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SUHRN

Metabolomika sa v sticasnosti pouziva na identifika-
ciu biomarkerov a zmenenych metabolickych drah pri ra-
kovine. Hladiny metabolitov reprezentuji priame mole-
kuldrne udaje o stave buniek, ktoré odrazaju zmysluplny
fyziologicky fenotyp. Cielom tohto vyskumu bolo sledo-
vat metabolomické zmeny v krvi laboratérnych potka-
nov a vytipovat najdéleZitejSie metabolity so zameranim
sa na aminokyseliny, biogénne aminy a acylkarnitiny
po chemickom navodeni nadorov mozgu. V experimen-
te bolo pouzitych 10 dospelych laboratérnych potkanov
kmena Sprague Dawley a bolo detegovanych 81 metabo-
litov. Statistickymi multivariaénymi metédami sa ukazali
ako vyznamné metabolity acylkarnitiny s kratkym (C3-
C5) resp. stredne dlhym retazcom (C6) a metionin-sulfo-
xid (Met-S0O), a to s ohladom aj bez ohladu na pohlavie.
Zistené metabolity by mohli predstavovat potencidlne
biomarkery, ktoré vyznamne ovplyviuju diagnostiku
a liecbu.

Klacové slova: metabolomika, nador mozgu, acylkar-

nitiny, aminokyseliny, biogénne aminy
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ABSTRACT

The metabolomics is used for identification of bio-
markers and altered metabolic pathways in cancer. The
direct molecular data of cell status that display a mean-
ingful physiological phenotype are ultimately represent-
ed by the levels of metabolites. The aim of this research
was to follow metabolomical changes in the blood
of laboratory rats and identify the most important me-
tabolites with focus on amino acids, biogenic amines
and acylcarnitines after chemical induction of brain tu-
mors. In the experiment were used 10 adult laboratory
rats and were detected 81 metabolites. By using statisti-
cal multivariate methods, the acylcarnitines with short
(C3-C5) or medium long chains (C6) and methionine sulf-
oxide were shown to be significant metabolics with the
fact that gender was also was not considered. Detected
metabolites could represent potential biomarkers that
significantly influence diagnosis and treatment.

Key words: the metabolomics, the brain tumor, acyl-

carnitines, amino acids, biogenic amines

67



uvoD

Nadory centralneho nervového systému (CNS) tvo-
ria _heterogénnu skupinu jednotlivych druhov nadoroy,
kde patria nadory benigne a maligne (Fadrus etal,
2010). Glidmy predstavuju 75 % malignych nadorov cen-
tralneho nervového systému s celosvetovou incidenciou
7 na 100000 obyvateflov (Reynoso-Noverdn
et al., 2021). Medzi najzhubnejsie a najagresivnejsie for-
my tychto nadorov patri multiformny glioblastom (GBM)
(Abou-Antoun etal, 2017). Klasifikdcia nadorov
CNS je zaloZend najma na Styroch morfologickych krité-
ridch: cytologicka atypia, mitoticka aktivita, mikrovasku-
larna proliferacia (proliferacia endotelovych buniek) a ne-
kroza (Gupta, Dwivedi, 2017). Najnovsia klasifikacia
mozgovych nadorov CNS podla svetovej zdravotnickej
organizacie (WHO). Tato klasifikacia z roku 2021 zahfna
13 réznych nadorov CNS (To r p et al., 2022). Klasifikacia
vychadzajuca z WHO a gradingu deli gliémy na dve zaklad-
né skupiny, ktoré sa medzi sebou zna¢ne odliSuju svojimi
biologickymi vlastnostami, a tym aj celkovou prognézou
pacienta: gliémy nizkeho stupria malignity (low grade glio-
ma — LGG) a gliomy vysokého stupria malignity (high grade
glioma—HGG)(Fadrus etal., 2015). Metabolomika, po-
dobne ako iné omické technoldgie, sa v sicasnosti pouZiva
na identifikdciu biomarkerov a metabolickych drah zme-
nenych pri rakovine a pouziva sa na hodnotenie ucinnosti
lekdrskych zésahov pri rakovine (B e g e r, 2013). Je dobre
zname, Zze metabolizmus rakoviny sa liSi od metaboliz-
mu normalneho tkaniva a délezitd hypotéza publikovana
v 50.-tych rokoch Ottom Warburgom predpovedala, Ze na-
dorové bunky sa spoliehaju na anaerébny metabolizmus
ako na zdroj energie, dokonca aj pri fyziologickych hla-
dinach kyslika (Armitage, Barbas, 2014). Rychlost
metabolizmu glukdzy prostrednictvom aerdbnej glykolyzy
je vSak vyssia, takZze dochadza k produkcii laktatu z glukdzy
10 az 100-krat rychlejsie ako Uplna oxidacia glukdézy v mi-
tochondriach. V tomto procese sa zvySena spotreba gluké-
zy vyuziva ako zdroj uhlika pre anabolické procesy potreb-
né na podporu nekontrolovatelnej bunkovej proliferacie
(Liberti, Locasale, 2016). Nadorové bunky sa pri-
spOsobuju, aby maximalizovali svoju schopnost syntetizo-
vat substraty pre membrany, nukleové kyseliny a proteiny
pre zvySenu rychlost proliferacie, ¢o je hlavna charakteris-
tika tychto buniek. Je potrebné velké mnoZstvo energie
(adenozintrifosfatu — ATP), ktoré sa ziska mnohonasob-
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nym zvysenim spotreby glukdzy a glutaminu (Marie,
Shinjo, 2011). Na rozdiel od normaineho mozgu, ktory
na energiu oxiduje glukozu aj ketolatky, zhubné mozgové
nadory z ludskych alebo zvieracich modelov nemaju taku
metabolickd flexibilitu a si do znacnej miery zavislé od
glukdzy ako energie (Seyfried, Mukherjee, 2005).

