
Z laboratória do klinickej praxe II
„Molekulové mechanizmy pri rozvoji malígnych chorôb a metódy ich detekcie“

Martin 2018

UNIVERZITA KOMENSKÉHO V BRATISLAVE
JESSENIOVA LEKÁRSKA FAKULTA V MARTINE

Ústav lekárskej biochémie



 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

„Tento zborník prác vznikol vďaka podpore v rámci operačného programu Výskum a 

vývoj pre projekt: VYTVORENIE NOVÉHO DIAGNOSTICKÉHO ALGORITMU PRI 

VYBRANÝCH NÁDOROVÝCH OCHORENIACH, ITMS kód projektu: 26220220022, 

spolufinancovaný zo zdrojov Európskeho fondu regionálneho rozvoja 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

„Podporujeme výskumné aktivity na Slovensku/Projekt je spolufinancovaný zo zdrojov EÚ“ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Z laboratória do klinickej praxe II 

(Molekulové mechanizmy pri rozvoji malígnych chorôb a metódy ich detekcie) 

Recenzovaný zborník prác - neperiodická publikácia 

 

 

Zostavovatelia:   doc. RNDr. Jozef HATOK, PhD. 

    prof. RNDr. Peter RAČAY, PhD. 

 

Recenzenti:   doc. RNDr. Ľudovít MUŠÁK, PhD. 

doc. RNDr. Miroslava RABAJDOVÁ, PhD. 
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Súčasnosť a budúcnosť liečby malígnych ochorení cielenej na charakteristické črty malígnych buniek 

(P. Račay) ..............................................................................................................................73 

Prehľad vybraných molekulárnych prognostických biomarkerov glioblastoma multiforme (M. Slašťan)

 .............................................................................................................................................79 

Prehľad vybraných prognostických biomarkerov zobrazovacích vyšetrení u glioblastoma multiforme 
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Abstrakt 

Multiformný glioblastóm predstavuje smrteľne rizikovú chorobu, ktorú aj napriek pokrokom vývoja 

nových diagnostických inovácií a cielených terapií nie sme schopní úplne vyliečiť, resp. zvyšovať 

percento úspešnosti. Tento pochmúrny výsledok je väčšinou spájaný s komplexnosťou choroby, ako je 

individuálna heterogenita a výskyt niekoľko násobných genetických nestabilít. Pochopenie molekulovej 

podstaty glioblastómov môže zlepšiť skorú diagnostiku, prognózu a terapeutickú predpoveď. Navyše, 

súčasné technologické vymoženosti na úrovni genomiky, epigenetiky, transkriptomiky či proteomiky 

pomáhajú k definovaniu prognostických a prediktívnych markerov. Na niektorých biomarkerov už bola 

dokonca realizovaná laboratórna validácia a sú použiteľné pre klinickú aplikáciu. V tomto príspevku 

diskutujeme o signalizačných molekulách glioblastómového procesu a súčasných výhodách 

molekulových analýz s možnosťou využitia v personalizovanom medicínskom prístupe. 
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Úvod 

Glioblastóm (GBM) je najfrekventovanejším typom primárnych nádorov centrálneho nervového systému 

u dospelého človeka. Dostatočná prognóza nádoru tohto typu ani napriek rozvoju inovatívnych 

diagnostických stratégii a nových terapií však výraznejšie nepokročila. Komplexná a náročne 

reprodukovateľná diagnóza spolu s neschopnosťou určiť presnejšiu odpoveď na citlivosť voči 

chemoterapeutickým režimom, ako aj neoptimálna biologická dostupnosť CNS, prispievajú k 

nedostačujúcej prognóze pacientov s glioblastómom [1]. Preto pochopenie molekulárnych 

mechanizmov podložených na pozadí agresívneho správania GBM buniek môže viesť k 

personalizovanému prístupu, adekvátnejším terapiám a lepšie dosiahnuteľným výsledkom. Samotná 

progresia nádorového ochorenia je podporovaná somatickou evolúciou, čo je proces hromadenia 

mutácií, ktorý spôsobuje odchýlku genómu nádorovej bunky od zdravej bunky. Niektoré druhy malignít, 

napríklad karcinóm hrubého čreva majú špecifické a konkrétne definované zmeny, ktoré predchádzajú 

jeho vývoju. Pre vývoj glioblastómu je špecifický výskyt rozdielnych genetických a molekulových aberácií 

v rámci hlavných signalizačných dráh. V ostatných rokoch sa však rozšírili opodstatnené informácie, 

dokazujúce, že nádory sa vytvárajú z rôznorodých zoskupení malígnych buniek, ktoré okrem typických 

základných genetických anomálií zahŕňajú aj špecifické genetické zmeny [2]. Spomínaná nádorová 

rôznorodosť pramení z charakterizovaných genetických nestálostí a vo zvýšení rýchlosti vzniku mutácií, 

ktoré sprevádzajú všetky novovzniknuté neoplázie. Glioblastómy sú letálne, nakoľko sa rozsiahlo 

rozptyľujú cez mozgový parenchým, čo bráni maximálnej chirurgickej resekcii, a taktiež pre ich 

charakteristickú vysokú vaskularizáciu. Potreba cielenej liečby na inhibíciu migrácie, angiogenézy a 

potlačenie transportu buniek je pre daný typ nádoru veľmi žiadaná. Neexistujú dedičné črty, ktoré by 

predisponovali vzniku glioblastómu, všetky charakterizované genetické zmeny sú somatické a získané. 

V tejto práci chceme poukázať na najčastejšie ovplyvnené signalizačné dráhy daného malígneho typu 

a ich možnosti využitia v personalizovanom medicínskom prístupe. 

   

PATOGENÉZA  GLIOBLASTÓMOV  

Dráhy onkogenézy  

Najčastejšiu zmenu podstupuje signálna dráha receptorov tyrozín kináz (RTK) [3]. Dané receptory sú 

lokalizované na povrchu bunky, kde viažu rastové faktory (RF). Väzba rastových faktorov je vo forme 

cross-link prepojení, čím indukuje dimerizáciu dvoch priľahlých receptorov s následným konformačným 

posunom. Tento presun aktivuje kinázovú funkciu  RTK, s využitím krížovej fosforylácie tyrozínových 

zvyškov v príprave na nadväzujúce signalizačné kaskády (obr. 1). Receptory epidermálneho rastového 

faktora (EGFR) signalizujú funkcie ohľadom proliferácie, migrácie, diferenciácie a prežívania všetkých 

typov buniek centrálneho nervového systému [4]. V GBM bunkách môže byť signalizácia EGFR 

aktivovaná na základe zvýšenej expresie receptora alebo jeho ligandu, amplifikácie EGFR lokusu, 

a/alebo mutácie receptora. Je dôležité poznamenať, že akákoľvek kombinácia týchto zmien môže 

koexistovať v rámci jedného nádoru. Onkogénne vlastnosti EGFR sú spojené s aktiváciou a 

nekontrolovateľným rastom fosforylačnej aktivity. Väčšina glioblastómov, ktoré majú zvýšenú aktivitu 

EGFR majú taktiež aj mutáciu génu EGFR. Najčastejšia mutácia je v EGFRvIII, ktorá korešponduje so 

stratou exónov 2-7, čo vedie k vyradeniu 267 aminokyselín v extracellulárnej doméne s následnou 

tvorbou samostatne a konštitučne aktívneho liganda. Táto mutácia nie je nikdy pozorovaná v zdravých 

tkanivách, ani v sekundárnych glioblastómoch [5]. 
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Obrázok 1: Genetické zmeny v kľúčových dráhach glioblastómu. Mutácie, delécie a amplifikácie pre 

jednotlivé dráhy: RTK/RAS/PI3K; RB a p53. Zelené boxy indikujú aktiváciu mutácií a amplifikácií. 

Červené boxy predstavujú neaktívne alterácie ako sú mutácie a delécie [Upravené podľa zdroja 6]. 

 

Ďalšie časté zmeny signálov pri glioblastómových nádoroch patria dráhe Ras (G-proteíny; malé 

guanozín trifosfátové hydrolázy). Zvýšenie aktivity Ras dráhy je pozorované u takmer všetkých typov 

gliómových tumorov, i keď mutácie Ras nie sú veľmi bežné [7]. Dané zvýšené hladiny (pri absencii 

mutácií Ras) môžu byť pripisované nárastu aktivácií regulačných faktorov, akým je aj EGFR (obr. 1). 

Ras je  proteín viažuci guanozín (G proteín), ktorý cyklicky prechádza z neaktívnej formy (viazaný na 

GDP) na aktívnu (viazaný na GTP). Aktívny Ras (Ras-GTP) podporuje progresiu v rámci bunkového 

cyklu, prežitia a migrácie cez kaskádu deregulačných efektorov.  

Dráha fosfatidylinozitol-4,5-difosfát 3-kináza/fosfatázy a Tenzínového homológa/serín treonínovej 

kinázy Akt (PI3K/PTEN/Akt) je taktiež spúšťaná interakciami receptora RF (obr. 1). Po aktivácii 

spomínaného receptora je PI3K vtiahnutá do bunkovej membrány, čo vyúsťuje do generácie 

sekundárnych poslov fosfatidylinozitol (3,4,5)-trisfosfátu (PIP3). Inhibujúcim efektorom PIP3 je Akt, čoho 

výsledkom je bunková proliferácia a zábrana apoptózy. PTEN sa bežne prejavuje ako negatívny 

regulátor PI3K a ukončuje signál PIP3. V GBM, funkcia PTEN ako tumorového supresora je často 

inaktivovaná stratou heterozygozity, alebo mutáciou-indukovanej konštitutívnej aktivácii PI3K, ktorá 

vytvára zvýšenú dostupnosť PI3K [8]. 

Dráha regulujúca génom retinoblastómu (RB) zohráva kľúčovú úlohu pri bunkovom cykle. V bunkách, 

ktoré sú nečinné alebo neproliferujúce je proteín RB hypo-fosforylovaný a aktívne sa viaže na 

transkripčný faktor E2F. Väzba RB na E2F zabraňuje transkripcii génov, ktoré sú potrebné pre mitózu 

a bunkový cyklus je tak zastavený v kontrolnom bode G1/S. V proliferujúcich bunkách, RF indukujú 

tvorbu cyklín D1 a aktivujú kinázovo-cyklínové komplexy (CDK). Aktívne CDK komplexy fosforylujú RB, 
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čo má za následok uvoľnenie E2F. Voľný E2F indukuje transkripcie génov, ktoré podporujú DNA syntézu 

a tým spúšťajú bunkovú proliferáciu. Negatívna regulácia RB dráhy môže byť dosiahnutá cyklín-

závislých kinázových inhibítorov (CDKN). Niektoré GBM bunky môžu potláčať túto negatívnu reguláciu 

vďaka metylácii RB promótora a utlmeniu génu. Zmena RB dráhy vedie k závažným nerovnováham v 

bunkovom cykle (obr. 1) [9].  

Dráha tumor supresorového génu TP53 má výraznú úlohu pri kontrole bunkového cyklu, odpovedi DNA 

na poruchy, smrti bunky a bunkovej diferenciácie. Pri poškodení DNA je bunka stresovaná a aktivuje sa 

dráha TP53. Aby časom mohlo dôjsť k oprave DNA, TP53 zvyšuje transkripciu p21, patriaci k CDKN, 

ktorý viaže cyklín-závislé proteíny a inhibuje ich funkcie aby sa zastavila progresia bunkového cyklu cez 

G1 fázu. Ak sa vyskytne viac poškodení, ktoré by sa nestíhali napraviť, TP53 vyvolá smrť bunky, čím 

sa predíde rozdeleniu buniek obsahujúcich mutovanú alebo poškodenú DNA. TP53 indukuje 

transkripciu  (E3 ubiquitín-protein ligáza) MDM2, čo je proto-onkogén, ktorý vedie k degradácii TP53 a 

prevencii opravy DNA. Na to, aby sa udržiavala aktivita TP53, CDKN2A-p14ARF  deaktivuje MDM2 

procesom degradácie. MDM4 (regulátor TP53), môže deaktivovať TP53 cez viazanie transkripčnej 

aktivačnej domény [10]. V ľudských gliómoch sú TP53 mutácie často nesprávne zamieňané mutácie, 

ktoré cielia na exóny nevyhnutné pre viazanie DNA. Ostatné alternácie prítomné v GBMs sú MDM2 i 

MDM4 amplifikácia a vyradenie CDKN2A-p14ARF, obr. 1 [11].  

V súčasnosti nie je definovaný sled udalostí, ktorý by definitívne viedol k vývoju GBM. Avšak, akákoľvek 

kombinácia zmien v spomínaných signálnych dráhach môže prispieť k vzniku GBM.  

   

Intratumorová heterogenita 

Intratumorová heterogenita (IH) je definovaná ako prítomnosť viacerých odlišných bunkových 

subpopulácii v rámci jedného nádoru u jedného pacienta [12]. Rôznorodosť tumoru dovoľuje nádorovým 

bunkám odpovedať na selektívne nátlaky a takto prispievať k ich agresivite, rastu a zlyhaniu terapie 

[13]. Táto heterogenita predstavuje výzvu pre dizajnovanie nových a efektívnych liekov. V súčasnosti 

existujú dva navrhované mechanizmy vývoja IH: (i) schopnosť seba obnovy nádorových kmeňových 

buniek a (ii) samotný klonálny vývoj, ktorý dokáže zvýšiť genetickú rozmanitosť v rámci postihnutých 

tkanív [14]. Intratumorová heterogenita je priestorovo definovaná od jadra nádoru po jeho okraj. Jadro 

GBM nádoru je lokalita s vysokou proliferáciou a zápalom, pričom pozostáva zo zóny nekrózy, ktorá je 

obklopená nádorovou masou (obr. 2). Okraj medzi nádorovým tkanivom a mozgovým parenchýmom sa 

nazýva rozhranie. Hustota nádorových buniek klesá vzhľadom ku vzdialenosti od jadra, kde je najvyššia 

[15]. Najvzdialenejšia plocha je periférna mozgová zóna (PMZ), ktorá sa skladá hlavne z mozgového 

parenchymálneho tkaniva s izolovanými infiltrátmi. Tieto izolované infiltráty rozptýlené medzi 

normálnymi mozgovými tkanivami v PMZ nám pomáhajú pochopiť, prečo absolútna chirurgická resekcia 

nie je možná a rekurencia je takmer neodvratná. Viaceré štúdie dokazujú, že biopsie odobrané z jadra 

a povrchových zón mali oveľa vyššie úrovne genomických zmien v porovnaní s biopsiami tkanív PMZ, 

čo dokazuje, že zmeny na génovej úrovni sú závislé od lokality nádoru. Tieto výsledky sú jasným 

ukazovateľom toho, že nádorové fragmenty pochádzajúce od jedného pacienta môžu byť klasifikované 

do rôznych molekulových podtypov [16]. Recidívy nádoru v primárnom mieste alebo v okolitom 

mozgovom parenchýme sa vyskytujú často aj napriek novým terapiám a zákrokom. Tieto difúzne a 

invazívne vlastnosti sú podobné aj pri astrocytómovom type, nakoľko je spojený s migráciou gliómových  

kmeňových buniek [17]. 
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Obrázok 2: Schéma procesu šírenia 

glioblastómu 

Rovnako ako glioblastómové kmeňové bunky 

(GSC), aj diferencované bunky GBM môžu 

podstúpiť epiteliálno-mezenchymálnemu 

prechodu (EMT) za účelom napadnutia 

mozgového parenchým. Tento proces je 

regulovaný rôznymi transkripčnými faktormi, 

akými sú: faktory zinkového prsta ZEB a SNAIL, 

Twist proteín, alebo nukleárny faktor κB (NF- κB);  

ktoré sa aktivujú počas zápalových, nekrotických 

a hypoxických podmienok [a, b]. Výsledkom toho  

je získanie mezenchymálnych vlastností buniek 

a expresia degradačných enzýmov 

extracelulárneho matrixu (najviac 

metaloproteinázy-9, MMP-9) s cieľom podpory 

nádorovej invázie [c]. Nádorové krvné cievy sú 

zvyčajne neúplné a netesné, preto je podporená 

intra/extravazácia, čiže prienik nádorových buniek 

do lúmenu krvných a lymfatických ciev 

s následným uchytením v mikrovaskulatúre 

receptívnych orgánov [d]. Za patologických 

podmienok, je hematoencefalická bariéra často 

narušená, čo umožňuje GBM bunkám ľahší 

prechod do krvného riečiska [d]. Keď sú nádorové 

bunky rozšírené od svojho miesta vzniku, môžu sa 

stať pokojnými alebo začať proces 

metastázovania. Táto rovnováha je citlivo 

regulovaná environmentálnymi podmienkami 

a ďalšími faktormi (BMP7 alebo TGFβ2), ktoré 

navodia bunke spánkový režim alebo naštartujú 

vznik metastáz [e], upravené podľa zdroja [15]. 

 

KLASIFIKÁCIA GLIOBLASTÓMU NA ZÁKLADE GENETICKÝCH UKAZOVATEĽOV 

Genomické abnormality primárneho a sekundárneho GBM 

Väčšinu GBM predstavujú primárne nádory, ktoré vznikli bez predchádzajúceho ochorenia. Primárne 

GBM sú agresívne, veľmi invazívne nádory, ktoré sa zväčša vyskytujú u starších ľudí. Sekundárne GBM 

sú oveľa menej bežné a vyskytujú sa hlavne u ľudí mladších ako 45 rokov. Sekundárne GBM vznikajú 

z low-grade astrocytómov a majú zväčša lepšiu prognózu. Primárne a sekundárne GBM sú histologicky 

neodlíšiteľné, i keď sa vyvíjajú z odlišných genetických podkladov a vyznačujú sa rozdielnymi 

genetickými zmenami (tab. 1), ktoré umožňujú ich rozdelenie [18]. Tieto zmeny, nachádzajúce sa najmä 

v primárnych GBM predstavujú EGFR amplifikácie alebo mutácie, PTEN vyradenie alebo mutácie a 

CDKN2A- p16INK4a delécie. Amplifikácia alebo mutácia EGFR vyúsťuje do konštitučnej aktivity, 

zvýšenia proliferácie a prežitia zmutovaných buniek. PTEN delécie  alebo mutácie sú takmer jedinečné 

pri pokročilých fázach ochorenia u primárnych GBM. CDKN2A-p16INK4a delécie sa môžu nachádzať 

aj pri primárnych, aj pri sekundárnych GBM, i keď sú oveľa častejšie spájané s primárnym GBM. Klinická 

dôležitosť CDKN2A-p16INK4a delécií nie je zatiaľ stanovená. Genetické zmeny bežne prítomné v 
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primárnych GBM zahŕňajú TP53 mutácie a mutácie izocitrát dehydrogenázy 1/2 (IDH1/2) [19]. TP53 

mutácie sú detekovateľné v skorých fázach ochorenia pri sekundárnych GBM. IDH1/2 mutácie sa 

vyskytujú len zriedka pri primárnych GBM, a nedávno boli označené ako zmeny, ktoré sa často vyskytujú 

v low-grade gliómoch a v transfere do sekundárnych GBM. IDH1 mutácie sú považované za 

najdôveryhodnejšie indikátory pri rozlišovaní primárnych a sekundárnych GBM [19]. Zrozumiteľnejší 

zoznam častejšie sa vyskytovaných zmien v primárnych verzus sekundárnych GBM sa nachádza v 

tabuľke 1, i keď tento zoznam nie je ešte stále kompletný. 

