (nizkomolekularni inhibitory), genetickou nebo
environmentalni  (hypoxie) cestou. Liu et al. (2001) prokazali, ze 2DG v kombinaci
s mitochondrialnimi blokatory ETC, jako je antimycin A nebo rotenon, ucinila buiiky osteosarkomu
nachylngjsi k umirani. Sahra et al. (2010) dale zjistili, Ze kombinace 2DG a metforminu byla pro
bunky rakoviny prostaty vice toxicka nez kazda z téchto latek samostatné, coz mohlo byt zplisobeno
tim, ze metformin inhiboval autofagii indukovanou 2DG. Je tedy nutno fici, ze buiiky melanomu
nesouci mutace NRAS a BRAF jsou na rozdil od bunc€k jinych nadord odolné&j$i vici stresu
indukovaném 2DG a metforminem, a tudiZz pro né neni kombinace téchto dvou inhibitorit vhodnou
terapeutickou strategii.

Jako ptekvapivy se ukéazal vysledek dvojitého zasazeni bioenergetického metabolismu inhibitorem
glykolyzy 2DG a inhibitorem mitochondrialniho komplexu I rotenonem. Dle vysledkt ptedchozich
studii (Liu et al., 2001; Fath et al., 2009; Cheng et al., 2012; Palorini et al., 2013) by se dalo
predpokladat, ze i u melanomu s mutacemi NRAS a BRAF se projevi synergicky tu¢inek téchto dvou
inhibitorti. Je vSak zajimavé, Ze Zivotaschopnost bun¢k obou linii byla vyrazné vyssi pii vzdjemné
kombinaci 2DG a rotenonu. Tento ochranny u¢inek 2DG jsme se rozhodli zkoumat dal. Jelikoz
pusobenim obou inhibitorti dochazi k zastaveni glykolyzy a oxidativni fosforylace, a tudiz ke zvyseni
poméru ATP/AMP, detekovali jsme v burikach i zvySenou aktivitu kinazy AMPK (pAMPK). U bunék
A375 byla skutecné pozorovana vy$si hladina aktivované kinazy pii vzijemné kombinaci 2DG
arotenonu oproti samotnému rotenonu. U Melluso nebyl signal jiz tak vyrazny, je vSak nutno
podotknout, Ze i mnozstvi kontrolniho proteinu PCNA bylo v pfipadé bunék ovlivnénych kombinaci
2DG a rotenonu nizsi. Aktivaci AMPK jako mozny ochranny mechanismus 2DG pii inhibici
rotenonem naznacoval téz experiment, pti némz jsme inhibovali AMPK latkou dorsomorphinem.
Jelikoz vSak nebyl rozdil mrtvych bunék pii kombinované inhibici (2DG, rotenon, dorsomorphin)
a samotné inhibici AMPK signifikantni, nelze s jistotou tvrdit, ze se na ochranném efektu 2DG podili
pouze aktivace AMPK.

Naproti tomu by role kinazy AMPK u normalnich bunék byla zfejmé rozdilna, néz tomu bylo u bunek
nadorovych. Kindza AMPK se u lidskych ptedkozkovych fibroblasti (hFF) vyrazné aktivovala po
ovlivnéni metforminem a 2DG s rotenonem. Predchozi vysledky vsak ukazaly, ze metabolicky stres
indukovany 2DG a rotenonem zptsobil vétsi mortalitu hFF nez nadorovych bunék. To potvrzuje
pfeprogramovani metabolismu v nadorovych burnkach.

Dale se nam podafilo prokéazat, Ze buiiky melanomu s mutaci BRAF %%

umiraji vice pfi soucasné
inhibici glykolyzy, oxidativni fosforylace i glutaminolyzy. To naznacuje, ze by pteziti bun¢k A375,
u nichz je zablokovana glykolyza i oxidativni fosforylace, mohlo vice zaviset na piijmu glutaminu.
Tim se potvrdily ptedchozi vysledky nasi laboratote (Verlande et al., 2018), které naznacovaly, Ze je
pro buiitky s mutaci BRAFY**® pfi snizeném glykolytickém toku zptisobeném 2DG vyhodnéjii zastavit
metabolismus glukdzy, a proto se piepinaji do stavu, kdy zvySuji pfijem glutaminu jako alternativniho
uhlikového zdroje. Jiz zminovana studie Scotta et al. (2011) uvedla glutamin jako nahradu za glukézu

pro Krebstiv cyklus.
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Vzhledem k moznému vyuziti metabolismu glutaminu pfi inhibici glykolyzy i oxidativni fosforylace
jsme dospéli k zdvéru, ze metabolické cileni pomoci inhibitoru glykolyzy, jako je 2DG, nemusi byt
vhodnou terapeutickou strategii pro melanomy nesouci mutaci BRAF"*%%, Mimoto je ponékud slozité
pfesné definovat podminky, za jakych nastane metabolicky stres ve fyziologickém prostiedi.
Nadorové mikroprostfedi je prostorové a casoveé heterogenni, obsahuje oblasti s nizkym obsahem
kysliku a nizkym pH a oblasti s vysokou hladinou kysliku a normalnim pH. Dostupnost kysliku a Zivin
zavisi na blizkosti bunék k cévam a urCuje jejich bazalni metabolicky stav. Pfijem 2DG tedy bude
zaviset na pocateCnim metabolickém stavu rakovinné buiiky. 2DG tak mize metabolicky stresovat
vysoce glykolytické rakovinné buiiky snadnéji nez rakovinné buiky, které se vice spoléhaji na
oxidativni fosforylaci.