METODA

Material a indukcia GBM

V experimente bolo pouZitych 10 dospelych labora-
tornych potkanov kmena Sprague Dawley (5 samic
a 5 samcov; Velaz, Praha, Ceska republika). Zvieraté boli
kfmené Standardnymi granulovanymi peletami Altromin
1328 (Velaz, Praha, Ceska republika) podla legislativy EU
o krmivach pre zvieratd a mali volny nepretrzity pristup
k vode. Rodi¢ovské samice sa parili so samcami, pricom
ich potomstvo sa vyuZilo na dalSie experimenty. So zvie-
ratami sa zaobchddzalo podla usmerneni ustanovenych
zdkonom ¢. 377 a 436/2012 Slovenskej republiky o sta-
rostlivosti a pouzivani laboratérnych zvierat a schvalenych
Statnou veterinarnou a potravinovou spravou Slovenskej
republiky (¢islo schvalenia: Ro-2219/19 -221/3).

Gravidné samice boli rozdelené do dvoch skupin. Jedna
skupina sluzila ako kontrolna resp. intaktna skupina. Tejto
skupine nebol podany chemokarcinogén a potomstvu ne-
vznikali nddory. Druhd skupina bola opisana ako skupina
GBM (zvierata nesuce nador). Na vyvolanie nadoru bola
jednorazovo podana intraperitonealna davka chemo-
karcinogénu etylnitrozourea (ENU) gravidnym samiciam
na 15. den gravidity v davke 100mg/kg hmotnosti. Po na-
rodeni bolo potomstvo drzané s matkami. Vo veku 30 dni
po narodeni bolo potomstvo rozdelené podla pohlavia.
Vytvorili sa 4 experimentdlne skupiny — zdravé samice
a samce (FEMALE a MALE) a samice a samce s nadorom
na mozgu (FEMALE + GBM a MALE + GBM). Vo veku 4 me-
siacov boli potkany usmrtené a tiez bola odobrata krv, aby

sa zistili rozdiely v jednotlivych metabolitoch.

Odoberanie vzoriek a analyza metabolitov

Krv bola odoberana z vena caudalis v celkovom objeme
100 pl do mikroskimaviek. Miesto odberu bolo oSetrené
dezinfekénym prostriedkom. Ziskané krvné sérum bolo
nasledne uskladnené pri—80 °C. Nasledne bolo sérum roz-
mrazené na suchom lade a bolo pouZité na dalSiu analyzu.




Vzorky boli merané supravou AbsolutelDQ p180 (BIOCRA-
TES Life Sciences AG, Innsbruck (Rakusko) — prietokovou
injekénou analyzou (FIA) s cielenym metabolomickym me-
ranim na baze kvapalinovej chromatografie a tandemovej
hmotnostnej spektrometrie (LCMS/MS) vybranych skupin
metabolitov — aminokyselin, biogénnych aminov a acyl-
karnitinov (Tab. 2). Nasledoval plne automatizovany test,
pocas ktorého boli vzorky najskor podrobené derivatizacii
PITC (fenylizotiokyanat) v pritomnosti vnutornych Stan-
dardov, nasledne prebehla FIA-MS/MS a LC-MS/MS s po-
uzitim pristroja SCIEX 4000 QTRAP® (SCIEX, Darmstadt,
Nemecko) alebo pristroja Waters XEVO™ TQMS (Waters,
Vieder, Rakusko) s elektrosprejovou ionizaciou. Udaje
boli transformované log2, aby sme ziskali relevantné hod-

noty a stabilizoval sa rozptyl.

Statisticka analyza

Vypocet koncentracii metabolitov a hodnotenie kvali-
ty ziskanych udajov sme uskutocnili pomocou softvérové-
ho balika MetlQ (BIOCRATES Life Sciences AG, Innsbruck,
Rakusko). Vnuatorné sStandardy sluzili ako referencia pre
vypotty koncentracie metabolitov. Udaje sme spracovali
v programe GraphPad Prism 8.0, a to neparovym t-tes-
tom na porovnanie vybranych skupin dat. Porovnavali
sme zdravé jedince s nadorovymi, a to s prihliadnutim na
pohlavie alebo bez ohladu na pohlavie. Okrem toho boli

vykonané i jednorozmerna (t-test) a viacrozmerna Statis-
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Obr. 1. Scores plot diagram PCA analyzy metabolitov intaktnej sk-
upiny a GBM skupiny bez ohladu na pohlavie
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tika (diskriminacna analyza — partial least squares — PLS-
-DA), ako aj premenna dolezitost v projekénom (VIP) grafe
pomocou volne dostupného internetového Statistického
softvéru MetaboAnalyst 5.0 (Xia Lab @ McGill, Ste. Anne
de Bellevue, Quebec, US). Taktiez bola vykonand PCA ana-
lyza (Principal Component Analysis), ktora analyzuje uda-
je, v ktorych su pozorovania opisané niekolkymi vzajomne

korelovanymi kvantitativnymi zavislymi premennymi.