 

Tabuľka 1: Najčastejšie sa vyskytujúce mutácie génov pri glioblastómoch [20]. 

 Primárny GBM Sekundárny GBM 

Genetické alterácie EGFR amplifikácia 

CDKN2A-p16INK4a delécia 

LOHa chromozómu 10 

PTEN mutácia 

IDH ½ mutácia 

LOH 22q, 13q, 19q 

TP53 mutácia 

Profil génovo/proteínovej expresie Centrozómom-asociovaný proteín 350 

Enoláza 1 

Fas 

IGFBP2b 

MMP-9c 

Survivin 

Tenaskin-X-prekurzor 

VEGF 

VEGF fms-príbuzný TK 

ADAMTS-19e 

ASCL1f 

S kadherínom súvisiaci tumor 

supresor 

DUOX2g 

ERCC6h 

HNRPA3i 

Strata TIMP-3j 

PDGFR 

TP53 

WNT-11k proteínový prekurzor 

 

Metylácia promótorov -- CDKN2A-p14ARF 

CDKN2A-p16INK4a 

MGMTl 

RB 

TIMP-3 

Skratky: 

aStrata heterozygocity; bInzulín-podobný rastový faktor viažuceho proteínu 2; cMatrix metallopeptidáz 9;  dVaskulárny 

endoteliálny rastový faktor; eDizintegrín a metaloproteináza 19; f“Achaete-Scute Family“ BHLH transkripčný faktor; gDual 

oxidáza 2; hKrížovo-komplementačná skupina excíznej opravy; iJadrový nukleoproteín A3; jTkaninový inhibítor metaloproteináz 

3; kČlen Wnt rodiny 11; lO-6-metylguanín-DNA metyltransferáza. 

 

Klasifikácia na báze genómu, epigenómu a transkriptómu 

Iniciácia a progres GBM sú viazané na genetické a epigenetické aberácie. Na základe jedinečných 

genetických profilov môžu byť GBM rozdelené do štyroch skupín: (i) mezenchymálne; (ii) klasické alebo 

proliferačné; (iii) pre-neurálne a (iv) neurálne. Tieto molekulárne podtypy sú spojené s odlišnými 

priestorovými zónami GBM nádoru. Mezenchymálne GBM majú popri delécie neurofibromínu 1 (NF1) 

aj zvýšenú expresiu mezenchymálnych a astrocytómových markerov. Neurofibromín 1 zvyčajne funguje 

ako negatívny regulátor dráhy Ras. Klasický podtyp sa vyznačuje vysokou úrovňou proliferácie 

asociovanej s EGFR amplifikáciou. Proneutrálny podtyp GBM je prítomný s alteráciami v TP53, 

PDGFRA, PIK3C a IDH1. Tieto GBM sa vyskytujú najmä u mladších pacientov a sú asociované s 

priaznivým výstupom. Neurálne podtypy GBM predstavujú silnú kompozíciu génov, ktoré sa vyskytujú 

vo vývoji a funkcii nervového systému [21]. Mezenchymálne a klasické podtypy sú zväčša spojené s 

agresívnejšími gliómami vyššej úrovne, zatiaľ čo proneurálny podtyp reprezentuje menej agresívne 

gliómy. Aj napriek tomuto faktu sú však mezenchymálne, klasické aj proneurálne podtypy asociované s 

nádorovým tkanivom. Ďalší zhluk nádorov bol nedávno identifikovaný na základe CpG metylačných 

fenotypových ostrovov. Tieto nádory majú viaceré alterácie, DNA metylačné obrazce a transkriptomické 
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profily v porovnaní s ostatnými štyrmi podtypmi GBM a sú priraďované k nádorom s veľmi priaznivým 

terapeutickým výsledkom. 

Proces vzniku glioblastómového postihnutia je charakterizovaný unikátnym setom molekulárnych zmien 

v bunkách a ich mikroprostredím. Je často evidentné, že tieto procesy sa líšia nielen medzi pacientmi, 

ale taktiež medzi podtypmi v rámci jedného nádoru. Tieto rozdiely poukazujú na odlišnosti, ktoré sú 

viditeľné najmä pri vyvíjaní nových cielených liečebných terapií. 

 

GENOMICKÉ POZADIE GLIOBLASTÓMU 

Somatické mutácie 

Somatické aberácie predstavujú mutácie, ktoré nie sú dedičné, čiže môžu vznikať spontánne 

v somatických bunkách v dôsledku chýb vyskytujúcich sa pri replikácii DNA alebo pri expozícii na 

mutagény životného prostredia. Výsledkom týchto mutácií dochádza k bunkovej transformácii  

a nádorovej progresii. Jedným z prístupov k určeniu, ktoré gény sú za pozitívnu selekciu GBM 

zodpovedné paralelné mutácií. Paralelné alebo opakujúce sa mutácie sú identické nukleotidové 

substitúcie, prítomné na rovnakých miestach nádoru u rôznych pacientov. Dané mutácie sú silným 

predpokladom pre pozitívnu selekciu GBM identifikujúcich génov, nakoľko náhodná fixácia rovnakých 

mutácií u odlišných pacientov je vysoko nepravdepodobná [22]. V práci od Lombardiho a Assema 

(2017) je uvedený zoznam signifikantne mutovaných génov, ktoré zohrávajú paralelu pri určovaní GBM, 

pričom najviac frekventovaný výskyt bol zaznamenaný u týchto génov: PTEN, EGFR, TP53, PIK3RI, 

RB a IDH1. Výhodou použitia pararelizmu je identifikovanej selekcie glioblastómového postihnutia aj 

keď celkové počty mutovaných génov nevykazujú štatistickú významnosť [6]. 

Numerické chromozómové aberácie 

Chromozómové aberácie v počte kópií predstavujú somatické zmeny v chromozómovej štruktúre, 

ktorých výsledkom je strata alebo získanie opakujúcich sa sekvencií v DNA. Práve počty variabilných 

kópií medzi somatickými, pohlavnými a nádorovými tkanivami sú rozdielne. Pri GBM môžeme pozorovať 

celkovú alebo čiastkovú stratu chromozómu 9 a 10; polyzómiu na chromozómoch 7, 19 a 20; deléciu 

CDKN2A/B lokusa; a vysokú amplifikáciu EGFR lokusa. Najskôr sa vyskytujúce aberácie pri GBM 

evolúcii sú cielené na chromozómy 7 a 10. Aberácie v iných známych spúšťačoch GBM sa sústreďujú 

do amplifikácie receptora pre doštičkový rastový faktor (PDGFRA), v oblasti Y-box (SOX2), ďalej MDM2 

a MDM4. Spomenuté aberácie sa môžu vyskytnúť v rôznych nádorových fázach [6,16].   

 

Záver 

Personalizovaná terapia založená na OMIC výstupoch predstavuje zhromažďovanie údajov na základe 

genomiky, transkriptomiky, proteomiky a metabolomiky. Vznikla za účelom vytvorenia špecifických 

terapautických prístupov k pacientom pre nastolenie efektívnejšej liečby onkologických chorôb. Avšak 

intratumorová heterogenita utlmuje súčasné snahy o stabilizovaní molekulárnych biomarkerov. Nakoľko 

genetické zmeny nie sú spoločné pre všetky časti tkaniva v rámci toho istého pacienta, preto terapia 

podľa štandardných protokolov nemôže byť účinná, resp. dosahovať podobný efekt u všetkých 

pacientov. Využívajúc OMIC-technológie, je možné predpokladať, že liečba multimorfného glioblastómu 

môže mať rovnaký efekt ako sa v súčasnosti používa liečba HIV choroby. Kde sa po diagnostikovaní 

pacientov vykonáva testovanie rezistencie na špecifický kmeň vírusu. Na základe daných výstupov má 

lekár možnosť kombinovanej terapie z ktorej si vyberie takú aby bola pre jednotlivého pacienta 

najvýhodnejšia.  

Pre úspech liečby GBM by bolo ideálne odobrať resekciu nádoru pred a po liečbe, aby bola 

sekvenovaná a analyzovaná niekoľkými OMIC technológiami, tým by sa navrhol režim cielenej terapie 

a zároveň by sa vyhlo rozvoju rezistencie. Kombinované terapie budú tak predstavovať elimináciu 

toxicity, zabraňovať liekovým interakciám a monitorovať terapeutickú odpoveď. 
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Abstrakt 

Rôzne typy nádorových ochorení sa vyvíjajú jedinečnými spôsobmi vzhľadom na charakteristickú 

senzitivitu  voči podávaným protinádorovým liečivám. Okrem toho je známe, že vo vnútri tumoru existuje 

určitý stupeň bunkovej diverzity, ktorý zahŕňa kmeňové nádorové bunky tzv. tumor-initiating cells (TICs) 

a diferencované bunky -  s mierne odlišnými stupňami diferenciácie. Vo svetle nových súvislostí, že 

mitochondrie zohrávajú dôležitú úlohu pri progresii nádorových ochorení ako aj neuro-muskulárnych 

ochorení, môžeme hovoriť o „mitochondriálnej medicíne“. Porozumieť cielenej mitochondriálnej terapii 

a vyvíjať špecifické mitochondriálne liečivá je základom mitochondriálnej medicíny. Mitochondriálna 

dysfunkcia nádorových buniek môže ponúkať nové možnosti pre ich terapiu. Tieto činidlá môžu 

ovplyvňovať priamo mitochondriálne genetické zmeny, alebo dráhy ako sú glykolýza, oxidatívna 

fosforylácia, metabolizmus glutamínu či aktivácia retrográdnej signalizácie. Nádorové bunky sú schopné 

prispôsobiť svoj bioenergetický profil v závislosti od mikroenvironmentálncyh podmienok a dostupnosti 

živín. Táto metabolická plasticita umožňuje subpopuláciám nádorových buniek prepínať medzi 

glykolýzou a OXPHOS, aby pokryli svoje bioenergetické a biosyntetické potreby. Kombinované 

farmakologické stratégie, ktorých terapia je cielená na mitochondriálne metabolické dráhy by mala byť 

vyžadovaná pre efektívne odstánenie nádorovej masy a sprievodné odstránenie malých subpopulácií 

mitochondriálne – narušených  nádorových buniek, ktoré môžu zapríčiniť chemorezistenciu a relaps 

ochorenia. 

 

Kĺúčové slová: glykolýza, mitochondrie, nádor, oxidatívna fosforylácia,  terapia 

 

 

  



 

 
 

13 

Úvod 

Každý typ nádorového ochorenia sa vyvíja jedinečným spôsobom vzhľadom na charakteristickú 

senzitivitu  voči podávaným protinádorovým liečivám. Okrem toho je známe, že vo vnútri tumoru existuje 

určitý stupeň bunkovej diverzity, ktorý zahŕňa tzv. kmeňové nádorové bunky (TICs – z ang. tumor-

initiating cells alebo CSCs - cancer stem cells) a diferencované bunky -  s mierne odlišnými stupňami 

diferenciácie. Tieto TICs sú v súčasnosti považované za kmeňové nádorové bunky a sú zodpovedné 

za relapsy po terapii práve kvôli ich schopnosti vyvinúť si rezistenciu na chemoterapiu. Bolo zistené, že 

TICs vykazujú nízku bunkovú proliferačnú rýchlosť, vysokú rýchlosť seba-obnovy a majú potenciál 

diferencovať sa  na vysoko proliferačné nádorové bunky. Tiež vykazujú aj rezistenciu voči liečivám 

a/alebo rádioterapii. Heterogenita buniek vnútri tumoru je sprevádzaná aj výraznými zmenami 

v metabolickom profile v závislosti od typu buniek, ktorá môže uľahčiť nádorovej bunke prežívať aj 

zmenených mikroenvironmentálnych podmienkach ako aj počas a po chemoterapii [1]. O. Warburg bol 

prvý, ktorý demonštroval, že nádorové bunky majú pozmenený energetický metabolizmus, t.j. vo vyššej 

miere využívajú glykolytickú dráhu aj za prítomnosti kyslíka. Tento „Warburgow efekt“ je 

charakteristickým znakom nádorových ochorení. Dostupnosť glukózy, glutamínu a kyslíka je v nádore 

priestorovo  rôznorodá  v porovnaní s podmienkami v dobre perfundovaných orgánoch.  Uhlíky 

odvodené od glukózy sú používané na syntézu aminokyselín, mastných  a nukleových kyselín, teda 

podporujú rozvoj nádorového ochorenia. Nádorové bunky, obsahujúce mutácie v dôsledku ktorých je 

narušený citrátový cyklus alebo elektrónový transportný systém (ETS), a teda ATP produkcia je závislá 

na glykolýze, stále potrebujú aktívne mitochondrie na tvorbu metabolitov z glutamínu [2].  

 

Metabolický fenotyp nádorových buniek 

 

Pôvodne sa predpokladalo, že TICs by mali prejavovať metabolický fenotyp pripomínajúci hierarchiu 

zdravého  tkaniva, pričom multipotentné kmeňové bunky sú v podstate glykolytické, zatiaľ čo 

diferencované somatické bunky využívajú primárne oxidatívnu fosforyláciu (OXPHOS) [3]. Podobné 

schémy boli popísané u indukovaných pluripotentných kmeňových buniek (iPS) , kde je 

preprogramovanie spojené so zmenou z OXPHOS na glykolytický program tvorby ATP, ktorý je 

esenciálny  pre úspešné nadobudnutie pluripotentného stavu. Tieto zistenia nepredpokladajú iba to, že 

metabolický fenotyp a vlastnosti kmeňových buniek (stemness)  sú vnútorne prepojené, ale skôr to, že 

metabolický fenotyp v skutočnosti kontroluje vlastnosti kmeňových buniek [1]. Bolo zistené, že aeróbna 

glykolýza je preferovaná u TICs buniek karcinómu prsníka, nasofaryngeálneho a u hepatocelulárneho 

karcinómu [4,5]. Prekvapujúco, u niektorých typov nádorových buniek bolo demonštrované, že 

uprednostňujú zisk energie  oxidatívnou fosforyláciou. To bolo dokázané u buniek karcinómu pľúc, 

CD133+ buniek glioblastómu, pankreatického duktálneho adenokarcinómu a u leukemických 

kmeňových buniek v pokojovom štádiu [6,7]. Okrem glukózy, TICs môžu tiež vytvárať ATP a NADPH 

oxidáciou mastných kyselín (FAO - z ang. fatty acid oxidation) v mitochondriách. Seba-obnova u 

hematopoetických kmeňových bunkiek ako aj pri leukémiu-iniciujúcich buniek sa zdá byť závislá na 

FAO, na metabolickom procese ktorý udržiava tvorbu ATP a prežívanie epiteliálnych nádorových buniek 

po strate pripojenia k matrixu. Preto, inhibícia FAO ponúka prídavnú farmakologickú stratégiu na 

ovplyvnenie mitochondriálneho metabolizmu u TICs [8]. Hoci mechanizmus, ktorý determinuje 

pozorovaný OXPHOS fenotyp nebol zatiaľ úplne charakterizovaný pre všetky spomínané typy nádorov, 

regulačné proteíny mitochondriálnej štruktúry a biogenézy by mohli mať zásadnú úlohu pri udržaní 

vlastností kmeňových buniek [9]. Metabolická premena (prepnutie) na OXPHOS bola preukázaná v 

TICS u týchto typov nádorov rezistentných na inhibíciu glykolýzy. Táto premena by mohla bunkám 

poskytovať väčší stupeň nezávislosti z ohľadu mikroenvironmentálneho prísunu živín. Vlastne, 

OXPHOS dodáva kneňovým nádorovým bunkám vyššiu odolnosť pri nedostatku živín,  a taktiež ich 

metabolizmus klesá na bazálnu úroveň, čo je charakteristické pre mnoho solídnych nádorov. Hoci 

v porovnaní s glykolýzou prebieha OXPHOS zreteľne nižšou rýchlosťou, je to oveľa efektívnejší zdroj 

tvorby energie. Navyše, laktát vylučovaný diferencovanými nádorovými bunkami, ktoré metabolicky 

preferujú glykolýzu, môže ďalej slúžiť ako prídavný substrát  pre oxidatívnu fosforyláciu pri bunkách 

závislých na mitochondriálnom metabolizme, ako sú kmeňové nádorové bunky, vytvárajúc tak 
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metabolický symbiotický systém [10]. Mitochondriálna  funkcia je rozhodujúca pre fenotypy TICs. 

Mitochondrie, slúžiace ako zdroj ATP pre nádorové bunky sa tiež zúčastňujú kontroly rôznych 

signálnych dráh ako sú apoptóza, uvoľňovanie bioaktívnych reaktívnych foriem kyslíka, či produkcia 

metabolitov ako napr. acetyl –CoA [11]. Zdá sa, že zosilnená  mitochondriálna biogenéza je kĺúčový 

faktor pre funkčnosť kmeňových nádorových buniek v oboch metabolických stavoch - glykolytickom aj 

OXPHOS dependentnom [6,9]. 

 

Liečba zameraná na  inhibíciu mitochondriálnych funkcií 

 

Vo svetle nových súvislostí, že mitochondrie zohrávajú dôležitú úlohu pri progresii nádorových ochorení 

ako aj neuro-muskulárnych ochorení, môžeme hovoriť o „mitochondriálnej medicíne“. Porozumieť 

cielenej mitochondriálnej terapii a vyvíjať špecifické mitochondriálne agenty (činidlá, liečivá) je základom 

mitochondriálnej medicíny. Mitochondriálna dysfunkcia nádorových buniek môže ponúkať nové 

možnosti pre protinádorovú terapiu. Mitokány (z ang. mitocans) mitochondriálne cielené protinádorové 

liečivá sú klasifikované na základe miesta pôsobenia. Tieto triedy „mitokánov“ sú cielené na: 1. inhibítory 

hexokinázy;  2. Bcl-2 rodinu bielkovín; 3. tiol-redox inhibítory; 4. VDAC/ANT systém proteínov ; 5. 

elektrónový transportný systém; 6. lipofilné katióny cielené na vnútornú mitochondriálnu membránu; 7. 

citrátový cyklus; 8. ostatné nezaradené [12]. Tieto činidlá môžu ovplyvňovať priamo mitochondriálne 

genetické zmeny, alebo ešte ovplyvňovať dráhy ako sú glykolýza, OXPHOS, metabolizmus glutamínu 

alebo aktiváciu retrográdnej signalizácie. 