V metabolismu nadoru sehrava kli¢ovou roli také fada signalnich drah. Jednou z nich je signalni draha
kindz PI3K/AKT, kterda podporuje bunécné pfteziti, stimuluje bunécnou proliferaci, glukdézovy
metabolismus a aktivné potlac¢uje apoptézu (Blume-Jensen&Hunter, 2001; Manning&Cantley, 2007).
Bylo dokazano, Ze zvySena signalizace drahy AKT pfimo odpovida zvySené rychlosti glukézového
metabolismu v nadorovych bunkach (Baenke et al., 2016). Tato aktivita kinazy AKT ji ¢ini vhodnym
a slibnym cilem pro terapii melanomu. V nasi studii jsme testovali inhibitor LY294002. Jedna se
0 nejCasteji popisovany inhibitor drahy AKT, ktery napiiklad u neuroblastomu vyznamné redukuje
aktivitu AKT, snizuje Zivotaschopnost bunék a indukuje zastaveni buné¢ného cyklu v G1 fazi (Sartelet
et al., 2010). Jina studie ukazala, Ze inhibice AKT tlumi spotiebu glukézy a indukuje parametry
znacici oxidativni stres (Simons et al., 2012).

V nasich studiich jsme nezaznamenali vysokou toxicitu pfi pisobeni samotného inhibitoru LY294002
na bunécnou linii A375, ¢imz jsme nemohli potvrdit vysledky diive publikovanych studii inhibitoru
drahy PI3K/AKT na bunky melanomu. Pfi piisobeni kombinace inhibitorti oxidativni fosforylace,
glykolyzy a latky LY294002 dokonce doslo k mirnému poklesu mnozstvi mrtvych bunék, coz jesté
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vice podtrhuje schopnost bun¢k melanomu s mutaci BRA adaptovat se na metabolicky stres.

V druhé &asti nasi prace byl zkouman vliv inhibitoru kindzy PIKfyve na buiiky s mutaci BRAF'®%,

Fosfatidylinositol-3-fosfat 5-kinaza (PIKfyve) je lipidova kinaza, ktera fosforyluje fosfatidylinositol-
3-fosfat (PI3P) za vzniku fosfatidylinositol 3,5-bisfosfatu [PtdIns(3,5)P2] nebo fosfatidylinositol 5-
fosfatu (PtdIns5P) (Shisheva, 2001; Sbrissa et al., 2004). Ptdins(3,5)P2 a PtdIns5P se zapojuji do
nekolika bunécnych funkci, véetné vezikularniho transportu, aktivace iontovych kanall a signalizace
receptoru epidermalniho rastového faktoru (EGFR) (Kim et al., 2007; Takasuga&Sasaki, 2013;
McCartney et al., 2014b).

Studie také naznacuji, ze PIKfyve se podili na onkogenezi a migraci rakovinnych bunék (Ikonomov et
al., 2013b; Oppelt et al., 2014b) a snizeni hladiny proteinu PIKfyve vede k vyznamnému snizeni
migrace rakovinnych bunék (Oppelt et al., 2013). Nedavné vysledky navic prokazaly, ze inhibice
aktivity PIKfyve pomoci inhibitoru YM201636 vedla k vyraznému snizeni bunécné proliferace u vice
typt rakoviny (Dupuis-Coronas et al., 2011b; Oppelt et al., 2014b).

Nejprve byla proto analyzovana Zivotaschopnost bunék A375 po ovlivnéni inhibitorem YM201636.
Na rozdil od jinych typt rakoviny se u bunék melanomu neprokazal cytotoxicky efekt této latky.
Naopak se ukézal zajimavy protektivni uc¢inek YM201636 pfi navozeni mitochondrialniho stresu
rotenonem. Tento necekany efekt inhibice PIKfyve se potvrdil i v dal§im experimentu. Abychom
ovétili, Ze buniky oSetfené inhibitorem mitochondridlniho komplexu I piezivaji vice skutecné diky
inhibici PIKfyve, pouzili jsme také jiny inhibitor PIKfyve APY0201 a jiny inhibitor
mitochondridlniho komplexu I piericidin A. Z vysledkii méfeni Zivotaschopnosti bunék A375 je
skute¢né patrny snizeny podil mrtvych bunék po simultdnnim ovlivnéni inhibitorem PIKfyve
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(YM201636 nebo APY0201) a inhibitorem mitochondrialniho komplexu I v porovnani se samotnym
pusobenim inhibitoru mitochondrialniho komplexu I.