VYSLEDKY

Celkovo sme v nasej studii detegovali 81 metaboli-
tov zo skupin aminokyselin (21), biogénnych aminov (20)
a acylkarnitinov (41). Po namerani hodn6t sme zistili,
Ze spermin namerany nebol (pravdepodobne chyba pri-
stroja) a vylucili sme ho z analyz. Ziskané data sme najprv
vyhodnotili bez ohladu na pohlavie, aby sme , simulova-
li“ situdciu, akd by mohla nastat v klinickej praxi, kde pri
mnoZstve dat nie je mozné zameriavat sa na pohlavia a za-
rover sme chceli vytipovat metabolity, vSeobecne charak-
teristické pre nadorové ochorenia mozgu.

Zo skumanych metabolitov sme zistili 18 Statisticky
vyznamnych metabolitov pri porovnavani intaktnej sku-
piny a skupiny s GBM bez ohfadu na pohlavie. Najvacsiu
skupinu tvorili acylkarnitiny, ktorych bolo trinast a vSetky

vykazovali zvysené koncentracie, konkrétne islo o C2, C5,
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metabolitov skupiny zdravych jedincov so skupinou jedincov
s GBM bez ohladu na pohlavie
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Obr. 3. Scores plot diagram PCA analyzy metabolitov
experimentdlnych skupin samic
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Obr. 6. VIP skére (PLS-DA test) — porovnanie koncentrdcie
metabolitov experimentdlnych skupin samcov

C3, C4, CO, C3-DC (C4-0H), C5-0OH (C3-DC-M), €18:2, C5:1,
C6 (C4:1-DC), C16:2, C14:2, C14:1. K zvySenej koncentracii
doslo aj v pripade troch biogénnych aminov, a to kreatini-
nu, dopaminu a karnozinu. Znizena koncentracia bola na-
merana v pripade dvoch biogénnych aminov, konkrétne
ADMA - asymetricky dimetylarginin a Met-SO — metionin
sulfoxid. Zo skupiny aminokyselin sme nezistili ani jednu

signifikantnu aminokyselinu (data nie su zobrazené).
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Obr. 5. Scores plot diagram PCA analyzy metabolitov
experimentdlnych skupin samcov

Analyza hlavnych komponentov (PCA) je matematicka
Statistickd metdda, ktorda hlada kombinacie pozorovani
so zachovanim ¢o najvacsieho mnoistva informdcii o tych-
to pozorovaniach (premennych). Obr. 1. zndzornuje sco-
res plot diagram, ktory bol vyhodnoteny PCA analyzou.
Diagram porovnava intaktnd skupinu so skupinou jedin-
cov s GBM, pri¢om jasne zndzornuje viditelnu separaciu
skupin, ¢o signalizuje zna¢nu zmenu koncentracie detego-
vanych metabolitov.




PLS-DA analyza (partial least squares-discrimination
analysis) vyuZiva prvky PCA analyzy a na zdklade zavis-
lych a nezavislych premennych hlada vo vzorke dat vztahy
a rovinu medzi nimi. Na zaklade tychto vztahov je mozné
v datach urdit tie najvyznamnejsie na ziklade VIP skére
(Variable Importance Point). Pri porovnani skupiny zdra-
vych jedincov so skupinou jedincov s chemicky navode-
nym nddorom mozgu bolo zistené zvySenie koncentracie
trinastich vyznamnejsich metabolitov v skupine jedincov
s GBM — Obr. 2. Najvacsiu Cast z nich tvoria acylkarnitiny,
konkrétne C4, C3, C2, C5, C5-OH (C3-DC-M), CO, C6(C4:1-
-DC), C3-DC (C4-0H), C18:2, C14:2. Zo skupiny biogénnych
aminov ide o karnozin, dopamin a spermidin. Naopak
k zniZzenej koncentracii v skupine jedincov s GBM doslo
len v pripade metionin-sulfoxidu (Met-SO) a aminokyse-
liny argininu (Arg).

V skupinach experimentalnych samic sme detegova-
li 5 Statisticky najvyznamnejSich metabolitov vyhodno-
tenych t-testom. U 4 z nich ide o zvySenie koncentracie
v skupine samic s GBM oproti skupine zdravych samic. Ide
o tri ACs, ktoré vykazuju zvysenie koncentracie, konkrétne
C5, C2 a CO a dva biogénne aminy, konkrétne spermidin
(zvySena koncentracia) a Met-SO (zniZzena koncentracia)
(data nie su zobrazené).