 

Terapia cielená na inhibíciu glykolýzy  

Viaceré dôležité enzýmy podieľajúce sa na aeróbnej glykolýze môžu byť využívané pri cielení 

protinádorovej terapie (Obr. 1a). Fasetín, STF-31 a WZB117 sú cielené na glukózový transportér 

GLUT1, teda inhibujú absorpciu glukózy. Ďalším cieleným enzýmom pri protinádorovej terapii je 

Hexokináza II, často nadexprimovaným v malígnych tumoroch, môže byť efektívne inhibovaná 

Lonidaminom a 2-deoxy-D-glukózou. Inhibítory pyruvátdehydrogenázykinázy (PDK), 6-fosfofrukto-1-

kinázy a pyruvátkinázy sú ďalšími miestami modulácie zosilnenej glykolýzy nádorových buniek. Inhibícia 

Warburgovho fenotypu na kritických miestach glykolytickej dráhy by mohla byť účinnou 

chemoterapeutickou stratégiou. Možno uvažovať o cytostatickom/cytotoxickom účinku v dôsledku 

zbavenia nádorových buniek zdrojov, ktoré podporujú ich biosyntetické a energetické potreby [13].  

 

Terapia cielená na metabolizmus glutamínu 

Nádorové bunky sa často spoliehajú na zvýšenú glutaminolýzu, aby pokryli zvýšené požiadavky na 

biosyntetické prekurzory a NADPH, a udržali funkčný Krebsov cyklus. Glutamín je transportovaný do 

buniek cez membránové trasnportéry SLC1A5 a SLC7A2, v mitochondriách je konvertovaný na 

glutamát glutaminázou (GLS). Potom je konvertovaný na medziprodukt Krebsovho cyklu, α-ketoglutarát 

buď glutamátdehydrogenázou (GDH) alebo transaminázami (Obr. 1b). Hladina GLS býva zvýšená 

u rôznych typov nádorov a ukazuje sa, že jej inhibícia znižuje tumorigenézu [14]. Teda inhibícia 

glutamínového transportu je spôsob, akým možno obmedziť glutamínový metabolizmus pri nádorových 

ochoreniach. Doposiaľ je GLS najviac študovaný enzým na cielenú terapiu, kvôli jeho rozhodujúcej 

úlohe v metabolizme glutamínu.  Analógy glutamínu L-DON, azaserín a aktivín testované v preklinických 

a klinických štúdiách vykazovali protinádorovú aktivitu, ale neboli vyvíjané ďalej kvôli ich 

myelosupresívnym, neurotoxickým a gastrotoxickým účinkom [15]. Najlepšie charakterizované 

inhibítory sú Zlúčenina 938 a BPTES. BPTES alostrericky inhibuje GLS stabilizovaním inaktívnej 

tetramérnej formy enzýmu a Zlúčenina 938 sa prednostne viaže na neaktívnu monomérnu formu 

enzýmu a inhibuje konformačné zmeny vedúce k aktívnemu enzýmu. CB-839, BPTES derivát je 

v súčasnosti v 1. fáze klinických štúdií pre solídne a hematologické malignity. Ďalším cieleným miestom 

v terapii je reakcia katalyzovaá GDH. Epigalokatechín, Purpurín a jeho derivát R162 sú  nové, viac 

špecifické GDH inhibítory, ktoré indukujú zvýšenie ROS hladín a inhibujú rast tumoru v nádorových 

xenoimplantátoch [14]. Použitie inhibítorov glutamínového metabolizmu pri kombinovanej chemoterapii, 

môže viesť k redukcii  chemorezistencie niektorých liečiv [13]. 
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Obr. 1: Potenciálne stratégie na liečbu nádorových buniek s mitochondriálnou dysfunkciou, a.liečba nádorových 

buniek s defektmi OXPHOS môže byť cielená inhibítormi glykolytickej dráhy; b. glutamínový metabolizmus môže 

vuyžívaný pri protinádorovej terapii; c. retrográdna signalizácia  aktivovaná mitochondriálnou dysfunkciou môže 

reprezentovať potenciálny terapeutický cieľ; d.Nádorové bunky pri nedostatku glukózy v mikroenvironmente sú 

senzitívne voči CI a CII inhibítorom dýchacieho reťazca; e. Nádorové bunky s heteroplazmatickou patogénnou 

mtDNA  môžu by cielené vysoko špecifickými endonukleázami (prevzatý od [13]). 

 

Terapia cielená na  retrográdnu signalizáciu 

Mitochondriálna dysfunkcia spúšťa singnálnu dráhu  v smere od michochondrie k jadru. Vedie k aktivácii 

transkripčných faktorov, a nakoniec aj k zmenám v expresii bielkovín vedúcich k rezistencii voči 

apoptotickým podnetom a progresii nádorového ochorenia (Obr. 1c). Rezistencia voči apoptotickým 

signálom bola asociovaná so zvýšenými hladinami anti-apoptotickej Bcl-2 rodiny bielkovín,  tie 

prenášajú informácie pomocou interakcií ich BH3 domén. BH3 mimetiká ako sú Gossypol, Navitoclax, 

ABT-737 a α-tokoferyl sukcinát prerušujú tieto interakcie a dovoľujú  Bax a Bak vytvoriť membránové 

kanály iniciujúce apoptózu [12]. Navitoclax je v I/II. fáze klinických štúdií u pacientov s BRAF-mutantným 

melanómom a u metastatických alebo neoperovateľných solídnych nádorov. Ďalej sa v obalsti cielenej 

terapie zameriava na tumor supresorovú bielkovinu BRCA2, ktorá reguluje homológnu rekombináciu 

v DNA reparačných procesoch. Znížená hladina BRCA2 bola demonštrovaná u prostatických a 

prsníkových nádorových buniek s poškodenou mtDNA. Nádorové bunky, ktorým chýba funkčná 

bielkovina sú asi 1000 krát senzitívnejšie voči PARP inhibítorom. V súčasnosti sa skúma v I/II.  fáze 

klinických testov terapeutický potenciál PARP inhibítorov v kombinácii s ďalšími chemoterapeutikami pri 

liečbe zriedkavých rozvinutých nádorov [16]. Kombinácia  PARP inhibítora spolu s inhibítorom Akt je 

v súčasnosti v I.fáze klinických testov u pacientov s rozvinutými solídnymi nádormi [13]. 
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Terapia cielená na mitochondriálne respiračné komplexy 

Nádorové bunky sú schopné prispôsobiť svoj bioenergetický profil v závislosti od 

mikroenvironmentálncyh podmienok a dostupnosti živín. Táto metabolická plasticita umožňuje 

subpopuláciám nádorových buniek prepínať medzi glykolýzou a OXPHOS, aby pokryli svoje 

bioenergetické a biosyntetické potreby a prežili aj chemoterapiu [17]. Nedávny experimentálny dôkaz 

ukázal, že kombinované terapeutické stratégie zacielené na obe - glykolýzu aj mitochondiálnu funkciu - 

môžu byť pre nádorové bunky letálne. Hladina glukózy v nádore je často 3 - 10 násobne nižšia 

v porovnaní so zdravým tkanivom [18]. Stimulácia aktivity dýchacieho reťazca za prítomnosti zníženej 

hladiny glukózy v mikroenvironmente by mohla urobiť glykolytické nádorové bunky senzitívnejšie voči 

OXPHOS inhibítorom (CI a CII inhibítory) (Obr. 1d). Teda chemo-manipulácia obidvoch glykolitickej 

a mitochondriálnej dráhy zároveň, by mohla byť užitočná pri eliminácii nádorových buniek. Nádorové 

bunky liečené inhibítormi mitochondriálnych respiračných komplexov (Rotenón, Piericidin A, Kapsaicín, 

Caulerpin) indukujú metabolické prepínanie na glykolýzu, a tak sa stávajú hypersenzitívnymi voči 

inhibítorom glykolýzy. Zatiaľ čo inhibíciou glykolýzy sa nádorové bunky môžu stať viac závislé na 

OXPHOS, a tým byť senzitívnejšie voči inhibítorom dýchacieho reťazca  [19]. Caulerpin, nová trieda 

inhibítorov CII komplexu potvrdzuje, že dysregulácia OXPHOS môže byť efektívne cielená 

v protinádorovej terapii [20]. Tieto výsledky zdôrazňujú blízky vzťah medzi  hladinou glukózy a funkciou 

mitochondriálnej OXPHOS, ako aj dôležitosť mikroenvironmetu pri zvažovaní chemoterapeutickej 

liečby. 

 

Terapia cielená na mutantnú  mitochondriálnu DNA(mtDNA) 

Stratégie editácie genómu, ako sú nukleázy zinkového prstu (ZFNs z ang. Zinc Finger Nucleases) 

a nukleázy transkripčného aktivátora-ako efektora (TALENs z ang. transcription activator-like 

effector), sa objavujú ako alternatívne možnosti pre nádorové ochorenia pochádzajúce 

z heteroplazmatických mtDNA mutácií (Obr. 1e). Využitie ZFNs a TALENs sa zameriava na zníženie 

množstva mutantnej mtDNA preto, aby sa zlepšila OXPHOS dysfunkcia na nepatologickú hladinu. 

Každá ZFN doména  rozpoznáva  3 bp DNA a TALEN doména rozpoznáva 1 bp DNA. Nezávisle od 

typu endonukleázy, tento prístup vyžaduje vysokú špecificitu endonukleázy, ktorá rozpozná mutovaný 

ale nie divoký haplotyp. Spojenie ligázou bude následne viesť k poškodeniu mtDNA. Avšak, reziduálna 

(divoký typ) mtDNA sa bude replikovať aby sa obnovila. Kvôli špecifickému štiepeniu, reziduálna mtDNA 

nebude citlivá voči endonukleáze [21]. Použitie mtZFNs a mtTALENSs je v počiatočnej fáze a sú 

potrebné ďalšie štúdie a optimalizácia metód (úspešné doručenie ZFNs a TALENs do mitochondrií, 

zmena pomeru mutantnej mtDNA a divokej mtDNA). Otvára však cestu pre potencionálne použitie 

týchto stratégií pri kombinovaných terapiách u pacientov s rakovinou s mitochondriálnymi dysfunkciami 

pochádzajúcimi z mtDNA mutácií.  

 

Záver 

Väčšina nádorových buniek preukazuje odchýlky od  „normálneho“ energetického metabolizmu, ktorý 

im dovoľuje prežiť, a niekedy aj prospievať v zhoršených podmienkach ako sú hypoxia a nízka hladina 

živín, čo je typické pre objemné tumory. Mitochondriálna dysfunkcia, v škále od veľmi nízkej aktivity až 

po hyperaktiváciu mitochondriálnych funkcií bola popísaná u rôznych typov nádorov. V tomto zmysle sa 

terapia cielená na zmenený mitochondriálny metabolizmus stala veľmi významnou v oblasti štúdia 

nádorových ochorení. Výskum na metabolizme založenej terapii sa zaoberá hlavne štúdiom, aké  sú 

nutrienty a enzymatické aktivity, ktoré nádorové bunky potrebujú na prežívanie vo vyššej miere ako 

normálne bunky. Treba podotknúť, že rôzne typy nádorových buniek podliehajú rôznym metabolickým 

adaptáciám (viac glykolytické alebo oxidatívne) v závislosti od stupňa malignity. Okrem toho aj 

heterogenita a metabolická plasticita vnútri tumoru má za následok rozdielne bioenergetické profily 

v rámci jednej nádorovej masy (v závislosti aj od dostupnosti živín a kyslíka). Kombinované 

farmakologické stratégie, ktorých terapia je cielená na mitochondriálne metabolické dráhy by mala byť 

vyžadovaná pre efektívne odstánenie nádorovej masy a sprievodné odstránenie malých subpopulácií 

mitochondriálne –narušených  nádorových buniek, ktoré môžu zapríčiniť chemorezistenciu a relaps 

ochorenia [12]. 
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Abstrakt 

Endometriálny karcinóm patrí medzi časté malígne ochorenie ženských pohlavných orgánov, ktoré 

značne prispieva k mortalite gynekologických malígnych ochorení. Súčasná klasifikácia 

endometriálnych karcinómov má svoje limitácie a vyžaduje si preto hľadanie nových strategických 

postupov a multidisciplinárny prístup v manažovaní liečby pacienta. Súčasné klinické štúdie 

charakterizujú malígne tkanivo globálne, pričom sa ignorujú individuálne molekulárne znaky tumorov. 

Proteomické profilovanie endometriálneho malígneho tkaniva je sľubným nástrojom, ktorý môže zlepšiť 

skorú diagnostiku a personalizovaný prístup v liečbe endometriálneho karcinómu. V našej štúdii sme 

využili integrovaný prístup citlivých a špecifických proteomických metód 2-DE a MALDI-TOF s cieľom 

analyzovať proteomický profil endometriálneho karcinómu. Mnohé z identifikovaných proteínov sú 

zahrnuté v rôznych biologických dráhach a procesoch a ich nesprávna regulácia môže negatívne 

ovplyvniť progresiu nádorového ochorenia a odpoveď pacienta na liečbu. Navyše, značná heterogenita 

bola prítomná v proteomickom profile vyšetrovaného súboru. Naše výsledky poukazujú na nevyhnutnú 

potrebu individualizovaného profilovania pacientok s endometriálnymi karcinómami a hľadania nových 

stratégií, ktoré si vyžadujú prístup tzv. multidisciplinárnych omics techník v zefektívnení manažmentu 

liečby tohto nádorového ochorenia. 

 

Kľúčové slová: proteomické profilovanie, endometriálny karcinóm, 2-DE,  MALDI-TOF metóda 
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Úvod 

Endometriálny karcinóm (EC) je najčastejším malígnym tumorom ženských pohlavných orgánov 

a predstavuje 6 % všetkých nádorových ochorení u žien vo vyspelých krajinách [1]. Podľa EUCAN bolo 

v EÚ zachytených 64 331 nových prípadov, pričom jeho incidencia v Slovenskej republike patrí medzi 

najvyššie (26,8 / 100 000) [2]. Tradičná klasifikácia endometriálnych karcinómov vychádza z 

dualistického rozdelenia na typ I (endometroidný endometriálny adenokarcinóm) a typ II 

(neendometroidný endometriálny karcinóm) na základe klinického priebehu, metabolickej a endokrinnej 

charakteristiky tkaniva [3]. V súčasnosti sa však uprednostňuje molekulárna klasifikácia EC podľa 

projektu Cancer Genome Atlas, ktorá nenašla svoje uplatnenie v klinickej praxi a je len ťažko 

aplikovateľná pri samotnej liečbe pacienta [4]. I napriek snahe detailnejšieho stratifikovania pacientok 

podľa molekulárnej charakteristiky, značná časť genomicky zdanlivo identických vzoriek EC môže 

vykazovať heterogenitu alebo nespadá do žiadnej z charakterizovaných skupín [5].  Dôvodom môže byť 

špeciálny molekulárny profil odlišných fenotypových foriem EC. Hľadanie molekulárnych markerov, 

ktoré by stratifikovali pacientky s vysokým malígnym potenciálom a prekancerózne typy EC umožňujú 

dnes moderné proteomické techniky [6]. Význam proteomického profilovania v tomto nádorovom 

ochorení popisujú viaceré vedecké štúdie [7,8,9,10]. Hoci, doteraz mnohé identifikované biomarkery 

s využitím proteomických metód sú asociované s klinickou charakteristikou alebo prognózou 

endometriálneho karcinómu, žiaden z nich nie je využívaný v klinickej praxi [10]. Proteomické 

profilovanie s využitím 2-dimenzionálnej polyakrylamidovej gélovej elektroforézy (2-DE PAGE) 

a hmotnostnej spektrometrie (MALDI-TOF, Matrix-Assisted LaserDesorption/Ionization-Time of Flight) 

je dnes rýchlym, citlivým a silným nástrojom, ktorý umožňuje včasnú diagnostiku a personalizovaný 

prístup v liečbe endometriálneho karcinómu [11]. V našej štúdii sme sa zamerali na stanovenie 

proteomického profilu agresívnych podtypov endometriálneho karcinómu a identifikovanie proteínov, 

ktorých nesprávna regulácia môže súvisieť s progresiou nádorového ochorenia. Naše výsledky 

poukazujú na nevyhnutnú potrebu individualizovaného prístupu štúdia molekulárneho profilu pacientok 

s EC, a tiež hľadanie nových stratégií, ktoré si vyžadujú prístup tzv. multidisciplinárnych omics techník 

v zefektívnení manažmentu liečby pacienta. 

 

Súbor pacientov a metódy  

 

Pacienti a klinické vzorky 

Vyšetrovaný súbor tvorilo desať pacientok, ktoré boli vyšetrené a selektované na pozitívny nález 

agresívneho endometriálneho karcinómu a kontrolná skupina (nenádorové tkanivo endometria) 

z Gynekologicko-pôrodníckej kliniky Jesseniovej lekárskej fakulty v Martine (JLF) a Univerzitnej 

nemocnice Martin (UNM) v spolupráci s Ústavom lekárskej biochémie JLF Univerzity Komenského (UK) 

v Bratislave (Tabuľka 1). 

Získané bioptické vzorky tkaniva (25 − 75 mg) boli histologicky vyšetrené na Ústave patologickej 

anatómie JLF UK a UNM  a uchované v sterilných 1,5 ml skúmavkách so stabilizačným roztokom pri 

teplote - 80 ºC pre následnú proteomickú analýzu. Súbor bol rozdelený na kontrolnú skupinu (n = 5) 

s negatívnou histológiou EC a skupinu agresívnych endometroidných endometriálnych karcinómov       

(n = 5). Pacientky patrili do Kaukazoidnej rasy geografického územia Slovenska. Pacientky pred 

samotným chirurgickým odberom tkaniva boli poučené o vedeckej štúdii v súlade s Helsinskou 

deklaráciou o ľudských štúdiách a podpísali informovaný súhlas. Štúdia bola schválená Etickou 

Komisiou JLF UK na americkom Úrade pre ochranu zdravia a humánneho výskumu (Office for Human 

Research Protection, U.S. Department of Health and Human Services) s certifikačným kódom 

IRB00005636, s číslom protokolu IRB 1255/2013. 
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Tabuľka 1. Charakterizácia vyšetrovaných skupín pacientov. 

Vyšetrovaná skupina Histologická charakteristika n 
Vek 

(Roky ± SEM) 

Kontrolná skupina 
Normálne alebo atrofické 

endometrium 
5 57.32* ± 2.45 

Endometriálny karcinóm 
Endometroidný endometriálny 

karcinóm (grade G3) 
5 59.20* ± 5.73 

 

Príprava tkanivových homogenátov a stanovenie obsahu proteínov 

Vzorky endometriálneho tkaniva (cca 20 mg) boli rozpustené a homogenizované v 10-násobnom 

objeme homogenizačného roztoku (30 mM KH2PO4, 5 mM EDTA, 0,3 M sacharóza, pH = 7,0) s 0,3 M 

fenylmetylsulnonylfluoridom. Pred homogenizáciou boli vzorky premyté vo fosfátovom tlmivom roztoku 

a homogenizované 30 s pomocou ultrasonikačného homogenizátora. Supernatanty boli následne 

použité na 1-DE a 2-DE gélovú separačnú elektroforézu. Koncentrácia proteínov bola stanovená 

pomocou kitu (DC Protein Assay, Bio-Rad) pri 750 nm.  