Mnohé studie naznacuji, ze protinadorové latky cilici na mitochondrie ¢i indukujici nestabilitu
mitochondrii obvykle ptisobi nasledkem zvyseni reaktivnich kyslikovych radikalt (ROS). Za hlavni
zdroje ROS jsou povazovany mitochondrialni komplex I a komplex IIT (Turrens et al., 1985). Jelikoz
jsou mitochondrie dulezitymi misty produkce ROS, dalo by se pfedpokladat, Ze naruseni homeostazy
vV této organele by mohlo indukovat fadu zmén v bunééném metabolismu a poskodit bunécné
struktury, proteiny ¢i DNA. Konkrétné u rotenonu byla v mnohych studiich prokazana zvysena tvorba
ROS vedouci k nasledné apoptdze (Pelicano et al., 2003; Ahmad et al., 2005; Fato et al., 2009). To
nas vedlo ke zvazeni, ze by inhibice PIKfyve mohla chranit buiiky ovlivnéné inhibitorem oxidativni
fosforylace pravé snizenim hladiny ROS. Tato domnénka se také potvrdila v experimentu detekujicim
v buitkdch mnozstvi ROS, konkrétné produkci peroxidu vodiku. Vysledky ukézaly, ze mitochondrie
v bunikach s inhibovanou funkci PIKfyve i oxidativni fosforylace produkuji vyrazné méné ROS
(konkrétné H,O,) v porovnani s kontrolnimi vzorky. Lze tedy piedpokladat, Zze buitky melanomu
s mutaci BRAFY®F aktivuji pfi inhibici PIKfyve mechanismy, které vedou ke sniZeni produkce
Skodlivych ROS a chrani je pfed mitochondrialnim stresem.
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8 Zavér

Pochopeni pieprogramovani metabolickych procest v nadorovych bunkach je nezbytné pro vyvoj
novych terapii nddorovych onemocnéni cilicich na zménény bunécny metabolismus. V nasi praci jsme
se zaméfili na odolnost bunék maligniho melanomu s mutacemi NRAS nebo BRAF vuéi extrémnimu
metabolickému stresu s cilem blize charakterizovat jednotlivé mechanismy umoznujici preziti a tim
ptispét k objasnéni rezistence bunék melanomu.

Nase dosazené vysledky ukazuji, ze bunky A375 i MelJuso se dokdZzou vyrovnat s extrémnim
metabolickym stresem indukovanym absenci jakychkoli Zivin. Buiiky obou linii pfezivaly pfi souc¢asné
inhibici oxidativni fosforylace a glykolyzy, hlavnich metabolickych drah zajistujicich tvorbu ATP.
Jejich zivotaschopnost byla vys$si pfi dvojitém zasazeni energetického metabolismu oproti samotné
inhibici oxidativni fosforylace, coz bylo ziejmé zplsobeno vice faktory. V bunkach doslo k aktivaci
AMPK anavic jsme ukazali, Ze metabolicky stres stimuluje zvySeni spotfeby glutaminu, aby se
zachovala Zivotaschopnost bunék s mutaci BRAFY®E, Proto se zd4, Ze cileni metabolickymi stresory
jako je 2DG nemusi byt t¢innou strategii protinadorové terapie maligniho melanomu.

Déle byl analyzovan vliv inhibice lipidové kindzy PIKfyve na buiiky A375 ovlivnéné inhibitorem
mitochondrialniho komplexu 1. Paradoxné byl zjistén ochranny ucinek inhibice této kinazy pii
mitochondrialnim stresu. Pfi¢inou bylo sniZeni tvorby reaktivnich kyslikovych radikali. K pochopeni
plsobeni inhibitort PIKfyve na bunky melanomu by pfispéla podrobna analyza mechanismu bunécné
smrti. Do budoucna by bylo také zajimavé naSe méfeni zopakovat na dalSich bun&énych liniich,
abychom ov¢tili, Ze se nejedna o efekt specificky pouze pro dany bunéény typ.

Hlavnim pfinosem této prace jsou nové podnéty pro dalsi vyzkum molekularnich mechanismi, jez
umoziuji nadorovym bunkdm piezit za podminek extrémniho metabolismu. Prace také naznacuje
nekteré rozdily mezi odpoveédi na metabolicky stres u naddorovych a normalnich bunék a soucasné
ptispiva k pochopeni ucinkd kombinaci inhibitorG hlavnich drah bunécného energetického
metabolismu. Pouziti vhodné zvolenych metabolickych inhibitord by v budoucnu mohlo poskytnout
pozadovanou vysokou selektivitu a toxicitu v heterogennim mikroprostiedi nadoru.
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