Scores plot diagram, ktory bol vyhodnoteny PCA ana-
lyzou, znazorneny na Obr. 3. porovndva experimentdlnu
skupinu zdravych samic a skupinu samic s vyvolanym
GBM. Diagram zretelne segreguje uvedené skupiny, ked-
Ze nedochadza k Zziadnemu prekryvu, ¢o znaci podstatnu
zmenu koncentracie skimanych metabolitov.

PLS-DA testom bolo vykonané aj VIP skdre experimen-
talnych skupin s ohladom na pohlavie jedincov, priCom
bolo zistenych tieZ patnast Statisticky najvyznamnejsich
metabolitov. V pripade intaktnej skupiny zdravych sa-
mic v porovnani so skupinou samic s indukovanym GBM
tvoria najvacsiu skupinu signifikantnych metabolitov ACs
(Obr. 4.). V skupine samic s GBM doslo k zvyseniu koncen-
tracie desiatich ACs, konkrétne — C5, C2, C4, CO, C3, C5-OH
(C3-DC-M), C3-DC (C4-OH), C18:2, C6 (C4:1-DC), C14:2.
VysSia koncentracia v uvedenej skupine bola zistend aj
v pripade spermidinu, karnozinu a dopaminu. Naopak
znizend koncentracia bola pozorovana v pripade Met-SO
a aminokyseliny orinitinu (Orn).

V rdmci porovnania experimentdlnych skupin samcov
doslo k vyraznym Statistickym zmenam u 13 metabolitov,

pricom az u 12 z nich ide o zvySenie koncentracie v skupi-
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ne samcov s GBM oproti zdravym samcom. Nemalu skupi-
nu tvoria acylkarnitiny, ktorych je desat a vSetky vykazuju
zvySenie koncentracie, konkrétne ide o C3, C2, C4, C5, C3-
-DC (C4-OH), C18:2, C5:1, C5-OH (C3-DC-M), CO a C5-DC
(C6-0OH). Zvysenu koncentraciu vykazuje aj kreatinin a zni-
Zenie koncentrdcie bolo zistené len v pripade kynureni-
nu, oba zo skupiny biogénnych aminov. Zo skupiny ami-
nokyselin patri medzi Statisticky vyznamnejsie len jedna
aminokyselina, konkrétne ornitin, kde bola zaznamenana
zvy$end koncentracia v skupine samcov s GBM (data nie
su zobrazené).

Scores plot diagram, znazorneny na Obr. 5. porovna-
va experimentdlnu skupinu zdravych samcov a skupinu
samcov s GBM. Na diagrame pozorujeme z vacésej Casti
oddelenie uvedenych skupin, ¢o signalizuje znacni zmenu
koncentracie sledovanych metabolitov.

PLS-DA testom vyhodnotené VIP skdre experimental-
nych skupin samcov zndzorfiuje Obr. 6. Ide o porovnanie
skupiny zdravych samcov so skupinou samcov s vyvola-
nym nadorom mozgu, kde najvacsiu skupinu signifikant-
nych metabolitov tvoria ACs. V skupine samcov s GBM
doslo k zvyseniu koncentracie desiatich ACs, konkrétne —
C4, C3, C2, C5, C5-OH (C3-DC-M), C6 (C4:1-DC), €O, C3-DC
(C4-OH), C18:2, C14:2. Zvysenie koncentracie v skupine
samcov s GBM bolo zistené aj v pripade karnozinu a dopa-
minu. Oproti tomu stoja zniZzené koncentracie Arg, C3-OH

a kynureninu.

DISKUSIA

KedZe abnormdlny energeticky metabolizmus a bio-
logicky chaos charakterizuju nadory mozgu, vSeobecné
principy analyzy metabolickej kontroly moézu byt Gcin-
né pri liecbe rakoviny mozgu. Tato hypotéza je zaloZena
na rozdieloch v energetickom metabolizme medzi normal-
nymi mozgovymi bunkami a neoplastickymi nadorovymi
bunkami. Pokial' maju mozgové nadory fyziologické pro-
stredie vhodné pre ich energetické potreby, preziju. Ked'
je toto prostredie nevyhovujuce, obmedzené alebo nahle
zmenené, rastlu pomalSie, rast sa zastavi alebo zahynu
(Seyfried etal, 2011). Rozmanitost gliomov je zako-
renena v ich pévode, ako aj v oblasti nadoru, z ktorej sa
vzorky odoberaju. Glidmy sa vyznacuju pozoruhodnou bio-
chemickou plasticitou, pokial ide o prispésobenie sa mik-

roprostrediu, ¢o méze viest k rozvoju rezistencie na liecbu.
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Metabolizmus nadorovych buniek je definovany mnohymi
faktormi, ako je zvySena spotreba glukdzy, hypoxia alebo
infiltracia imunitnych buniek, ktoré by sa mali vSetky zva-
zit pri uréovani najvhodnejsej lie€by. Sucasnym ,zlatym
Standardom” v terapii gliomu je odstranenie najvacsej
Casti nadoru, ktora je bezpecne mozna chirurgickou resek-
ciou, po ktorej nasleduje temozolomid a radiacna terapia.
Temozolomid je alkylaény liek, ktory je schopny prejst
hematoencefalickou bariérou a pacient ho zvycajne dob-
re znasa. Napriek tomu rezistencia rakoviny na tento liek
stdle predstavuje vyzvu, vdaka comu je Standardna liecba
menej ako uspokojiva. Okrem toho vyskumnici predpokla-
dali, Ze zvySenu mieru preZitia pacientov mozno dosiah-
nut resekciou >98% néadoru, no Zial, v mnohych pripadoch
je to velmi tazké dosiahnut (Gaca-Tabaszew-
ska etal., 2022).