 

Separácia proteínov pomocou 1-DE elektroforézy 

1-dimenzionálna gélová elektroforéza bola použitá na detekciu celkového proteínového profilu 

a stanovenie homogenity vyšetrovaných skupín. Tkanivové homogenáty (40 µg proteínov) boli 

denaturované pri teplote 95 ºC 3 min a následne separované na 12 % SDS-PAGE géli pri konštantnom 

prúde 45 mA na gél. Kvantitu proteínov na fixovaných a zafarbených triplikátoch gélov sme analyzovali 

pomocou denzitometra v programe Quantity One (Bio-Rad). 

 

Separácia proteínov pomocou 2-DE elektroforézy 

2-dimenzionálna gélová elektroforéza bola použitá na stanovenie presnejšej separácie proteínov na 

úrovni dvoch dimenzií podľa protokolu z kitu Ready Prep 2-D Starter Kit (Bio-Rad). Duplikáty 

tkanivových homogenátov (250 µg proteínov) boli precipitované 2-krát v 4-násobnom objeme acetónu, 

inkubované 2 hodiny pri teplote - 20 ºC a scentrifugované pri 11500 g 10 min pri laboratórnej teplote. 

Supernatanty boli zozbierané a separované na 12 % SDS-PAGE géli pri konštantnom prúde 15 mA / 

gél a 25 mA / gél až po ukončenie  separácie. Gély boli zafarbené farbičkou Bio-Safe Coomassie G-250 

Stain (Bio-Rad) a kvantita proteínov bola vyhodnotená pomocou denzitometra a softvéru PDQuest (Bio-

Rad). 

 

Identifikácia proteínov pomocou hmotnostnej spektrometrie  

Vyrezané proteínové spoty alebo proteínové prúžky boli odfarbené 50 % acetonitrilom (ACN) cez noc 

pri 300 g a teplote 25 ºC. Tekutinu sme odsali a následne premyli s 100 % ACN. Po odsatí tekutiny sme 

proteínové spoty a prúžky redukovali s 10 mM ditiotreitolom  45 min pri teplote 56 ºC a alkylovali s 55 

mM jodoacetamidom 30 minút v tme. Vzorky sme 2-krát premyli s 25 mM dihydrogénuhličitanom 

amónnym a 100 % ACN. Po odstránení tekutiny sme vzorky nechali vysušiť a následne inkubovali s      

2 % trypsínom  30 min na ľade a štiepili cez noc pri 37 ºC. Vzorky sme na druhý deň rozpustili v 10 % 

kyseline trifluóroctovej a dehydratovali s 100 % ACN a koncentrovali vo vákuovej centrifúge. Potom sme 

poštiepené vzorky (0,75 µl) naniesli na MALDI platňu (MTP Anchor Chip Standard, Bruker) spolu 

s rovnakým množstvom roztoku matrice (kyselina škoricová, 1mg/ml) a nechali vysušiť. Samotná 

analýza bola uskutočnená s využitím hmotnostného spektrometra Ultraflextreme MALDI-TOF (Matrix-

Assisted Laser Desorption/Ionisation-Time of Flight, Bruker). Získané MS  a MS/MS spektrá boli 

porovnané s databázami SwissProt and NCBInr pomocou databázového vyhľadávača MASCCOT 

(Matrix Science) s nasledovnými parametrami vyhľadávania: enzým – trypsín; taxonómia – Homo 

sapiens; globálna modifikácia – karbamidometyl; variabilná modifikácia – oxidácia a tolerancia MS – 50 

ppm. Prezentované skóre sú kombináciou MS a MS/MS spektier. 
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Štatistická analýza 

Výsledky sú prezentované ako priemerná hodnota ± štandardná chyba priemeru (SEM). Štatistická 

významnosť medzi skupinami bola porovnaná pomocou Student-Neuman-Keult testu, pričom hladina 

významnosti bola p < 0,05. 

 

Výsledky  

Separácia proteínov 1-DE a 2-DE gélovou elektroforézou 

1-DE gélovú elektroforézu sme uskutočnili s cieľom získať hrubý náhľad komplexného proteomického 

profilu vzoriek (vysoko abundatné proteíny) a selektovať pacientov podľa špecifického profilu. 

Pozorovali sme, že niektoré vzorky EC i napriek identickej histologicko-patologickej charakteristike sú 

heterogénne v proteomickom profile. Na základe kvantitatívnych zmien separovaných proteínov sme 

identifikovali 15 proteínov, z ktorých  4 boli štatisticky pozmenené v proteínovej expresii medzi skupinou 

EC a kontrolnou skupinou (označené červenými šípkami) (Obrázok 1) a dva  proteíny z nich (označené 

modrými šípkami) boli špecifické (vysoko regulované) pre vzorky s označením EEC-H3 a EEC-H4. Tieto 

proteíny boli identifikované ako anexín A2 a apolipoproteín A-I. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázok 1. Reprezentatívny 1-DE proteomický profil 

karcinómov endometria (EEC-H) a kontrolných 

vzoriek (AE). Čierne šípky reprezentujú 

nesignifikantné zmeny v proteínovej expresii. 

Červené šípky reprezentujú proteíny so štatisticky 

signifikantnou zmenou expresie (p < 0,05). 

Proteínové prúžky znázornené modrými šípkami boli 

vysoko špecifické pre vzorky EEC-H3 a EEC-H4. 

 

  

  
Obrázok 2. Reprezentatívny 2-DE proteomický profil kontrolnej vzorky (A) a nádorového tkaniva (B) s vyznačenými 

proteínovými spotmi (n = 17) so štatisticky signifikantnou zmenou expresie (p < 0,05).  

 

  

A                                                                                B 
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S cieľom presnejšieho profilovania proteínov vo vyšetrovaných vzorkách sme použili špecifickejšie  2-

DE proteomické profilovanie, pričom heterogénne vzorky neboli zaradené do tejto analýzy. Štatistická 

analýza odhalila signifikantný rozdiel v expresii v 15 proteínov medzi skupinou EC a kontrolnou skupinou 

s viac ako 1,5-násobkom zmeny hladiny expresie (p < 0,05). 

 

Identifikácia proteínov pomocou MALDI-TOF 

V súbore úspešne identifikovaných proteínov so signifikantnou zmenou v hladine expresie sa 

nachádzali izoformy alebo reťazce tropomyozínov, formy intermediárnych cytoskeletových filamentov, 

vimentínu a dezmínu. Identifikovali sme tiež i niektoré špecifické proteíny zahrnuté v imunitnej 

odpovedi, bunkovej translácii, proteíny oxidačného stresu, ako aj proteíny, ktoré sú asociované 

s apoptotickými signálnymi dráhami. Expresia 14 proteínov bola nižšsia v EC oproti kontrolnej skupine 

(Tabuľka 2). 

 

Tabuľka 2. Zoznam odlišne exprimovaných proteínov v endometriálnom karcinóme. Rozdiel v kvantite 

identifikovaných proteínov bol vyjadrený ako pomer z priemernej hodnoty denzity proteínu v EC ku 

kontrolnej skupine a štatisticky vyhodnotený.  

Názov proteínu Gén (ID) 
Mw 

[kDa] 
pI 

Násobok 

zmeny 
 Hladina p 

Pokrytie 

sekvencie 

MS 

skóre 

Vizinín 1 VSNL1 22,29 5,01  (-5,0) ˂ 0,01 23 % 58 

TPR opakujúci sa proteín 36 TTC36 20,99 5,02  (-2,3) ˂ 0,01 28 % 50 

Prekurzor 2 strómy kostnej 

drene  
BST2 20,04 5,42  (-2,2) ˂ 0,001 27 % 52 

60S ribozomálny proteín  PO 
RPLP0P6 

 
24,51 5,14 -4,5 ˂ 0,01 27 % 71 

Peroxiredoxín 2 PDRX2 22,05 5,66 -4,3 ˂ 0,01 44 % 161 

Aktín-väzobný proteín 280, 

podobný filamínu C  
FLNC 19,16 9,13 -1,7 ˂ 0,01 61 % 261 

Beta reťazec tropomyozínu TPM2 32,95 4,66 -4,0 ˂ 0,01 26 % 150 

Tropomyozín 2 (beta), 

izoforma CRA_b  

 

TPM2 
26,29 4,57 -3,1 ˂ 0,001 34 % 74 

Izoforma alfa-1 reťazca 

tropomyozínu 

TPM1 

 
28,43 4,74 -2,7 ˂ 0,01 23 % 50 

Alfa-4 reťazec tropomyozínu TPM4 28,62 4,67 -2,7 ˂ 0,01 26 % 129 

Vimentín, čiastkový VIM 35,29 4,7 -2,0 ˂ 0,001 22 % 93 

Vimentínový variant 3 VIM 49,68 5,19 -9,9 ˂ 0,01 33 % 75 

Izoforma X1 beta reťazca 

tropomyozínu 
TPM1 34,50 5,06 -2,1 ˂ 0,001 28 % 186 

Dezmín DES 53,56 5,21 -3,2 ˂ 0,01 51 % 338 

Albumín, izoforma CRA-k ALB 48,57 5,39 
 

4,49 
˂ 0,001 26 % 250 

 

 

Diskusia 

Molekulárne profilovanie nádorových ochorení nachádza čoraz väčšie uplatnenie v skorej diagnostike, 

ako aj v presnejšej stratifikácii pacientov za účelom efektívnejšieho manažovania liečby. Hoci, mnohé 

nádorové ochorenia vrátane endometriálnych karcinómov môžu byť geneticky predisponované, 

nádorová progresia, invázia a metastázovanie sú závislé od funkčnej aktivity proteínov [12]. Proteínové 

izoformy alebo varianty sú kľúčovými hráčmi, ktoré formujú fenotyp individuálneho ochorenia, a preto 

sú cieľom preventívnej a personalizovanej medicíny [13,14]. Za účelom lepšieho manažovania liečby 
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EC a identifikovania potenciálne nových markerov, ktoré by odlišovali vysokorizikové endometroidné 

endometriálne karcinómy, sme analyzovali proteomický profil karcinómu endometria. Hoci, doteraz 

mnohé identifikované biomarkery s využitím proteomických metód sú asociované s charakteristikou 

alebo prognózou EC, žiaden z nich nemá svoje uplatnenie v klinickej praxi [10]. V našej práci sme 

pomocou MALDI-TOF metódy identifikovali odlišne exprimované proteíny vo vysokorizikových typoch 

EC, ktoré by mohli poukazovať na agresívny fenotyp tohto ochorenia. Proteíny sme klasifikovali podľa 

svojej funkcie na niekoľko skupín: proteíny so signalizačnou funkciou (vizinín 1); proteíny bunkovej 

regulácie (60S ribozomálny proteín PO, TPR opakujúci sa proteín 36); štrukturálne proteíny (aktín-

väzobný proteín 280, izoformy tropomyozínov, vimentínu, dezmín); proteíny oxidačného stresu 

(peroxiredoxín 2); proteíny imunitnej odpovede (prekurzor 2 strómy kostnej drene); proteíny 

s transportnou funkciou (izoforma CRA-k albumínu). Zmeny expresie týchto proteínov potvrdili už 

mnohé štúdie [7,8,9,10].  Dnes je známe, že onkogénna transformácia je sprevádzaná stratou 

aktínových vlákien a zmenou expresie regulačných proteínov dynamiky aktínových vlákien 

(tropomyozínov), ktoré hrajú významnú úlohu v invázii nádorových a metastatických buniek. Ukázalo 

sa, že znížená expresia tropomyozínov suprimuje infiltráciu a invazívnosť nádorových buniek 

endometria [7]. Okrem toho, karcinogénny proces je do značnej miery sprevádzaný mitochondriálnou 

dysfunkciou ako i zápalovým procesom, ktorý zvyšuje malígny potenciál buniek. V súčasnosti je známy 

i zoznam biomarkerov, ktoré sú funkčne asociované s týmito procesmi a ich narušená regulácia 

podporuje malígny proces [15]. Naše výsledky potvrdzujú tento špecifický molekulárny profil vysoko 

malígnych EC. Väčšina nami identifikovaných proteínov patria do skupiny vysoko abundantných 

proteínov, ktoré sú zvyčajne funkčne asociované s progresiou a invazívnymi vlastnosťami EC a teda sú 

súčasťou všeobecného molekulárneho profilu EC. Navyše, v našej práci sme zaznamenali značnú 

heterogenitu v proteomickom profile vyšetrovaných pacientskych vzoriek, čo môže odrážať i rôznorodú 

odpoveď pacienta na terapiu. Identifikácia zvýšenej expresie anexínu A2, či apolipoproteínu A-I u EC 

predstavuje nezávislý rizikový faktor progresie EC, ktorý zvyšuje jeho metastatický potenciál [16]. Žiaľ, 

v súčasnosti je málo štúdií, ktoré sa zameriavajú na analýzu individuálnych tumorových markerov 

a detekciu tzv. atypických alebo špecifických proteínov, ktoré by mohli byť využité v personalizovanej 

medicíne EC [5]. 

 

 

Záver 

Vysoko malígne endometriálne karcinómy značne prispievajú k mortalite gynekologických malígnych 

ochorení. Proteomické profilovanie s využitím 2-DE PAGE elektroforézy a hmotnostnej spektrometrie 

(MALDI-TOF) predstavuje významný nástroj pre presnejšiu molekulárnu charakterizáciu ako i včasnú 

diagnostiku EC. Protemické profilovanie hrá významnú úlohe v stratifikácii vysokorizikových foriem EC 

s ohľadom na personalizovaný prístup v liečbe endometriálneho karcinómu. Výsledky našej práce 

vyzdvihujú potrebu individualizovaného profilovania pacientok s EC a hľadania nových stratégií, ktoré 

si vyžadujú prístup tzv. multidisciplinárnych omics techník pri zefektívnení manažmentu liečby tohto 

nádorového ochorenia.  
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Abstrakt 

Aberácie v metylácii DNA ovplyvňujú expresiu génov a bunkový fenotyp, a sú pozorované už v skorých 

štádiách karcinogenézy. Molekulárne mechanizmy, ktoré sa spolupodieľajú na týchto zmenách, sú 

predmetom súčasného výskumu. Nedávna identifikácia izoenzýmov TET, ako zdroja oxidovaných 

foriem 5-metylcytozínu, umožnila detailnejšie štúdium aktívneho demetylačného procesu DNA. Nakoľko 

metylačný status DNA je jedným z hlavných kontrolných mechanizmov epigeneticky regulovanej 

expresie génov, disregulácia enzymatickej aktivity TET je asociovaná s etiogenézou nádorových 

ochorení, ako napr. chronická myelomonocytárna leukémia. V tomto článku diskutujeme 

o enzymatickom mechanizme a funkcií proteínov TET v regulácii fyziologických bunkových procesov, 

ako aj o aktuálnych poznatkoch týkajúcich sa ich úlohy v karcinogenéze. 
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aktívna demetylácia DNA 
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Úvod  

Rakovina je všeobecný pojem pre veľkú skupinu ochorení charakterizovaných rastom abnormálnych 

buniek, ktoré potom môžu napadnúť susedné časti tela a rozšíriť sa do iných orgánov. V ekonomicky 

rozvinutých krajinách sú nádorové ochorenia druhou najčastejšou príčinou smrti a častou príčinou 

invalidity či vyradenia pacientov z aktívneho života, čo predstavuje veľký sociálny ale aj ekonomický 

problém [1]. Nádorové ochorenia vznikajú v dôsledku vrodených – genetických porúch, alebo vplyvom 

nezdravého životného prostredia či životného štýlu. Zatiaľ čo biologické, fyzikálne a chemické faktory 

životného prostredia môžu mať mutagénny efekt a teda iniciovať tvorbu mutácii na génovej úrovni, vplyv 

nezdravého životného štýlu, ktorý tiež zahŕňa nevyváženú stravu, sa prejaví na úrovni epigeneticky 

regulovanej expresii génov [2]. 

Epigenetické zmeny sú považované za jeden z molekulárnych mechanizmov, ktoré sa zúčastňujú na 

karcinogenéze. Epigenetické „mutácie“ majú potenciál narušiť fyziologický bunkový fenotyp a to 

ovplyvnením génovej expresie niekoľkými spôsobmi, ktoré zahŕňajú metylácie cytozínových zvyškov 

DNA, kovalentné modifikácie histónov a nukleozómové polohovanie a teda aj štruktúru chromozómov.  

Epigenetika je definovaná ako dedičná zmena génovej expresie, ktorá nie je výsledkom zmien 

sekvencie DNA. Hlavnými epigenetickými mechanizmami sú: 

a) metylácia DNA, ktorá je z časti dedičná. Najčastejšie sa uskutočňuje metylácia na cytozíne za 

vzniku 5-metylcytozín (5mC), ale v ojedinelých prípadov sa môže vyskytnúť metylácia aj na 

guaníne (7-metylguanín) alebo adeníne ( 3-metyladenín). V promótorových častiach v úsekoch 

CpG metylácia DNA spôsobí narušenie transkripčných procesov, takým spôsobom, že sa viaže 

na transkripčné faktory, a tým znižuje génovú expresiu. Pri metylácii napríklad cytozínu mimo 

promótorovej časti môže takáto zmena spôsobiť zvýšenie alebo zníženie génovej expresie. 

Metylácia DNA je sprostredkovaná pomocou štyroch izoenzýmov DNA-metyl-transferáz 

(DNMT): DNMT1, DNMT2, DNMT3a, DNMT3b [3, 4]. Demetylácia DNA sa môže uskutočniť 

dvomi spôsobmi a to buď pasívne alebo aktívne. Medzi pasívnu demetyláciu patrí deaminácia 

5mC alebo 5hmC za pomoci enzýmu cytidíndeaminázy (AICDA) za vzniku 

5hydroxymetyluracilu alebo tymidínu. Za aktívnu metyláciu sa považuje premena 5mC na 5-

hydroxymetyl cytozín (5hmC) za pomoci enzýmu TET, na ktorý je zameraná naša práca [5]. 

b) modifikácie na históne, pre ktoré sú typické hlavne acetylácie a metylácie histónov, ale 

patria sem aj ďalšie zmeny ako fosforylácia, ubikvinácia, hydroxylácia a sumoylácia. Tieto 

metylačné, acetylačné a iné kovalentné zmeny na histónoch spôsobujú konformačné zmeny, 

čím určujú dostupnosť DNA pre transkripciu [6]. 

c) mikroRNA (miRNA) sú gény, ktoré sa skladajú maximálne z 22 nukleotidov a sú považované 

za gény, ktoré vplývajú na tumor supresorové gény a onkogény, čím môžu spôsobiť nádorové 

ochorenia [7]. 

Deregulácia epigenetických procesov zohráva úlohu v etiopatogenéze mnohých komplexných ochorení, 

vrátane rakoviny [8, 9]. Najmä metylácia DNA bola podrobne opísaná pri rôznych rakovinových 

ochoreniach [10]. Prostredníctvom týchto účinkov na genómovú stabilitu a génovú expresiu 

epigenetické zmeny ovplyvňujú karcinogenézu od začiatku až po celú dobu života pacienta a v 

niektorých prípadoch sa prenášajú aj z generácie na generáciu [11]. Epigenetické zmeny, ktoré sú 

relevantne spojené so zvýšeným rizikom vzniku rakoviny, sa predpokladajú za potenciálne "prvé hity" 

pri nádorových ochoreniach. Epigenetické úseky odrážajú genetický kód jednotlivca a expozíciu tohto 

genetického kódu rôznym faktorom životného prostredia, čo má význam pre pochopenie vplyvu 

environmentálnych vplyvov na karcinogenézu [12]. Pretože epigenetické zmeny sa vyskytujú pred alebo 

počas ranného vývoja nádoru, môžu byť modulované stravou, liekmi a inými vonkajšími faktormi [13]. 

Epigenetické zmeny v porovnaní s genetickými zmenami sú reverzibilné a postupne sa získavajú. Táto 

vlastnosť poskytuje obrovský potenciál pri stratégii prevencie rakoviny. Okrem toho sa ukázalo, že 

terapie zamerané na epigenetické mechanizmy zvyšujú alebo znižujú génovú expresiu a niektoré sa 

dajú využiť v klinickom výskume [14]. 
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Enzýmy TET 

 

Metylácia cytozínových zvyškov DNA je jedným z epigenetických mechanizmom spolupodieľajúcich sa 

na inhibícii génovej expresie. Opätovná reaktivácia takto deaktivovaného génu si vyžaduje buď 

odstránenie 5-metylcytozínového (5mC) zvyšku z DNA, alebo jeho metabolickú konverziu.  

Enzymatickou premenou 5-metylcytozínu pomocou reakcie katalyzovanej enzýmom TET vzniká 5-

hydroxymetylcytozím (5hmC), ktorý na rozdiel od 5-metylcytozínu nemá inhibičný účinok na iniciáciu 

transkripcie génov. Enzým TET má 3 izoformy a to: TET1, TET2 a TET3 [15,16]; a všetky patria do 

rodiny na 2-oxoglutaráte závislých dioxygenáz. TET enzýmy oxidujú 5mC na 5hmC, ktorý môže byť 

následne oxidovaný na 5-formylcytozín (5fC) alebo 5-karboxylcytozín (5caC) (Obrázok 1). Donorom 

elektrónov pre oxidáciu metylovej skupiny 5mC prostredníctvom radikálovej substitúcie je 2-oxoglutarát 

a koenzýmom je Fe+II. [15,17]. Nakoľko TET enzýmy sú dioxygenázy, zdrojom kyslíka je O2 [16]. 

Enzymatická aktivita TET enzýmov môže byť stimulovaná pomocou ATP a vitamínu C, alebo inhibovaná 

prostredníctvom 2-hydroxyglutarátu [18].  
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Oxidácia 5mC na 5hmC pomocou TET enzýmov je dôležitá pre zachovanie fyziologického stavu buniek 

a tiež organizmu. V súlade s týmto predpokladom sú výsledky pozorovaní poklesu zastúpenia 5hmC 

zvyškov v genómovej DNA u pacientov s rakovinou, pričom ich pokles koreluje so závažnosťou 

ochorenia, ako aj pozorovaní, že u pacientov s vrodenou, geneticky podmienenou, poruchou TET 

enzýmov je zvýšený výskyt vývojových zlyhaní [19], ako aj výskyt chronickej myelomonocytárnej 

leukémie (CMML), akútnej myeloidnej leukémie a sekundárnej AML. Stanovenie prítomnosti 5hmC 

v DNA sa v súčasnosti javí ako jeden z diagnostických a prognostických parametrov pre myeloidné 

malígne ochorenia, vďaka ktorým by bolo možné vyhodnotiť reakciu pacientov na protirakovinové lieky 

následne personalizovať ich terapiu [20] 

 

Onkometabolit 2-hydroxyglutarát – inhibítor TET aktivity 

 

Izocitrátdehydrogenáza (IDH) je enzým zodpovedný za oxidačnú dekarboxyláciu izocitrátu na 2-

oxoglutarát. U pacientov s malígnymi nádormi bola pozorovaná expresia mutantných foriem IDH, ktoré 

katalyzovali tvorbu 2-hydroxyglutarátu, redukovaný ekvivalent 2-oxoglutarátu. Takto vzniknutý 2-

hydroxyglutarát je kompetitívny inhibítor všetkých 2-oxoglutarát-závislých dioxygenáz, vrátane enzýmov 

 TET [25,26]. Preto je možné predpokladať, že nádorové bunky v takomto prípade ovplyvňujú 

epigeneticky regulovanú expresiu génov prostredníctvom svojho pozmeneného metabolizmu. 

 

Záver 

Počas posledných rokov sa zaznamenal pozoruhodný pokrok v pochopení úlohy TET enzýmov pri 

regulácii metylácie / demetylácie DNA. Vplyvom oxidácie 5mC môžu TET enzýmy podporovať 

demetyláciu DNA, hlavne v promótorových oblastiach génu, čo spôsobí zvýšenú génovú expresiu. 

Rozsiahle štúdie stanovili TET2 ako často mutovaný gén v hematologických karcinómoch a podporili 

myšlienku, že nedostatok oxidácie 5mC, ktorá sa vyskytuje v dôsledku straty funkcie TET2 enzýmu, 

predurčuje vývoj hematologických malignít myeloidného a lymfoidného pôvodu. Základná otázka však 

zostáva nezodpovedaná – ako dochádza ku strate funkcie TET2 enzýmu? Je potrebné, aby budúce 

štúdie boli nasmerované na objasnenie základných molekulárnych mechanizmov. 

 

Okrem hematopoetického systému sa zdá, že malígna transformácia je vo všeobecnosti spojená so 

znížením hladín genómových 5hmC v rôznych tkanivách [27, 28]. Preto by bolo veľmi dôležité posúdiť 

vzťah medzi mutáciami TET a vývojom nehematopoetických rakovín. Ďalej by bolo zaujímavé určiť, či 

je kvantifikácia 5hmC užitočná ako diagnostický alebo prognostický nástroj pri rakovine a či manipulácia 

aktivity TET malými molekulami alebo inými modulátormi môže byť použiteľná na terapiu rakoviny. 
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Korešpondujúca osoba: 

doc. RNDr. Jozef Hatok, PhD. 

Univerzita Komenského v Bratislave  

Jesseniova lekárska fakulta v Martine  

Ústav lekárskej biochémie 

Malá Hora 4D - 036 01 Martin – SK 

E-mail: hatok@jfmed.uniba.sk 

 

 

Abstrakt 

Apoptóza je jedna z hlavných typov bunkovej smrti predstavujúca fyziologický proces pri odstraňovaní 

poškodených buniek. Samotný mechanizmus apoptózy je spúšťaný kaskádou biochemických signálov, 

pričom rozlišujeme dve hlavné dráhy aktivácie a to vonkajšiu i vnútornú. Avšak, nesprávna regulácia 

apoptózy je jednou z hlavných príčin nekontrolovanej bunkovej proliferácie, ktorá môže prispievať k 

vzniku terapeutickej rezistencie a progresii nádorových chorôb. V tomto príspevku poukazujeme na 

významné molekuly a ich signály spájané s apoptotickou bunkovou smrťou ako aj ich vzájomnú 

reguláciu pri malígnych procesoch. 

 

Kľúčové slová: apoptóza, regulácia, malignity  
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Úvod 

Molekulárne mechanizmy apoptózy, najmä na úrovni aktivácie, sú rôznorodé. Aj keď znalosť detailných 

signálnych dráh, ktoré spúšťajú apoptózu nie je kompletne známa, tento proces je kontrolovaný veľkým 

počtom komplexov proteínov. Dané komplexy sú aktivované rôznymi spúšťačmi, zoradenými 

v sekvenčných moduloch [1]. Podľa súčasných poznatkov je apoptóza aktivovaná dvomi hlavnými 

dráhami: vonkajšou (receptorová) a vnútornou (mitochondriálna).  

Vonkajšia dráha, niekedy tiež označovaná ako receptorová alebo cytoplazmatická je spúšťaná cez Fas 

smrtiaci receptor, ktorý patrí do rodiny receptorov tumor nekrotizujúceho faktora (TNF) [2]. Vnútorná 

alebo mitochondriálna dráha, ktorá po stimulácii vedie k uvoľneniu cytochrómu-c z mitochondrií a tým 

aktivuje smrtiace signály, je označovaná za druhú. Obidve dráhy konvergujú do spoločnej koncovej 

dráhy proteáz. Aktivácia kaskády proteáz, nazývaných kaspázy, vedie k proteolytickej degradácii 

regulačných a štrukturálnych proteínov a nakoniec vyústi do bunkovej smrti [1]. 

 

Vonkajšia dráha 

Vonkajšia apoptotická dráha zahŕňa niekoľko proteínových skupín, akými sú receptory smrti, na 

membránu viazané Fas ligandy, komplexy Fas, Fas-asociovaná smrtiaca doména i efektorové kaspázy-

8 a -10, ktoré aktivujú výkonné kaspázy [1]. Vonkajšia dráha apoptózy je iniciovaná rôznymi typmi 

signálov, ktoré môžeme rozdeliť do troch skupín [3]:  

i. indukcia prostredníctvom TNF receptora; 

ii. signalizácia cez Fas receptor; 

iii. indukcia formou ligandu TRAIL. 

 

V prvom type sa väzbou ligandu TNF na receptor spúšťa väzba cytoplazmatického proteínu na 

cytoplazmatickú časť receptora. Aktivácia receptora TNFR1 vedie k formovaniu komplexu TRADD-RIP-

TRAF2, ktorý signalizuje prostredníctvom NF-κB dráhu prežívania alebo cez JNK (c-Jun-N-terminálnu 

kinázu) dráhu k navodeniu smrti.  Práve receptor interagujúci proteín (RIP) spúšťa do činnosti 

prokaspázu-2 a tým sa rozštiepi proteín Bid na skrátenú formu tBid. Bid je tiež modifikovaný aj cez 

molekulu JNK (aktivovaná DAXX proteínom), ktorá umožní jeho translokáciu do mitochondrie vo forme 

jBid, čím sa uvoľní druhý mitochondriálny aktivátor kaspáz SMAC/DIABLO. Komplex formovaný 

adaptorovým proteínom FADD (TRADD-FADD-FLICE), prostredníctvom interakcie DD domén, aktivuje 

prokaspázu-8, ktorá sa autokatalyticky aktivuje za vzniku aktívnej kaspázy-8 (obr. 1). Tá následne 

spúšťa aktiváciu kaspázovej kaskády cez kaspázu-3. Kaspázová kaskáda je uvedená nižšie, ako 

koncová dráha apoptózy.  

Môžeme povedať, že aktiváciu vonkajšej dráhy reguluje niekoľko ďalších dráh a proteínových molekúl. 

Dysregulácia týchto modulátorov vonkajšej dráhy predpokladá vznik malígnych transformácií, akými sú 

mutácie alebo delécie Fas génu, resp. celej receptorovej dráhy [4]. Medzi regulátory spomínanej dráhy 

patria transkripčný faktor NFκB a aktivačný proteín 1 (AP1), ktoré pôsobia priamo na FasL gén – 

transkripčne inaktivovaný gén [5]. 

 

Vnútorná dráha 

Pri vnútornej, alebo tiež označovanej mitochondriálnej dráhe môžeme hovoriť, že je aktivovaná dvomi 

spôsobmi. Permeabilizáciou vonkajšej mitochondriálnej membrány, ktorá môže byť navodená rôznymi 

udalosťami alebo priamym poškodením jadrovej DNA vplyvom metabolitov, toxínov, voľnými radikálmi 

a ich derivátmi. V prípade poškodenia DNA zohráva dôležitú úlohu gén p53 a ním kódovaný 

rovnomenný proteín. Dominantou pri mitochondriálnej vnútornej signálnej dráhe je cytochróm-c, ktorý 

sa uvoľní do cytoplazmy, kde spúšťa radu následných krokov [7].  

Dráha je regulovaná relatívnou koncentráciou Bcl-2 podobných proteínov vo vnútornej mitochondriálnej 

membráne. Tie kontrolujú translokáciu určitých proteínov z mitochondriálneho matrix (endonukleáza G) 

a medzimembránového priestoru (cytochrómu-c) do cytoplazmy. U ľudí existuje okolo 24 rôznych Bcl-2 

podobných proteínov (tab. 1), ktoré možno rozdeliť do nasledujúcich skupín: 

i. antiapoptotické proteíny ako Bcl-2 a Bcl-xL; 

ii. proapoptotické proteíny ako Bax a Bak, ktoré sú nevyhnutné pri formovaní pórov; 
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iii. proapoptotické proteíny ako Bid, Bad, PUMA a Noxa, ktoré podporujú vznik pórov.  

 

 
Obrázok 1: Zjednodušená schéma vonkajšej a vnútornej dráhy apoptózy. Vonkajšia apoptotická dráha 

je spúšťaná väzbou ligandov na príslušné receptory smrti, čo vedie k aktivácii kaspázy 8/10, ktorá štiepi 

proteín Bid na skrátenú formu tBid. Takto sa vonkajšia dráha apoptózy napája na vnútornú 

(mitochondriálnu) dráhu. Aktivovaná kaspáza 8/10 vedie k aktivácii kaspázovej kaskády. Vplyvom 

rôznych stresových stimulov sa aktivuje vnútorná apoptotická dráha, pri ktorej pro-apoptotické proteíny 

Bax a Bak oligomerizujú a zvyšujú priepustnosť vonkajšej mitochondriálnej membrány. Z mitochondrie 

uvoľnený cytochróm c interaguje s aktivačným faktorom proteázy (Apaf-1), pro-kaspázou 9 a formuje 

apoptozóm. To vedie k aktivácii kaspázy 9, ktorá štiepi a aktivuje efektorové kaspázy vedúce k apoptóze 

bunky. Apoptózu podporujú ďalšie faktory, ktoré sa uvoľňujú z mitochondrie neskôr (Smac, Omi, AIF) a 

prispievajú k apoptotickému fenotypu bunky [Prevzaté z dizertačnej práce: Čapláková V., 2017]. 

 

Vnútorná dráha začína v mitochondriách na základe rôznych podnetov. Membránová permeabilizácia 

je sprostredkovaná výlučne BH3 proteínmi, ktoré udržiavajú a inhibujú mitochondriálnu translokáciu Bax 

a následne uvoľnenie cyt-c, SMAC/DIABLO, AIF a HTRA2/OMI. Antiapoptotické proteíny Bcl-2 a Bcl-xL 

zabraňujú úniku cyt-c a tým bunkovej smrti kompetitívnou väzbou na Bak a Bax, čím znemožňujú 

vytváranie pórov v mitochondriálnej membráne ich vzájomnou oligomerizáciou. Vylúčením cyt-c cez 

póry vytvárané vo vonkajšej mitochondriálnej mebráne Bcl-2 podobnými proapoptotickými proteínmi  

(Bax a Bad) je apoptóza aktivovaná (obr. 1). To znamená, že Bax/Bak vonkajšiu membránu 

permeabilizujú, čo vedie k „vyliatiu“ ďalších apoptogénnych proteínov a otvoreniu veľkých iónových 

kanálov vo vnútornej i vonkajšej mitochondriálnej membráne. Následne dochádza k prúdeniu molekúl 

vody so spojením straty iónovej nerovnováhy na membráne. Mitochondria tak „bobdtná“, stráca svoj 

potenciál, vnútorná membrána praská a dochádza k uvoľneniu matrix do cytoplazmy bunky. Celý tento 

proces vedie k smrti bunky vďaka uvoľneniu mitochondriálnych proteínov do cytoplazmy, čo spúšťa 

kaskádu ďalších dejov a taktiež strátu základnej úlohy mitochondrie, teda produkcie ATP v dýchacom 

reťazci [7].  

 

 



 

 
 

33 

Tabuľka 1: Rozdelenie proteínov Bcl-2 rodiny podľa ich funkčnosti. 

PROAPOPTOTICKÉ ANTIAPOPTOTICKÉ 

s BH-3 doménou s multidoménou (BH) Bcl-2 

Bik Bax Bcl-xL 

Bad Bak  

Bim Bok Bcl-W 

Hrk Boo  

Hr Bcl-B Mcl-1 

NOXA Bcl-RAMBO  

PUMA Bcl-xS Bfl-1 

+ ďalšie  + vírusové homológy 

 

Cytochróm-c sa v cytoplazme naviaže na APAF1, čím sa vytvorí apoptozóm, ktorý konvertuje 

prokaspázu-9 na kaspázu-9 a tá následne aktivujú kaspázy -3 a -7. Kaspáza-3 štiepi svoje substráty, 

pričom dochádza k deštrukcii cytoskeletu a aktivácii rôznych enzýmov. Typickým príkladom je indukcia 

kaspázou aktivovanej DNázy (CAD – caspase-activated DNase), ktorá je zodpovedná za štiepenie 

genómovej DNA, prostredníctvom proteolytickej degradácie inhibítora kaspázou aktivovanej DNázy 

(ICAD) [8]. Ďalej, SMAC/DIABLO cez IAP (antiAP proteíny zastavujúce apoptózu inhibíciou 

aktivovaných kaspáz) potláča spustenie kaspázovej kaskády. Uvoľnenie AIF z mitochondrie spôsobuje 

degradáciu DNA prostredníctvom PARP1 (poly ADP-ribóza polymeráza-1). AIF má teda nepriamu úlohu 

pri chromozómovej degradácii. 

Môžeme povedať, že jednými z najdôležitejších regulátorov vnútornej dráhy sú proteíny Bcl-2 rodiny. 

Zvýšená expresia Bcl-2 zapríčiňuje rezistenciu na chemoterapeutiká a radiačnú liečbu, zatiaľ čo znížené 

hladiny Bcl-2 môžu podporovať apoptotické odpovede na chemoterapeutickú liečbu. Zvýšená expresia 

Bcl-2 sa navyše môže akumulovať v bunkách počas G0 fázy úseku bunkového cyklu a tým prispievať 

ku chemorezistencii [9].  