GBM dospelych je jednym z najsmrtelnejsSich a naj-
odolnejSich zo vSetkych malignych solidnych nadorov.
Incidencia sa dramaticky zvySuje po dosiahnuti veku
54 rokov a dosahuje maximalnu incidenciu vo veku 75
az 84rokov (Alexander, Cloughesy, 2017). V
Spojenych Statoch ma GBM priemernu rocnud mieru inci-
dencie upravenu podla veku s konstantnym rastom o 3 %
ro€ne u muZov aj Zien. Zatial ¢o incidencia glidmov niz-
keho stupna je takmer podobnd u muzZov a zZien, zhubné
nadory mozgu, vratane GBM, sa vyskytuju 1,6-krat castej-
SieumuZov (Carrano etal, 2021). Doba perzistencie
je u pacientov s diagndézou GBM mimoriadne nizka. Pri
diagnostikovanom GBM je priemerna miera prezitia 8 az
15 mesiacov (Anjum etal, 2017). Napriek niekolkym
medzinarodnym snaham je liecba GBM stale najnarocnej-
Sou ulohou v klinickej onkoldgii. Pocas posledného desat-
rocia sa skimalo mnozZstvo réznych sposobov liecby s vel-
mi obmedzenym Uspechom. Hlavné vyzvy v terapii GBM
suvisia s lokalizaciou ochorenia a jeho komplexnou a he-
terogénnou bioldgiou. Progndza pacientov s GBM je stale
deprimujuca aj napriek postupnym pokrokom v chirurgic-
kych pristupoch, radioterapii a adjuvantnej chemoterapii.
Na zlepSenie prezZitia a kvality Zivota pacientov je vSak
potrebné vyraznejSie tempo na dosiahnutie analogickych
vysledkov s tymi, ktoré sa vyskytuju pri niektorych inych
druhoch rakoviny (Hanif etal., 2017).

Metabolomika ako ,omicka” veda poskytuje funkcné
udaje o bunkovej aktivite, ktoré vyrazne prispievaju k po-
chopeniu bioldgie rakoviny vratane biolégie mozgovych
nadorov. Metabolity su vysoko informativne ako priamy
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znak biochemickej aktivity, preto sa profilovanie meta-
bolitov stalo slubnym pristupom pre klinickd diagnostiku
a prognostiku (Pandey etal.,, 2017). Objav onkometa-
bolitov (prostrednictvom metabolomiky) bol tiez doplne-
ny objavom mnohych dalSich metabolitov spojenych s ra-
kovinou, ktoré by mohli potencialne slizit ako biomarkery
rakoviny. Patria sem pocetné biomarkery metabolitov na-
chadzajuce sa v sére, plazme, moci, slinach a vzorkach
tkaniv(Wishart etal, 2016).

V oblasti mozgovych nadorov st biomarkery ziskavané
neinvazivnymi alebo minimalne invazivnymi technikami
velmi Ziadané vzhladom na ich potencidlne vyuZitie ako
doplnok preventivnej mediciny alebo na skratenie obdo-
bia medzi prvymi neSpecifickymi priznakmi a kone¢nou
diagndézou (Pienkowski etal, 2022).

V nasdej Studii sa ukdzala ako najviac signifikantnd sku-
pina metabolitov — acylkarnitiny (ACs), ktoré dominuju
pri porovnavani jedincov bez ohladu na pohlavie, ale aj
pri porovnani experimentalnych skupin s ohfadom na po-
hlavie. V oboch pohlaviach, ale aj v skupine jedincov bez
ohladu na pohlavie, ide o zvySenie koncentracie v skupi-
nach s GBM oproti zdravym intaktnym jedincom. Medzi
najvyznamnejsie ACs mdzeme zaradit C5 (izovalerylkarni-
tin/valerylkarnitin), C3 (proprionylkarnitin), CO (karnitin),
C4 (butyryl/ izobutylkarnitin), C2 (acetylkarnitin), C5-OH
(C3-DC-M) (hydroxyizovalerylkarnitin), C6 (C4:1-DC) (he-
xanoylkarnitin), ¢i C3-DC (C4-OH) (hydroxybutyrylkarni-
tin). Uvedené ACs patria medzi ACs s kratkym retazcom
(C3-C5) a stredne dlhym retazcom (C6).

Bjorkblom, B. akol. vykonali komplexnu analyzu
metabolomického profilovania metabolitov odvodenych
z nadorového tkaniva, kde detegovali 224 gliovych na-
dorov resekovanych dospelym pacientom vo veku 25 az
84 rokov. Zo vietkych gliovych nadorov predstavoval GBM
az 72,3 %. Tato studia ukazala, Ze najzretelnejsie boli niz-
ke hladiny Sirokého spektra ACs najdené v mutovanom
astrocytdme v porovnani s mutovanym oligodendroglio-
mom a GBM, kde boli hladiny ACs vysoké (Bjorkblom
et al., 2022). ACs st povaZované za kli¢ovu skupinu meta-
bolitov, v ktorej dochadza k naruseniu metabolickych drah
vGBM (Gilard etal., 2021). Primarnou funkciou karni-
tinu v bunkach je metabolizmus mastnych kyselin. Estery
AC su transportované do mitochondrii na naslednu oxida-
ciu mastnych kyselin a produkciu energie. Pri rychlom ras-
te nadoru a zlyhani spravneho zasobovania krvou chyba
nadorovym bunkdm dostatok kyslika pre metabolizmus




energetickych zdrojov. V glykolytickej drahe sa cytosolic-
kd glukéza normdlne premiefia na pyruvat v aerébnych
podmienkach a laktat, ked' je nedostatok kyslika. Hoci sa
glukdza povazuje za primarny zdroj energie pre normalny
mozog dospelych, modelové sStudie ukazali, Ze hypoxické
prostredie podnecuje nadorové bunky k syntéze mast-
nych kyselin a k vyuzivaniu oxidacie mastnych kyselin ako
primarneho zdroja energie (Bjorkblom etal., 2022).

StudiaRandall, E. C. a kol. ukdzala zvy$ené hladiny
ACs na okraji nddoru v porovnani s jadrom nadoru, ako aj
na rozhrani medzi nddorom a normalnym tkanivom a nie
na okraji nddoru susediaceho s vonkajsim okrajom mozgu.
Toto zistenie naznacuje, Ze GBM bunky v jadre a na pro-
liferujicom okraji nadoru podliehaju réznym Udrovniam
metabolizmu mastnych kyselin, ¢o vedie k intratumorovej
metabolickej heterogenite (Randall etal., 2020).

Y u, D. akol. vykonali studiu, v ktorej odoberali po-
¢as operacie tkanivda mozgového nadoru u 76 pacientov.
Uskutocneny vyskum bol zamerany na metabolické zme-
ny suvisiace s roznymi stupfiami glidmov na pochopenie
molekularneho mechanizmu progresie gliomu. Detegovali
Styri ACs s kratkym retazcom, ktoré boli vyznamne zvysené
v glidmovom tkanive stupna Ill/IV v porovnani s tkanivami
glidmu stupna 11, konkrétne islo o acetyl-(C2-), propionyl-
(C3-), butyryl-(C4-) a hexanoylkarnitin (C6-). Je dobre zna-
me, ze ACs uzko suvisia s metabolizmom BCAA a oxidaciou
mastnych kyselin, pricom pri f-oxidacii mastnych kyselin
s kratkym retazcom zohrava klticovu Ulohu aj séria acylko-
enzym A (CoA) dehydrogenaz. Ide o dehydrogenazy, ktoré
sa Specificky zameriavajui na butanoyl-CoA (C4-CoA) a he-
xanoyl-CoA (C6-CoA). V tkanivach gliomu vysokého stup-
na boli zistené zvySené C4- a C6-, avSak hladiny ich dehyd-
rogenaz boli znizené. Tato Studia naznacuje, Ze viac ACs
s kratkym retazcom su silne spojené s progresiou gliomu
a dalej ovplyvnuju preZitie pacientov s gliomom, ¢o méze
byt klicovy ciel lie¢by gliomu a hodnotenia progndzy
(Yu etal., 2020).

Na definovanie Specifickych metabolickych progra-
mov, ktoré prispievaju ku gliomagenéze vykonali metabo-
lomické profilovanie nadorov a bunkovych linii vo svojej
studii aj Kant,S. a kol. (2020). Skumali profil astrocyto-
mu nizkeho stupna (LGA) a GBM, kde vsetky identifiko-
vané ACs boli zvySené v GBM v porovnani s LGA, pricom
niektoré vykazovali viac ako 20-ndsobné zvysenie. Pri pod-
robnejSom skimani GBM pozorovali zna¢nu heterogenitu
a zaroven preukazali dva fenotypy, ktoré definovali ako
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AC ,vysoky” a ,nizky“. Tieto fenotypy vykazovali rozdiely
aj pri vykonani analyz s pouzitim RNA (profilovania géno-
vej expresie v mezenchymalnych bunkach) a DNA (mu-
taciou izocitratdehydrogenazy — IDH1 a metyldciou pro-
motora O-6-metylguanin-DNA metyltransferazy) (Kant
et al., 2020).