 

Kaspázová koncová dráha 

Kaspázy sú proteíny s proteolytickou aktivitou, ktoré vykazujú pomerne širokú substrátovú špecificitu a 

štiepia viaceré cytoplazmatických proteíny. Kaspázová kaskáda zahŕňa efektorové kaspázy (kaspáza-

8, kaspáza-9, kaspáza-10), ktoré proteolyticky aktivujú výkonné kaspázy (kaspáza-3, kaspáza-6, 

kaspáza-7). Výkonné kaspázy štiepia svoje cytoplazmatické substráty, čo vedie k rozvinutiu apoptózy. 

Medzi ich substráty patria najmä štrukturálne proteíny (napr. fodrin, G-aktín), proteíny zúčastňujúce sa 

prenosu bunkových signálov (napr. proteín kináza C) a proteíny bunkového cyklu a opráv DNA (napr. 

Mdm-2). Kaspáza-8 okrem aktivácie výkonných kaspáz proteolyticky aktivuje aj Bid, ktorý podporuje 

vznik pórov v mitochondriálnej membráne, a tým napomáha iniciácii mitochondriálnej dráhy apoptózy 

[8]. 

Vonkajšia a vnútorná dráha konvergujú až pri kaspáze-3, ktorá štiepi inhibítor kaspázou aktivovanej 

DNázy (ICAD), čím sa stáva CAD aktívna a spúšťa jadrovú apoptózu. Obidve signálne dráhy sú 

prepojené aj cez kaspázu-8, ktorá je síce dominantná kaspáza vonkajšej dráhy, ale môže byť 

regulovaná i vlastným „výkonným“ enzýmom apoptózy, kaspázou-6. Podľa in vivo štúdie môže byť 

kaspáza-6 hlavným aktivátorom kaspázy-8, keďže jej inhibícia výrazne znížila aktivitu kaspázy-8 

a ovplyvnila celkové naštartovanie apoptózy [10]. Iniciácia kaspáz spôsobí degradáciu proteínkináz, 

cytoskeletálnych proteínov a proteínov zodpovedných za opravu DNA. Ďalej spúšťa podjednotky 

endonukleáz a nakoniec zničí „housekeeping“ bunkové funkcie. Kaspázy majú taktiež vplyv na 

cytoskeletálnu štruktúru, reguláciu bunkového cyklu, signálne dráhy, čo sa v konečnom dôsledku 

prejavuje morfologickými zmenami, akými je kondenzácia a fragmentácia DNA, resp. napučiavanie 

membrány [11].  
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Dráha PI3K/AKT/mTOR 

Dráha PI3K/AKT/MTOR reprezentuje kľúčovú transdukčnú dráhu pre bunkový rast a blokáciu bunkovej 

smrti. Abnormálne vysoká aktivácia PI3K/AKT/mTOR kaskády je charakteristickým znakom veľkej 

variácie pri ľudských malignanciách a je spájaná s karcinogenézou, nádorovou progresiou, rezistenciou 

na liečbu a taktiež zlou prognózou [12]. Väzba ligandov rastových faktorov na ich receptory je výsledkom 

angažovania kaskády prežívania a proliferácie vo vnútrobunkovom priestore. Spúšťací mechanizmus je 

odpoveďou na fosforyláciu receptorovej tyrozín kinázy, nachádzajúcej sa vo vnútri plazmatickej 

membrány. Pozitívnym regulátorom tejto signálnej dráhy je tumor supresorový gén PTEN, ktorý má 

charakter lipidovej a zároveň aj proteínovej fosfatáza [13]. Tumor supresorový gén PTEN môže 

defosforylovať PIP3, čím zablokuje transdukčný signál PI3/Akt.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázok 2: Schéma signálnej 

PI3K/AKT/mTOR dráhy. Kľúčovú 

signalizáciu zohráva AKT, svojim 

priamym aj nepriamym pôsobením 

na apoptotické proteíny. Upravené 

podľa [14]. 

 

Pri tejto dráhe má kľúčovú úlohu proteín AKT, ktorý má charakter antiapoptotického faktora priamo 

alebo nepriamo antagonizujúceho bunkovú smrť [15]. Priamo bol AKT spájaný s fosforyláciou kľúčových 

apoptózu regulujúcich proteínov (obr. 2), čoho výsledkom je posun rovnováhy medzi pro- a anti- 

apoptotickými proteínmi vedúcej k inhibícii bunkovej smrti [14]. S touto rovnováhou bolo poukázane na 

multidoménový proteín Bax, ktorý je fosforylovaný Akt-závislým spôsobom na serínovom zvyšku 

v pozícii 184 [16]. Okrem tejto konformačnej zmeny Bax blokuje AKT aj aktivitu proteínu Bim. Zatiaľ čo 

fosforylácia proapoptotických proteínov Bax a Bim zmierňuje ich potenciál. Naopak, AKT-

sprostredkovaná fosforylácia niektorých aAP faktorov (XIAP a Mcl-1) znižuje ich antiapoptotické 

vlastnosti znížením ich proteínovej stability. Výsledkom tejto degradácie cez proteázomovú mašinériu 

je redukcia proteínovej expresie. Za nepriame pôsobenie Akt na bunkovú smrť je považovaná cesta 

fosforylácie transkripčných faktorov. Tento mechanizmus platí pri faktore NFκB a cAMP element-

viažúcom proteíne (CREB) ako aj faktoroch, ktoré sa označujú FOXO („Forkhead box“ trieda O). AKT 

fosforylačná stimulácia môže na jednej strane podporovať expresiu antiAP proteínov, kým na druhej 

strane redukuje hladiny proapoptotických proteínov [14].  

Signálna dráha PI3K/AKT/mTOR reprezentuje regulačný mechanizmus na kontrolu aktivity pro- 

a antiapoptotických proteínov rodiny Bcl-2, preto objavenie malých molekúlových inhibítorov tejto 

kaskády môžu otvoriť nové perspektívy pri modelovaní mitochondriálnej dráhy apoptózy. 
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Regulácia apoptózy a jej úloha pri nádoroch 

Problémy s reguláciou apoptózy sú prítomné vo veľkom počte ochorení, nádorové choroby 

nevynímajúc. Pre nádorové bunky je typické veľké množstvo mutácií, ktoré umožňujú ignoráciu 

regulačných signálov pre rast a proliferáciu zdravej bunky. Za normálnych okolností poškodené bunky 

podliehajú apoptóze, ale v prípade mutácií v nádorových bunkách sa môže stať, že tieto bunky 

nepodstúpia apoptóze. V takýchto stavoch bunková proliferácia nie je kontrolovaná, v dôsledku čoho 

môže byť daná porucha progresom k formovaniu nádorov. Vo väčšine prípadov je tieto nádory obtiažne 

vyliečiť pomocou protinádorových liečiv, keďže mutácie v apoptotickej dráhe spôsobia produkciu 

buniek, ktoré sú rezistentné na tento typ ataku. Preto pochopenie regulácie apoptózy v nádorových 

bunkách je v súčasnosti významným zameraním pri určovaní cielenej terapie [8]. 

Apoptotická kaskáda je veľmi prísne regulovaná. V jej priebehu existujú body, v ktorých sa môžu uplatniť 

rôzne kontrolné mechanizmy: aktivácia či inaktivácia enzýmov, alebo tiež mieru aktivácie rôznych pro- 

a anti- apoptotických proteínov. Obidve hlavné dráhy apoptózy sú regulované spoločnými proteínmi, 

medzi ktoré vo väčšej miere patria: p53, Bcl-2, Bcl-xL, Bax, NFκB, Myc, AKT a PI3K. Práve vzájomný 

pomer hladín pro- a antiapoptotických zložiek tak predurčuje definitívny osud bunky. Presný 

mechanizmus, ako spomínané proteíny regulujú apoptózu nie je známy, existujú však tri modelové 

situácie, ktoré sú v tejto súvislosti najčastejšie definované (obr. 3): 

A. V prvom modely sú Bax a Bak udržiavané v neaktívnej formácii cez priamu interakciu 

s jedným alebo dvomi rozdielnými aAP Bcl-2 proteínmi. V odpovedi na apoptotický stimul 

sa BH3-výhradné proteíny viažu a neutralizujú aAP proteíny, výsledkom čoho je uvoľnenie 

Bax a Bak. Zvýšená expresia Bcl-2 a Bcl-xL predstavuje zablokovanie Bax translokácie 

a aktivácie [17]. Úloha proteínu Bak je demonštrovaná pri odlúčení Bcl-xL a Mcl-1 

v mitochondriách za normálnych podmienok [18]. Navyše BH3 proteíny zohrávajú centrálnu 

úlohu pri špecifických väzbách na antiapoptotických členov Bcl-2 rodiny. Napríklad, Bad 

interaguje s Bcl-2 a Bcl-xL, ale nie s Mcl-1 na ktorý sa viaže Noxa, ktorý však nie je 

špecifický pre väzbu s Bcl-2 a Bcl-xL [19]. Tieto prepojenia indikujú, že na spustenie 

smrteľného stimulu sa musí aktivovať viac než len jeden proteín s BH3 doménou. Willis 

a kolektív dokázali, že uvoľnenie Bak z Bcl-xL a Mcl-1 vyžaduje zvýšenú expresiu oboch 

proteínov Bad a Noxa. Pri samostatnej aktivácii Bad resp. Noxa proteínu tento efekt nebol 

pozorovaný. Naopak nadexpresia proteínu Puma, ktorý má vysokú afinitu na väčšinu aAP 

proteínov, je dostatočná na indukciu Bak sprostredkovanej apoptózy [18]. 

B. Druhou alternatívou pri BH3 proteínoch je ich priamy účinok na Bax a Bak. Zaznamenaná 

bola priama interakcia tBid a Bim s Bax. Fluorescenčné značenie Bax a tBid nepoukázalo 

na ich vzájomnú kolakiláziu počas apoptózy. Bax sa nachádza v klastroch na 

mitochondriách [20]. 

C. Tretím modelom je návrh, že aAP Bcl-2 členovia izolujú BH3 proteíny formou zabránenia 

aktivácie pAP proteínov Bax a Bak. 
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Obrázok 3: Modely regulácie hlavnej apoptotickej dráhy. Prevzaté z práce Hatok J., 2016 [21].  

 

Je zrejmé, že tieto modely ukazujú, že Bcl-2 proteíny sú pravdepodobne regulované niekoľkými 

mechanizmami, ktoré sa môžu líšiť podľa typu buniek ako aj v rovnakej bunke, ale pri rôznych 

podnetoch. Zvýšená expresia Bcl-2 vo vnútornej dráhe môže viesť k inhibícii apoptózy, 

sprostredkovanej vonkajšou dráhou. Naopak, TNFα môže zvýšiť expresiu NFκB a stimulovať tak 

antiapoptotické proteíny Bcl-2 rodiny [1]. 

Mnohé chorobné stavy vznikajú v dôsledku poruchy regulácie apoptózy jednak jej nadmernou indukciou 

(napr. neurodegeneratívne ochorenia, alebo AIDS) alebo naopak jej regresiou (napr. malignity spojené 

s mutáciou p53 alebo nadprodukciou viacerých antiAP proteínov). Nádorové postihnutie je všeobecný 

názov pre skupinu chorôb spôsobených nekontrolovaným množením nádorových buniek 

v najrôznejších telových orgánoch a tkanivách. Vzniká v dôsledku akumulácie mutácií v dôležitých 

regulačných génoch organizmu. Je charakterizované vznikom zhubných (malígnych) buniek, ktoré 

získali schopnosť prenikať do okolitých tkanív (invázia), kde tvoria vzdialené nádory (metastázy). Toto 

je klinická definícia zhubného nádoru. Keďže nádorové ochorenie vzniká akumuláciou genetických 

zmien v bunkových génoch, je logické, že ich s predlžovaním veku pribúda [22]. 

Nádorové bunky sa často vyznačujú vlastnosťami, ktoré poukazujú na poruchy v molekulových dráhach, 

ktoré vedú k prirodzenej apoptóze. Medzi typické poruchy, ktoré sa vyskytujú v nádorových bunkách, 

patria: 

 zvýšená expresia prirodzených inhibítorov apoptózy, ako sú produkty génov Bcl-2 a Bcl-

xL, 

 znížená expresia apoptózu indukujúcich proteínov Bax a Bid, 

 inaktivácia nádorového supresorového génu p53 genetickou mutáciou, 

 inhibícia signálnej dráhy sprostredkovaná rodinou faktorov nádorovej nekrózy (TNF), 

dráhou TRAIL a neprítomnosťou receptora smrti Fas, 

 aktivácia signálnej dráhy AKT/PKB (upregulácia Bcl-2), 

 aktivácia inhibítorov apoptotických bielkovín (IAP) [22]. 
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Záver 

K prežitiu a proliferácii potrebujú malígne bunky prekonať množstvo bariér, ktoré by inak navodili ich 

smrť a preto ovplyvňujú viacero mechanizmov, resp. viacero biochemických dráh súčasne. 

Pravdepodobne všetky typy nádorov majú schopnosť nadobudnúť odolnosť voči programovanej smrti 

bunky. Nádorové bunky získavajú rezistenciu na apoptózu vďaka nadmernej aktivácii antiapoptotických 

proteínov alebo mutáciou, či zníženou aktiváciou proapoptotických proteínov. Vzhľadom na početnosť 

daných spôsobov preklenutia bunkovej smrti sa uvažuje, že látky, ktoré môžu globálne zmeniť 

apoptotickú rezistenciu nám môžu poskytnúť najcennejšie terapeutické výhody liečby rakoviny. Aby sme 

mohli nádorové bunky zacieľovať najefektívnejšie, musíme ďalej objasňovať mechanizmy, ktorými sa 

bunky vyhýbajú apoptotickému programu. 
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Abstrakt 

Napriek tomu, že je magnetická rezonancia (MR) dobre známym neinvazívnym lekárskym nástrojom, 

jej modality a technológie sa ešte stále rutinne nevyužívajú v klinickej onkologickej praxi. Komplexný 

multimodálny súbor špecifických, počítačovo kvantifikovaných MR parametrov mozgového tkaniva 

u pacientov s podozrením na intrakraniálny nádor by mohol poskytnúť presnejšie informácie 

o samotnom nádorovom tkanive. V tomto ohľade sú najviac užitočné protónová a fosforová magnetická 

rezonančná spektroskopia (1H a 31P MRS), relaxometria relaxačného času T2, difúzne-vážená 

magnetická rezonancia (DWI) a dynamicky-kontrastne vážená magnetická rezonancia (DCE MRI). 

Viacjadrová MRS je novodobá medicínska technika umožňujúca neinvazívnu, in vivo analýzu 

biochemických procesov prebiehajúcich v normálnom a patologicky zmenenom tkanive. Relaxometria 

je založená na vyhodnocovaní relaxačného času T2, parametra odzrkadľujúceho mikroštrukturálne 

vlastnosti tkaniva. Zatiaľ čo DCE MRI umožňuje sledovať tkanivovú mikrovaskularitu, ako aj stav 

hematoencefalickej bariéry, DWI vytvára traktografické mapy tkaniva mozgu a zabezpečuje 

monitorovanie jeho nervových dráh. Všetky uvedené sofistikované meracie metodiky spolu 

s vyhodnocovacími postupmi a ich vzájomnou multiparametrickou analýzou môžu byť kľúčovými 

nástrojmi pri diagnostike intrakraniálnych nádorov. 

 

Kľúčové slová: intrakraniálne nádory, 1H a 31P MRS, relaxometria, DWI, DCE MRI 
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Úvod 

Zlatým štandardom v diagnostike intrakraniálnych nádorov je použitie magnetického rezonančného 

zobrazovania (MRI), ktoré môže pomôcť odhaliť prítomnosť nádoru, hoci toto určenie môže byť 

subjektívne a nie vždy presné [1,2]. Existujú však viaceré MR modality, ktoré za účelom kvantifikácie 

MR dát využívajú počítačovo spracovávané matematické algoritmy pre získanie presných hodnôt 

špecifických parametrov charakteristických pre zdravé, ale aj nádorom ovplyvnené mozgové tkanivo. 

Presné počítačové hodnotenie týchto parametrov pomáha odhadnúť vlastnosti vyšetrovaného tkaniva, 

histologický typ či povahu nádoru, ale aj stupeň jeho malignity a tak zvyšujú citlivosť a špecifickosť MR 

vyšetrenia [3,4]. Navyše aplikácia novodobých MR metód vďaka svojej neinvazívnosti umožňuje in vivo 

monitorovanie intrakraniálnych nádorov, čím môže presnejšie slúžiť pri nastavení a hodnotení cielenej, 

personalizovanej terapie [5,6]. Vysoký informatívny prínos a individualizácia terapeutického prístupu by 

mohli mať aj ekonomické vplyvy na úsporu liečiv, farmák a iných zdravotníckych pomôcok. 

 

Magnetická rezonančná spektroskopia 

Protónová magnetická rezonančná spektroskopia (1H MRS) zaznamenávana signál rezonujúcich 

1H jadier v chemických zlúčeninách, ktoré sa prezentujú vo forme metabolických píkov (obr. 1) [2,7]. 

Týmto spôsobom sa neinvazívnou cestou získavajú in vivo informácie o viabilite a funkčnosti neurónov 

(N-acetylaspartát, N-acetyl-aspartyl-glutamát ≈ tNAA) a gliových buniek (myoinozitol ≈ mIns), 

o koncentráciách neurotransmiterov (glutamát ≈ Glu, glutamín ≈ Gln, kyselina y-

aminomaslová ≈ GABA), o prebiehajúcich membránových procesoch (fosfatidylcholín, 

glycerofosfatidylcholín, acetylcholín a voľný cholín ≈ tCho), o nekrotizácii tkaniva (laktát ≈ Lac, 

lipidy ≈ lip, makromolekuly ≈ MM), ako aj o bunkovom energetickom metabolizme (kreatín 

a fosfokreatín ≈ tCr) [1,7]. Zmenené koncentrácie niektorých metabolitov mozgu boli v rôznych štúdiách 

detegované pomocou 1H MRS, pričom bola aj deklarovaná ich súvislosť s patologickými procesmi 

v mozgovom tkanive, a to dokonca skôr, než došlo k markantným prejavom ochorenia [3,5,6]. Naprieč 

odbornou literatúrou sa dokonca uvádza, že pomocou 1H MRS je možné jednoznačne rozlíšiť niektoré 

histologické typy a stupne malignity intrakraniálnych nádorov [2,3,4,6]. 

Fosforová magnetická rezonančná spektroskopia (31P MRS) umožňuje vyhodnocovanie 

metabolických píkov tých zlúčenín, ktorých funkčné skupiny obsahujú rezonujúce jadro fosforu 31P [3,4]. 