Okrem zvysenej koncentracie ACs s kratkym resp.
stredne dlhym retazcom pozorujeme v nasej studii aj zvy-
sené mnozstvo karnitinu. Bogusiewicz, J. a kol. porovna-
vali vzorky rakoviny s réznym stupfiom. Ich Studia ukazala,
Ze hladina karnitinu bola vyznamne vyssia v gliomoch vy-
sokého stupna (HGG) v porovnanis glidmami nizkeho stup-
na (LGG). Karnitin je neoddelitelnou sucastou spravneho
fungovania enzymov (CPT-1, CPT-2, CACT), ktoré sa podie-
laju na transporte mastnych kyselin s dlhym retazcom cez
vnutornud mitochondridlnu membranu. Tento metabolit
sa teda povaZuje za rozhodujuci regulator karnitinového
kyvadlového systému. Hrd doélezitu ulohu pri plasticite
rakoviny a umozZnuje splnenie metabolickych poZiadaviek
proliferujucich nadorovych buniek aj v nepriaznivych pod-
mienkach (Bogusiewicz etal, 2021).

Pohlavné dimorfné mechanizmy maju velky vplyv na
bioldgiu rakoviny a génovu expresiu v mozgovych na-
doroch, ako je GBM. Hoci su v GBM dobre opisané ucin-
ky Specifické pre pohlavie v incidencii, fenotype choroby
a vysledku, je k dispozicii len malo poznatkov na rozliSenie
muzskych a Zenskych pacientov s GBM na molekuldrnej
urovni (Carrano etal., 2021). V naSsom experimente
pri porovnavani experimentalnych skupin samic a sam-
cov tvoria najvacsiu skupinu signifikantnych metabolitov
ACs, u ktorych doslo k zvySeniu koncentracie. Medzi
vyznamné metabolity, u ktorych koncentracia naopak
klesla patri Met-SO, ktory patri do skupiny biogénnych
aminov. Pokles pozorujeme v skupine samic s GBM, ale
aj v skupine s GBM pri porovnani jedincov bez ohladu
na pohlavie, a teda Met-SO mdze vystupovat ako poten-
cialny biomarker.

Met-SO je hlavnym produktom oxidacie metioninu
(Met), ktory je vysoko citlivy na oxidaciu prostrednictvom
reaktivnych foriem kyslika. Oxidacia proteinov sa povazu-
je za jeden z hlavnych mechanizmov, ktorym je oxidacny
stres integrovany do drah bunkovej signalnej transdukcie.
Vo velkej miere sa uvadza, Ze oxidacny stres sa podiela na
progresii réznych ludskych chor6b vratane rakoviny, neuro-
degenerativnych poruch a cukrovky (Garcia-Garcia
et al., 2012). Met je esencidlna aminokyselina, ktord sa
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podiela na niekolkych kritickych metabolickych proce-
soch (Lee, Gladysheyv, 2011). Normalne bunky sa
mnoZia in vitro v pritomnosti homocysteinu, metabolic-
kého prekurzora metioninu, zatial ¢o mnohé rakovinové
bunkové linie to nedokazali. Pozorovanie tejto zavislos-
ti na metionine predstavuje biochemicky rozdiel medzi
normalnymi a malignymi bunkami (Sowers,Sowers,
2022). Nawashiro, H. akol. preukdzali vysokiu ex-
presiu aminokyselinového transportéra, a tym zvySeny
transport metioninu do glidmovych buniek, ¢o naznacuje
mechanizmus reakcie na defekty v intracelularnej syntéze
metioninu (Nawashiro etal, 2005). Wang, Z. a kol.
vo svojej Studii zistili vysoku aktivitu metioninového cyk-
lu ¢o spbsobuje, Ze spotreba metioninu daleko prevysuje
jeho regeneraciu, ¢o vedie k navyku na exogénny metio-
nin (Wang etal, 2019). Je pravdepodobné, Ze viaceré
faktory v nadorovych bunkach sa kombinuju a vytvaraju
zavislost od exogénneho metioninu a relativny prispevok
tychto faktorov by sa mohol [isit od jednej bunky k druhej
a silne zavisiet od podmienok v mikroprostredi nadoru
(Sowers, Sowers, 2022). Bol zisteny priamy vztah
medzi oxidatnym stresom a rakovinou (Martinez
et al., 2017). Nadorové bunky st vo vseobecnosti zavislé
od metioninu v dbsledku povahy ich nepretrzitej proli-
feracie. Wang, L. akol. vo svojej studii vytvorili bunky
tolerantné voci metioninu, aby Studovali odpoved gliému
na prostredie s obmedzenym metioninom, pricom zistili,
ze doslo k zniZeniu proliferacie nddorovych buniek pri ne-
dostatku metioninu (W an g etal., 2021).

Fukagawa, N. K. akol. Studovali rozdiely suvisia-
ce s pohlavim v kinetike metioninového cyklu. Ide o prvu
studiu, ktord uvadza a kvantifikuje rozdiely v rychlosti re-
metylacie homocysteinu medzi muZmi a zenami. Studie sa
zUcastnilo 11 muZov a 11 Zien, pricom zistili podobné kon-
centracie homocysteinu nalacno. Po peroralnom podani
metioninu boli miery remetyldcie a transmetylacie vyssie
u Zien ako u muzov. Uvedené zistenia pripisuju rozdielom,
ktoré suvisia s pohlavim v metionin syntaze (5-metyltet-
rahydrofolat-homocystein metyltransferaza) alebo betain
homocystein metyltransferdazovej drahe alebo v oboch
uvedenych metabolickych krokoch (Fukagawa etal.,
2000). Posudenie ulohy akumuldcie a metabolizmu Met
pri zvySenej citlivosti muzskych hepatocytov na toxici-
tu Met v porovnani so Zenskymi hepatocytmi vykonali
ajDever a Elfarra. Ich stadia preukazala vyssie cel-
kové hladiny Met v muiskych hepatocytoch ako v Zen-
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skych, ¢o moéze naznacovat zvysSenu citlivost muZskych
hepatocytov na toxicitu Met (Dever, Elfarra, 2009).
V nasej studii sme detegovali Met-SO ako signifikantny
metabolit, avSak v zniZzenych koncentracidch v skupinach
s GBM oproti zdravym jedincom. Mnohé Studie popisuju
zavislost nadorovych buniek od metioninu. Met-SO méze
byt redukovany spitne na Met (Lee, Gladyshey,
2011), a teda vyznamne zniZena koncentracia Met-SO
moZe signalizovat zvySenu spotrebu Met nadorovymi
bunkami, aj napriek tomu, Ze samotny Met nepatri medzi
vyznamné metabolity nasho experimentu.

Zhao, H. akol. vykonali metabolomické profilovanie
vzoriek plazmy od pacientov s gliémom a ziskali pat meta-
bolitov, arginin, uracil, laktat, cysteamin a ornitin, ktorych
hladiny sa medzi pacientmi s LGG a HGG vyznamne lisili.
Hladiny argininu boli vysSie v LGG ako v HGG. Viaceré stu-
die naznacuju, Ze zvySena zavislost od exogénneho argini-
nu je typicka pre mnohé maligne nadorové bunky in vitro
aj in vivo. Tieto zistenia naznacuju vyznamné zmeny v dra-
hach suvisiacich s metabolizmom aminokyselin (Zhao
et al,, 2016). V nasej studii sa ukazal arginin ako vyznam-
ny metabolit, ktorého koncentrdacia v skupinach jedincov
s GBM bez ohladu na pohlavie, ako aj v skupine samcich
jedincov s GBM klesla.

Ciefom mnohych $tadii v sucasnosti je detegovat vy-
znamné metabolity, ktoré by obsiahli funkciu biomarke-
rov, a tym poskytli priaznivejSiu predpoved pre pacientov
nielen s rakovinou mozgu, ale aj inymi typmi rakoviny.
Je dobre zname, zZe nadorové bunky su charakterizované
metabolickym preprogramovanim a agresivnym postu-
pom, preto je nevyhnutné urcit spravne medicinske po-

stupy na zlepSenie Zivota pacientov.

ZAVER

V tejto studii boli analyzované krvné séra experimen-
talnych zvierat po chemicky indukovanom nadore mozgu.
Vytvorili sa experimentalne skupiny, ktoré sa nasledne
vyhodnocovali pomocou Statistickych multivariacnych
metdd ako je PCA analyza, PLS-DA analyza alebo t-test.
Hlavnym cielom tejto prace bolo vytipovat najddlezitejsie
metabolity zmenené v studovanych mozgovych ochore-
niach so zameranim sa na aminokyseliny, biogénne ami-
ny a acylkarnitiny. Statistickou analyzou 81 metabolitov
boli porovnavané skupiny zdravych intaktnych jedincov




so skupinami jedincov s indukovanym glioblastémom,
¢i uz s ohladom alebo bez ohladu na pohlavie. Pri nedife-
rencovanom rode bolo detegovanych 15 signifikantnych
metabolitov, kde najvacsiu skupinu tvorili acylkarnitiny
s kratkym resp. stredne dlhym retazcom, ktorych kon-
centrdcie boli zvysené v skupinach s vyvolanym nadorom
mozgu. Tie patrili medzi Statisticky vyznamné aj pri po-
rovnavani samcich a samicich experimentalnych skupin,
¢o naznacuje, Ze nadorové bunky v hypoxickom prostredi
su podnecované k vyuZitiu ako primarneho zdroja energie
oxidaciu mastnych kyselin.

Ako dalsi signifikantne vyznamny metabolit sa ukazal
metionin-sulfoxid (Met-SO), ktorého koncentracia oproti
acylkarnitinom klesla v skupindch jedincov s vyvolanym
nadorom mozgu. Viaceré studie dokazali zavislost na-
dorovych buniek na metionine. Ten sa v oxidachom stre-
se oxiduje na Met-SO, ktory moze byt spdtne redukovany
na metionin. KedZe doslo k zniZeniu koncentracie Met-SO
predpokladdame spatnu reakciu v prospech metioninu pre
potreby proliferacie nadorovych buniek.

Nasou Studiou sme vytipovali Statisticky najvyznam-
nejSie metabolity, no napriek velkej pozornosti réznych
vyskumov je dolezité realizovat dalSie experimenty, ktoré
by uvedené metabolity, ako potencidlne biomarkery, po-
tvrdili resp. vyvratili. VyuZitie biomarkerov v praxi, ¢i uz
pri v€asnej diagnostike alebo pri samotnych lieCebnych
postupoch, predstavuje zakladny pilier metabolomiky na
ur€enie ucinnosti lekdrskych zasahov pri rakovine.
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