Je tak možné vyšetriť hladiny dôležitých mozgových metabolitov (obr. 1) vrátane energetických 

markerov (fosfokreatín ≈ PCr, anorganický fosfát ≈ Pi, adenozín trifosfáty ≈ α-β-γ-ATP), metabolitov 

syntézy (fosfomonoestery ≈ PME) a degradácie membránových fosfolipidov (fosfodiestery ≈ PDE) 

[8,9,10]. To, že 31P MRS je vhodným onkologickým nástrojom, bolo prezentované už v mnohých 

štúdiách, ktoré dokazujú, že v nádorovom tkanive mozgu je možné pozorovať narastajúcu proliferáciu 

buniek (zvýšené hladiny PME, PDE), ako aj zvýšenú energetickú náročnosť tkaniva (nárast koncentrácií 

ATP a Pi, klesajúce hladiny PCr) a v neposlednom rade prítomnosť anaeróbneho metabolizmu 

(alkalické intracelulárne a acidické extracelulárne pH) [10,11]. 
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Obr. 1 Neinvazívne vyšetrenie intrakraniálneho nádoru in vivo pomocou 1H a 31P MRS umožňuje 

analyzovať zmeny špecifických metabolitov tkaniva mozgu. Tieto spektrá boli zmerané na 1,5 Teslovom 

MR skeneri Siemens Magnetom a vyhodnotené pomocou softvérov LCModel (v.6.2-1L) v prípade 1H 

MRS a jMRUI (v.5.0-219) v prípade 31P MRS. 

 

Relaxomeria 

Relaxometria je založená na mapovaní charakteristického relaxačného času T2, ktorý odráža 

pohyblivosť a chemické prostredie analyzovanej štruktúry tkaniva mozgu [12,13]. Táto neinvazívna 

metóda umožňuje in vivo vyšetrenie tkanivovej mikroštruktúry, intra- a extracelulárneho objemu vody 

[13,14], pričom pre jednotlivé MR rezy tkanivom vypočítava charakteristické parametrické mapy, či 

znázorňuje konkrétne hodnoty vo zvolenom vyšetrovanom bode (obr. 2) [13,15]. V odbronej literatúre 

sa často udávajú prináležiace rozmedzia hodnôt relaxometrických parametrov pre jednotlivé typy 

intrakraniálnych nádorov, dokonca v rozličných stupňoch malignity, jednoznačne ich odlišujúcich od 

zdravého mozgového tkaniva [14,15,16]. 

 
 

 

 

Obr. 2 Neinvazívne vyšetrenie 

intrakraniálneho nádoru in vivo 

pomocou realxometrie (T2 

mapovanie) umožňuje analyzovať 

bunkovú hustotu a tkanivovú 

mikroštruktúru. Tieto MR-dáta boli 

zmerané na 1,5 Teslovom MR 

skeneri Siemens Magnetom 

a vyhodnotené pomocou progra-

mového prostredia Matlab. 
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Vážená magnetická rezonancia 

Difúzne-vážené MRI (DWI) predstavuje techniku vyhodnocovania citlivých zmien intenzity signálu v 

tkanive spôsobených difúznym pohybom molekúl vody v mikroštruktúrach mozgu. Bolo dokázané, že 

na základe DWI je možné identifikovať intrakraniálne nádory z dôvodu typicky zvýšenej celularity tkaniva 

a tým aj spomalenia pohybu molekúl vody [4,17]. Pri DWI meraní vykonávanom vo viacerých smeroch 

naprieč vyšetrovaným tkanivom sa získavajú špecifické parametre odzrkadľujúce veľkosť a hustotou 

buniek (zjavný difúzny koeficient ≈ ADC), ale aj priestorovú organizáciu tkaniva (frakčná 

anizotropia ≈ FA), ktoré sú často prezentované v podobe vizualizácie dráh axónov v mozgovom tkanive 

(traktografia/difúzne tenzorové zobrazenie ≈ DTI) [2,13,17]. Ukázalo sa, že hodnoty ADC a FA 

prispievajú k identifikácii nádorového procesu, rovnako ako DTI umožňuje určiť polohu nádoru (obr. 3) 

[18,19]. 

Dynamicky-kontrastne vážené MRI (DCE MRI) je séria trojdimenzionálnych T1 vážených MR snímok 

meraných pred a po intravenóznom podaní kontrastnej látky na báze gadolínia, ktorého paramagnetické 

vlastnosti spôsobujú skrátenie relaxačného času T1 [6,20]. Na základe tohto fyzikálneho prejavu je 

možné pomocou DCE MRI diferencovať štruktúry, v ktorých dochádza k akumulácii kontrastnej látky 

z dôvodu zvýšenej vaskulatúry tkaniva, či narušenej hematoencefalickej bariéry [4,20,21]. Namerané 

kontrastne dynamické údaje sa zaznamenávajú vo forme kinetických kriviek (obr.3) pričom je možné 

získať fyzikálne parametre popisujúce tkanivovú angiogenézu [22,23]. DCE MRI tak prináša poznatky 

o tkanivových farmakokinetických a fyziologických vlastnostiach ako je perfúzia, stav 

hematoencefalickej bariéry, mikrovaskulatúra alebo priepustnosť ciev [23,24]. 

 

Obr. 3 Neinvazívne vyšetrenie intrakraniálneho nádoru in vivo pomocou DWI a DCE MRI umožňuje 

analyzovať stav hematoencefalickej baiéry a mikrovaskularitu tkaniva. Tieto MR-dáta boli zmerané na 

1,5 Teslovom MR skeneri Siemens Magnetom a vyhodnotené pomocou programového prostredia 

Matlab. 

 

Záver 

Rozličné modality MR sú celosvetovo uznávané neinvazívne klinické metódy ktoré sa postupne 

integrujú do lekárskej praxe a to predovšetkým v neurológii, neurochirurgii, ale aj onkológii. Poskytujú 

jedinečnú anatomickú, morfologickú a biochemickú analýzu zdravého, ale aj nádorového tkaniva čím 
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napomáhajú k presnejšej lokalizácii, podrobnejšej diagnostike, ale aj monitorovaniu inktrakraniálnych 

nádorov. 
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Abstrakt 

Multiformný glioblastóm (GBM) je najagresívnejší malígny nádor mozgu s veľmi zlou prognózou 

a limitovanou odpoveďou na dostupnú terapiu. Doba prežívania pacientov je krátka, len 5% pacientov 

prežije viac ako 3 roky od diagnostikovania ochorenia. Nádor sa vyznačuje vysokou heterogenitou, jeho 

patogenéza zahŕňa početné mutácie v niektorých kritických signálnych dráhach zúčastňujúcich sa 

v procese angiogenézy, delení a prežití bunky. Preto pochopenie molekulárnych mechanizmov, ktoré 

sú základom agresívneho správania tumoru, môže viesť k lepšiemu manažmentu, vhodným terapiám a 

z toho vyplývajúcim úspešným výsledkom. V tomto článku sa zaoberáme vybraným signálnym 

molekulám a ich inhibítormi so súčasným využitím v personalizovanej liečbe. 

 

Kľúčové slová: glioblastómy, cielená terapia, signálne dráhy 
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Úvod  

Multiformný glioblastóm (GBM) je najrozšírenejšou formou primárneho mozgového nádoru a jedna z 

najsmrteľnejších a najnáročnejších ľudských malignít [1]. Tento najbežnejší gliálny nádor je asociovaný 

so zlou prognózou, priemerná doba prežívania pacientov s GBM je 12 – 15 mesiacov od 

diagnostikovania tumoru [2]. GBM sú klasifikované ako primárne a sekundárne podtypy na základe 

klinického prejavu a vlastností, hoci na histologickej úrovni sú nerozoznateľné [1]. V 95% 

diagnostikovaných prípadoch ide o primárny GBM vznikajúci de novo [3]. Primárne GBM postihujú 

prevažne starších ľudí (priemerný vek 64 rokov) [1]. Sekundárne GBM vznikajú z astrocytómov 

s nízkym stupňom malignity a vyskytujú sa prevažne u pacientov mladších ako 45 rokov. Štandardná 

liečba je paliatívna, pozostáva z kombinácie chirurgického zákroku, rádioterapie a chemoterapie 

Temozolomidom [4]. Napriek agresívnej terapií rýchlo dochádza ku smrti pacienta [5]. Preto je hľadanie 

nových molekulárnych cieľov a výskum terapeutík kritický. Vďaka programu The Cancer Genome Atlas 

(TCGA) boli identifikované genetické mutácie vyskytujúce sa vo  väčšej či menšej miere u 

glioblastómových nádorových buniek a to vo viacerých dráhach, pričom ku najvýznamnejším  radíme 

signalizáciu sprostredkovanú tyrozínkinázovými receptormi (RTK) a reguláciu bunkového cyklu 

proteínmi p53 a retinoblastomovým proteínom (pRB) [6]. Komponentom spomenutých dráh je 

momentálne venované veľké úsilie pri navrhovaní cielených terapií. 

 

Tyrozínkinázové receptory 

Tyrozínkinázové receptory (RTK) sú na povrch viazané receptory pre rastové faktory, hormóny, cytokíny 

a iné extracelulárne signálne molekuly. Po interakcií s ligandom aktivujú svojou kinázovou aktivitou dve 

hlavné downstream signálne dráhy Ras/MAPK/ERK a Ras/PI3K/AKT, ktoré regulujú bunkovú 

proliferáciu, diferenciáciu, angiogenézu a prežívanie buniek [7]. Z tohto dôvodu patria medzi sľubné 

ciele pre protinádorovú terapiu [5]. Do rodiny tyrozínkinázových receptorov patrí napr. receptor pre 

epidermálny rastový faktor (EGFR), receptor pre vaskulárny endoteliálny rastový faktor (VEGFR), 

receptor pre rastový faktor odvodený od trombocytov (PDGFR), receptor pre hepatocytický rastový 

faktor (c-MET/HGFR), receptor pre fibroblastový rastový faktor (FGFR) alebo receptor pre inzulínu 

podobný rastový faktor 1 (IGF-1R). 

 

Molekuly inhibujúce kinázovú aktivitu receptora 

Mnoho látok v kontexte liečby multiformného glioblastómu cieli práve na kinázovú aktivitu RTK. Radíme 

medzi ne Erlotinib, ktorý inhibuje tyrozínkinázový receptor EGFR tým, že sa viaže na monomér 

receptora a zabraňuje autofosforylácii [8]. Táto látka bola testovaná vo viacerých klinických štúdiách 

fázy II zameraných na monoterapiu Erlotinibom u pacientov s GBM a v kombinácií s Temozolomidom 

u pacientov s práve diagnostikovaným GBM [8, 9]. Dvojkombinácia liečiv bola pacientmi pomerne dobre 

tolerovaná, terapia dokonca viedla k vyššej miere prežívania [8]. Monoterapia u pacientov 

s rekurentným GBM sa ale ukázala ako neúčinná [9]. Gefitinib (ZD1839/Iressa), taktiež inhibítor EGFR, 

zvýšil mieru rádiosenzitivity u nádorových buniek U251 in vitro [10]. Počas druhej fázy klinických testov 

sa však nepreukázalo celkové zlepšenie stavu pacientov s práve diagnostikovaným GBM oproti doteraz 

známej liečbe [11].  
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AEE788 a Vandetanib sú inhibítormi tyrozínkináz EGFR a VEGFR. Ďalšie štúdie na AEE788 boli 

ukončené z dôvodu vysokej toxicity a minimálneho príspevku v liečbe rekurentného multiformného 

glioblastómu [12]. Naopak Vandetanib v kombinácií s inhibítormi histónových deacetyláz (HDACI) 

inhiboval proliferáciu GBM buniek in vitro [13]. Štúdie fázy II klinických výskumov nepreukázali pozitívny 

efekt v liečbe GBM, preto bol ďalší výskum taktiež ukončený [14, 15]. Vatalanib a Cediranib sú 

inhibítormi VEGFR. Vatalanib (PTK787) ako inhibítor VEGFR bol veľmi dobre tolerovaný, no mal 

minimálny účinok na regresiu nádoru [16]. Vo fáze III klinických testov sa nepreukázal pozitívny vplyv 

Cediranibu (AZD2171) ako monoterapie ani v kombinácií s Lomustínom na inhibíciu rastu nádorov 

u pacientov [17]. Predklinické testy však naznačili súvislosť medzi použitím Cediranibu s rádioterapiou 

a normalizáciou nádorových ciev. Na základe týchto zistení je skúmanie synergie chemorádioterapie 

a Cediranibu už v druhej fáze klinických testov [18].  

Sunitinib, inhibítor viacerých tyrozínkináz (PDGFR-α/β, VEGFR 1-3, KIT, RET, FLT3 a CSF1R), nebol 

v klinických testoch ako monoterapia účinný, u pacientov nastala progresia ochorenia napriek terapií 

[19, 20]. Tyrozínkinázové receptory PDGFR-α/β, Brc-Abl, c-FMS a c-KIT môžu byť atakované použitím 

inhibítora Imatinib (Gleevec/ST1571), ktorý v klinických testoch fázy II v menšej miere preukázal 

prospešný účinok u pacientov s GBM [21]. Zato ošetrenie glioblastómových buniek Tyrphostínom (AG-

1296), taktiež inhibítorom viacerých tyrozínkináz, in vitro znížilo ich životaschopnosť [22]. V 

predklinických in vivo testoch sa na xenograftickom myšacom modeli protinádorový účinok len potvrdil. 

Lenvatinib (E7080) a Nintedanib sú inhibítormi VEGFR, FGFR a PDGFR. Oba lieky boli testované 

v druhej fáze klinických aplikácií [23, 24]. Len Lenvatinib mal mierne pozitívny účinok pre pacientov 

s GBM, terapia však bola spojená s vysokou toxicitou Lenvatinibu. PD173074, ďalší multiinhibítor 

tyrozínkináz FGFR a VEGFR mal v in vitro testoch tumorostatický efekt, čo sa však musí potvrdiť v 

ďalších klinických testoch [25].  

Foretinib a SGX-523 sú molekuly inhibujúce tyrozínkinázu HGFR/ c-MET in vitro a protinádorový účinok 

vykazovali aj v in vivo testoch na xenograftickom myšacom modeli [26, 27].  

PQ401, GSK1838705A, PPP (Pikropodofilín/AXL1717) a NVP-AEW541 sú inhibítormi tyrozínkinázy 

IGF-1R, ktorých inhibičný účinok bol potvrdený v predklinických testoch in vitro, v prípade terapie 

pomocou GSK1838705A a PPP aj in vivo na zvieracích modeloch [28, 29, 30, 31].  PPP v prvej fáze 

klinických testov vykazoval tumorostatický účinok u 44% pacientov [32]. BMS-536924 je ATP 

kompetitívny inhibítor IGF-1R/IR, ktorý má v in vitro podmienkach protinádorový účinok na bunky 

rezistentné voči  Temozolomidu [32].  

Tieto molekuly boli študované ako potenciálne liečivá u rôznych typov nádorov (tab. 1), vykazovali 

odlišnú účinnosť a iba málo molekúl bolo vhodných na ďalšie testovanie [5]. 

 

Monoklonálne protilátky voči RTK extracelulárnej doméne 

Okrem kinázovej domény je ďalším z možných cieľov extracelulárna doména priamo interagujúca 

s ligandom [5]. Molekuly brániace väzbe ligandu na receptor nádorovej bunky zabraňujú kontinuálnej 

aktivácií kinázovej aktivity receptora [33]. Monoklonálna protilátka Cetuximab interaguje s EGFR, 

zabraňuje spusteniu signálnej dráhy a limituje zhubnosť nádoru [34]. Cetuximab bol testovaný ako 

záchranná terapia v prípadoch, kedy zlyhal chirurgický zákrok, rádioterapia aj chemoterapia. Terapiu 
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pacienti znášali dobre, avšak aktivita protilátky bola v klinických testoch fázy II minimálna. 

Onartuzumab je schopný inhibovať činnosť HGFR/c-MET. V in vivo myšacom modeli lokálna liečba 

spôsobila takmer úplnú inhibíciu rastu glioblastómu [35]. Mechanizmus inhibície zahŕňa antiproliferačné, 

antiangiogénne a proapoptotické účinky. V klinických testoch fázy II sa však nepreukázal klinický prínos 

Onartuzumabu na terapiu Bevacizumabom [37]. Pri terapií protilátkami je kritická ich veľkosť [36]. Len 

malé percento z pôvodnej dávky je schopné prekonať hematoencefalickú bariéru a dostať sa priamo na 

želané miesto účinku [5]. Riešením môžu byť bišpecifické protilátky interagujúce s transportným 

systémom a následne s nádorom. Protilátky viažuce sa na transferínový receptor boli už úspešne 

testované na myšiach a primátoch [37]. 

 

Molekuly cielené proti ligandom RTK 

Niektoré protilátky fungujú aj ako vychytávače ligandov, čím zabraňujú aktivácií receptorov (Tab.1). 

Aflibercept vychytáva VEGF (ligand pre VEGFR). U pacientov s GBM však ako monoterapia vykazoval 

minimálnu inhibičnú aktivitu [38]. Predklinické štúdie však naznačili možnú synergickú aktivitu 

rádioterapie a terapie Afliberceptom [39]. Rilotumumab vyväzuje ligand HGF a bráni interakcií 

s receptorom HGFR/c-MET. Dvojkombinácia temozolomid-Rilotumumab výrazne inhibovala rast 

glioblastómových buniek U87MG in vitro [40]. Počas klinických testov však u pacientov ako monoterapia 

nemal skoro žiadny účinok [41]. Hoci je vychytávanie ligandov a znemožnenie aktivity receptorov jednou 

z ciest boja proti GBM, tento spôsob nie je najvhodnejší [5]. V dôsledku mutácií sa receptory môžu stať 

kontinuálne aktívnymi, bez potreby ligandom sprostredkovanej aktivácie. V tom prípade je terapia 

neúčinná. 

Komponenty signálnych dráh sprostredkovaných tyrozínkinázovými receptormi 

Fosfatidylinozitol-3-kináza 

Fosfatidylinozitol-3-kináza (PI3K) je enzým zúčastňujúci sa regulácie bunkového cyklu, proliferácie 

a apoptózy [5]. Veľké percento glioblastómových buniek má mutáciu práve v géne pre PI3K. Látky 

inhibujúce PI3K dokázali svoju aktivitu in vitro na bunkách a in vivo na myšacích modeloch, no ich prínos 

v terapií pacientov s GBM musí byť testovaný a dokázaný v klinických štúdiách. PX-866 (Sonolisib) je 

ireverzibilný inhibítor PI3K, ktorý inhiboval angiogenézu a invazívnosť GBM buniek, dokonca zapríčinil 

zastavenie bunkového cyklu v podmienkach in vitro [42]. V klinickom teste fázy II sa ale nezabránilo 

progresií ochorenia až u 73% pacientov [43]. 

 

mTOR 

V klinických testoch bol na GBM testovaný účinok viacerých mTor inhibítorov a to s rôznymi výsledkami. 

Napríklad Temsirolimus v klinickej fáze II nemal žiadny vplyv na GBM [44]. Zato AZD2014 (Vistusertib) 

zvýšil citlivosť glioblastómových kmeňových buniek na rádioterapiu in vitro aj in vivo [45]. 

 

Ras proteín atakovaný aminobisfosfonátmi 

Ďalším z možných cieľov pre terapiu GBM je Ras proteín. Ako efektor viacerých signálnych dráh sa 

podieľa na stimulácií proliferácie a diferenciácie. Onkogénne bodové mutácie v troch ľudských Ras 

génoch boli detegované vo veľkej škále nádorových ochorení, v GBM len minimálne [6, 46]. Väčšina 
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glioblastómov však vykazuje zvýšené hladiny Ras-GTP, aktívnej formy Ras proteínu, čo zabezpečuje 

jeho aberantnú aktivitu [47]. Aminobisfosfonáty sú látky so sľubným protinádorovým účinkom tým, že 

inhibujú farnezyláciu Ras proteínu, a tak zabraňujú jeho downstream Ras-GTPázovej aktivite [48]. 

Kyselina zoledrónová (ZOC) je aminobisfosfonát s protinádorovým účinkom používaný na liečbu 

metastáz v kostiach [49].  

Na liečenie mozgových nádorov je však potrebné prekonanie hematoencefalickej bariéry. Problém 

doručenia látky priamo do nádoru bez chirurgického zákroku riešia nanočastice Tf-PLCaPZ [50]. Sú 

ligované s transferínom a dokážu tak interagovať s receptorom pre transferín. ZOC zbalená do Tf-

PLCaPZ je prenesená cez hematoencefalickú bariéru transferínom sprostredkovaným transportom. 

V predklinických testoch sa dokázal dôležitý účinok Tf-PLCaPZ in vitro aj in vivo [50, 51]. Tieto 

vynikajúce výsledky musia byť potvrdené v klinických testoch, no sú nádejnou terapiou GBM (tab. 1). 

 

Proteínkináza C  

Proteínkináza C (PKC) je enzým podieľajúci sa na rôznych mechanizmoch bunkovej odpovede: 

regulácií génovej expresie, sekrécií proteínov, zápalovej odpovedi aj na bunkovej proliferácií. 

Enzastaurín, inhibítor PKCβ v klinických testoch fázy I a II v porovnaní s alkylačným 

chemoterapeutikom Lomustínom (fáza III, rekurentný GBM) nevykazoval lepšie výsledky [52]. 

 

Tumor supresory p53 a pRB 

P53 a pRB signálne dráhy sú ovplyvnené vo veľkom množstve nádorov vrátane GBM. Až 87% GBM 

má ovplyvnenú p53 dráhu s mutáciami alebo deléciami priamo v géne pre p53 v 28-35% a 78% pRB 

dráhu s deléciami alebo mutáciami v géne pre pRB v 7,6-11% [6]. Kvôli dôležitosti týchto proteínov 

v patogenéze GBM bolo nutné nájsť spôsob ako obnoviť prítomnosť neporušeného a aktívneho proteínu 

v GBM. SGT-53 je nanokomplex, ktorý do glioblastómových nádorových buniek doručí wild-type p53 

[53]. Tento postup bol úspešne aplikovaný na GBM bunky rezistentné voči temozolomidu in vivo aj in 

vitro. Ako alternatíva transportu sa môže využiť doručenie wild-type p53 do nádorových buniek pomocou 

vírusov. V klinickej fáze I sa testuje Ad-p53, ide o adenovírus, ktorý do nádorových buniek doručí p53, 

čím spôsobí  apoptózu transfekovaných nádorových buniek [54]. PD0332991 (Palbocilib) je inhibítor 

Cdk4/6 a tak inhibuje downstream inhibíciu pRB. V predklinických testoch Palbocilib inhiboval rast 

myšacieho nádoru v in vivo podmienkach [55]. 

 

O6-metylguanín-DNA metyltransferáza 

O6-metylguanín-DNA metyltransferáza (MGMT) je zodpovedná za rezistenciu nádorových buniek na 

Temozolomid (metyluje DNA). MGMT odštiepi metyl naviazaný na guaníne, viaže ho na cysteín vo 

svojom aktívnom mieste, a tak sa nevratne inaktivuje [56]. O6-benzylguanín je látka, ktorá blokuje 

aktívne miesto enzýmu práve interakciou s cysteínom a tak ho inaktivuje [57]. Na predklinických 

myšacích modeloch O6-benzylguanín zosilnil účinok Temozolomidu a Carmustínu, s ktorými bol 

podávaný, no tento efekt sa nepotvrdil na pacientoch s GBM rezistentným voči Temozolomidu [57, 58].  
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Tabuľka 1: Príklady inhibítorov tyrozínkinázových receptorov testovaných na GBM 

Tyrozínkinázový 
receptor 

Molekulárny 
cieľ 

Inhibítor Klinické testy Výsledky klinických testov 

EGFR EGFR 

Erlotinib 

(Tarceva) 

 

Fáza II, novo 

diagnostikovaný 

a rekurentný GBM 

 

monoterapia bez účinku 

dvojkombinácia 

s Temozolomidom vyššia miera 

prežívania pacientov 

  
Gefitinib 

(ZD1839/Iressa) 

Fáza II, novo 

diagnostikovaný GBM 

bez účinku v porovnaní 

s používanou liečbou 

 
EGFR a 

VEGFR 

AEE788 

(Everolimus) 
Fáza I, rekurentný GBM bez účinku, vysoká toxicita 

 

EGFR a 

VEGFR-2 

 

Vandetanib 

(ZD6474) 

 

Fáza II, novo 

diagnostikovaný GBM  

Fáza I/II, rekurentný GBM 

minimálny účinok 

 

extracelulárna 

doména 

EGFR  

Cetuximab 

(Erbitux) 

 

Fáza I/II, novo 

diagnostikovaný 

a rekurentný GBM 

 

NCT02861898, NCT02800486, 

NCT01884740 

 

VEGFR VEGFR 
Vatalanib 

(PTK787) 

Fáza I, novo 

diagnostikovaný GBM 
minimálny účinok 

 VEGFR-2 
Cediranib 

(AZD2171) 

Fáza III, rekurentný GBM 

v kombinácií 

s Lomustínom 

bez účinku 

 

VEGFR, 

PDGFR, 

FLT1, 

FLT1/KDR, 

FLT3 a RET 

kinázy 

Sunitinib 

 

 

Fáza II, novo 

diagnostikovaný 

a rekurentný GBM 

 

 

NCT02928575 

 

 

 
PGFR, FGFR 

a VEGFR 

Nintedanib 

(BIBF11220) 
Fáza II, rekurentný GBM bez účinku 

 VEGF Aflibercept Fáza II, rekurentný GBM minimálny účinok 

PDGFR 

PDGFRα, 

PDGFRβ, 

Bcr-Abl, c-

FMS a c-KIT 

Imatinib mesylát 

(Gleevec/ST1571) 

Fáza I/II, rekurentný GBM 

 

pozitívny účinok 

 

 

PDGFRα, 

PDGFRβ, c-

KIT, BEK, 

FMS 

podobná 

tyrozínkináza 

3 

Tyrphostín 

 

 

- 

 

 

- 

 

 

 

VEGFR, 

FGFR a 

PDGFR 

Lenvatinib 

(E7080) 
Fáza II, rekurentný GBM minimálny účinok, toxicita 

HGFR/c-MET 
c-MET 

a VEGFR-2 
Foretinib - - 

 c-MET SGX-523 - - 

 HGF 
Rilotumumab 

(AMG102) 
Fáza II, rekurentný GBM monoterapia bez účinku 

 

extracelulárna 

doména c-

MET 

Onartuzumab 

 

Fáza II, rekurentný GBM 

 

bez účinku 

 

FGFR 
FGFR, 

VEGFR 
PD173074 - - 

IGF-1R IGF-1R PQ401 - - 

  GSK1838705A - - 

  PPP (AXL1717) Fáza I, rekurentný GBM tumorostatický účinok 

  NVP-AEE541 - - 

 IGF-1R/IR BMS-536924 - - 

 

https://clinicaltrials.gov/show/NCT02861898
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Záver 

Multiformný glioblastóm je ochorenie náročné a veľmi zle odpovedajúce na súčasnú liečbu, z čoho 

vyplýva nepriaznivá prognóza pre pacientov trpiacich touto diagnózou. Genomické analýzy odhalili 

dysreguláciu veľkého počtu kľúčových signálnych dráh, na ktoré môžu cieliť nové terapeutiká. Na ich 

výskume je ale potrebné neustále pracovať. Účinnosť inhibície jednotlivých komponentov pomocou 

malých molekúl alebo protilátok je rôzna. Solídne tumory sú charakterizované vysokým stupňom 

heterogenity, preto je zasahovanie viacerých dysregulovaných dráh súčasne a na rôznych úrovniach 

žiaduce. Súbežné podávanie látok s rôznym účinkom môže výrazne zvýšiť účinnosť terapie. Táto 

stratégia je však náročná z farmakokinetického a farmakodynamického pohľadu. Ďalším problémom je 

prekonanie hematoencefalickej bariéry. Terapeutiká, ktoré vykazujú sľubné výsledky in vitro zlyhávajú 

v klinických testoch. Riešením môže byť transport menších molekúl pomocou nanočastíc, interakciou 

protilátok s ligandom pre membránový receptor alebo technikou cieleného ultrazvuku a mikrobublín [50, 

59]. Tieto techniky by mohli zvýšiť koncentráciu terapeutík v prostredí nádoru a zvýšiť tak ich účinok. 

Imunoterapia je ďalšou z možností, mnohé vstupujú do klinických testov s dobrými predklinickými 

výsledkami [60]. S novými terapiami prichádza nádej pre liečbu GBM. 
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Abstrakt 

Vitamín C patrí medzi esenciálne látky, ktoré získava ľudský organizmus len zo stravy. Okrem jeho úloh 

v metabolizme neurotransmiterov, syntézy kolagénu a antioxidantu sa v súčasnosti dostáva do 

pozornosti aj jeho schopnosť spolupodieľať sa na epigenetickej regulácii génovej expresie. Ako jeden 

z kofaktorov 2-oxoglutarát-závislých dioxygenáz, medzi ktoré patria aj TET enzýmy, sa vitamín C 

spolupodieľa na tvorbe 5-hydroxymetylcytozínu a tým reguluje metylačný stav DNA. Pre nádorové 

bunky je charakteristický pokles zastúpenia 5-hydroxymetylcytozínu v ich genóme, ktorý koreluje 

s poklesom enzymatickej aktivity TET enzýmov a vnútrobunkovej koncentrácie vitamínu C. Aplikácia 

vitamínu C a s ňou spojený nárast vnútrobunkovej koncentrácie vitamínu C iniciuje obnovenie aktivity 

TET enzýmov a tvorbu 5-hydroxymetylcytozínov, ako aj smrti nádorových buniek. 

 

Kľúčové slová: vitamín C, 5-hydroxymetylcytozín, TET, epigenetická regulácia, onkologické 

ochorenia 
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Úvod  

 

Vitamín C, tiež známy ako kyselina L-askorbová, je vo vode rozpustný vitamín, ktorý je prirodzene 

prítomný v niektorých potravinách a tiež dostupný ako výživový doplnok. Pre ľudský organizmus, na 

rozdiel od väčšiny živočíchov, je vitamín C esenciálny a preto je základným diétnym komponentom [1]. 

V ľudských bunkách je vitamín C nezastupiteľný ako kofaktor potrebný na biosyntézu kolagénu, L-

karnitínu a niekoľkých neurotransmiterov. Naviac, vitamín C sa tiež spolupodieľa na metabolizme 

bielkovín [1, 2] a regulácie aktivity transkripčných faktorov rodiny HIF, ako aj modulácie epigeneticky 

regulovanej expresie génov prostredníctvom spoluúčasti na oxidačnej demetylácii DNA a histónov [3]. 

Vitamín C je tiež dôležitým fyziologickým antioxidantom [3] a ukázalo sa, že regeneruje ďalšie 

antioxidanty v tele, vrátane alfa-tokoferolu [4]. 

Okrem biosyntetických a antioxidačných funkcií má vitamín C dôležitú úlohu v regulácii imunitnej 

odpovedi [4] a svojimi redukčnými vlastnosťami prispieva k vstrebávaniu nehémového železa z potravy 

[5]. Nedostatočný príjem vitamínu C je príčinou skorbutu, ktorý je charakterizovaný únavou alebo 

zmenenou náladou, rozsiahlou slabosťou spojivového tkaniva a krehkosťou kapilár [1, 2, 4, 6 – 9]. 

Orálny príjem vitamínu C ovplyvňuje jeho bunkovú a plazmatickú koncentráciu, pričom jeho celková 

koncentrácia v organizme je regulovaná prostredníctvom jeho absorpcie a exkrécie. Približne 70 až 

90 % vitamínu C sa absorbuje pri jeho príjme 30-180 mg/deň. Avšak pri dávkach vyšších ako 1 g / deň 

klesne absorpcia na menej ako 50 % [4]. Výsledky farmakokinetických štúdií naznačujú, že perorálne 

dávky 1,25 g / deň kyseliny askorbovej produkujú priemerné maximálne koncentrácie vitamínu C v 

plazme 135 μmolov/l, ktoré sú približne dvojnásobne vyššie ako koncentrácie produkované 

konzumáciou 200-300 mg/deň kyseliny askorbovej zo stravy bohatej na vitamín C [10].  

Celkový fyziologický obsah vitamínu C v organizme sa pohybuje od 300 mg až po približne 2 g [4]. 

Vysoké hladiny vitamínu C sú udržiavané v bunkách a tkanivách, a to hlavne v leukocytoch, v očiach, 

v nadobličkách, v bunkách hypofýzy a mozgu. Naproti tomu, koncentrácia vitamínu C je nízka 

v červených krvinkách a extracelulárnych tekutinách, ako sú plazma a sliny [4]. 

 

Význam vitamínu C v prevencii rakoviny 

Výsledky epidemiologických štúdií poukazujú na skutočnosť, že zvýšená konzumácia ovocia a zeleniny 

je spojená so znížením rizika vzniku väčšiny typov rakoviny. Predpokladá sa, že tento efekt je aj 

dôsledkom ich vysokého obsahu vitamínu C [1, 2]. Vitamín C môže obmedziť tvorbu karcinogénov in 

vivo [2, 11], moduluje imunitnú odpoveď [2, 4] a prostredníctvom svojich antioxidačných vlastností sa 

môže spolupodieľať na zmenšení oxidačného poškodenia biomolekúl [1]. Výsledky väčšiny prípadových 

štúdií potvrdzujú inverznú súvislosť medzi príjmom vitamínu C a rakovinou pľúc, prsníka, hrubého čreva 

alebo konečníka, žalúdka, ústnej dutiny, hrtanu alebo hltanu a pažeráka [2, 4, 12, 13, 14]. Naopak, 

pokles plazmatickej koncentrácie vitamínu C bol pozorovaný u pacientov s nádorovými ochoreniami pri 

porovnaní so zdravými jedincami [2]. 

Na druhej strane je potrebné tiež poznamenať, že niekoľko epidemiologických štúdií, pri ktorých bol ako 

doplnok stravy použitý buď samotný vitamín C, alebo spolu s inými mikroživinami, nepriniesol žiadny 

prínos v prevencii rakoviny [15 – 23]. Podstatné obmedzenie pri interpretácii výsledkov mnohých z 

týchto štúdií spočíva v tom, že neboli stanovované koncentrácie vitamínu C pred alebo po podaní v krvi 

sledovaných osôb. Plazmatické a tkanivové koncentrácie vitamínu C sú u ľudí prísne kontrolované. Pri 

dennej dávke 100 mg alebo vyššej sa zdá, že bunky sú nasýtené a pri príjme najmenej 200 mg sa 

plazmatické koncentrácie zvyšujú len nepatrne [2, 10, 12, 15, 20]. Ak by sa koncentrácie vitamínu C u 

subjektov už pri vstupe do štúdie blížili k nasýteniu, dalo by sa očakávať, že dodatočná dávka vitamínu 

C už nebude mať žiadny vplyv na sledovaný parameter [12, 24, 25, 26]. 

 

Liečba rakoviny 

V 70. rokoch štúdia Cameron, Campbell a Pauling naznačovali, že vysoká dávka vitamínu C má 

priaznivý vplyv na kvalitu života a prežitie u pacientov s terminálnou rakovinou [27, 28]. Niektoré 

následné štúdie - vrátane randomizovanej, dvojito zaslepenej, placebom kontrolovanej klinickej štúdie 

[29] - nepodporili tieto zistenia. V uvedenej štúdii pacienti s pokročilým kolorektálnym karcinómom, ktorí 
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užívali denne 10 g vitamínu C, nemali lepšie výsledky ako pacienti užívajúci placebo. Taktiež výskum 

vykonaný v roku 2003, ktorý hodnotí účinky vitamínu C u pacientov s rakovinou v pokročilom štádiu, 

nepreukázal žiaden protektívny prínos užívania vitamínu C pri vyhodnotení celkovej úmrtnosti [23]. 

Rozdiel v účinku vitamínu C môže byť dôsledkom spôsobu jeho podávania. Zatiaľ čo Cameron a jeho 

kolegovia používali kombináciu orálneho a intravenózneho podávania, v ostatných štúdiách bol vitamín 

C užívaný perorálne. Perorálne podávanie vitamínu C, dokonca aj vo veľmi veľkých dávkach, môže 

zvýšiť koncentráciu plazmatického vitamínu C maximálne len na 220 μmol/l, zatiaľ čo intravenózne 

podávanie môže vyvolať nárast plazmatickej koncentrácie až na hodnotu 26 000 μmol/l [30, 31]. 

Milimolárne koncentrácie vitamínu C sú selektívne cytotoxické pre nádorové bunky in vitro [1, 32]. 

Výskum na myšiach naznačuje, že intavenózne podávanie vitamínu C môžu napomôcť s liečbou ťažko 

liečiteľných nádorov [33]. Vysoká koncentrácia vitamínu C môže pôsobiť ako prooxidant a vytvára 

peroxid vodíka, ktorý má selektívnu toxicitu voči rakovinovým bunkám [33 – 35]. Na základe týchto 

zistení a niekoľkých prípadových správ o pacientoch s pokročilým karcinómom, ktorí mali po 

intravenóznom podaní vysokej dávky vitamínu C pozoruhodne dlhú dobu prežitia [3, 30, 33, 36]. 

 

Vitamín C a syntéza 5-hydroxymetylcytozínu 

Popri genetických a environmentálnych faktoroch sú tiež poruchy v epigeneticky regulovanej génovej 

expresii považované za jednu z hlavných príčin vzniku nádorových ochorení [37]. V rámci procesov 

spolupodieľajúcich sa na epigenetickej regulácii, sú metylačné modifikácie dusíkatých báz DNA a 

histónov jedny z najhlavnejších. Ku kovalentnej modifikácii DNA najčastejšie dochádza na cytozínových 

zvyškoch za vzniku 5-metylcytozínov (5-mC), označovaných ako metylóm, pričom narušenie dynamiky 

metylómu patrí medzi najskoršie a najčastejšie molekulárne zmeny počas karcinogenézy [3, 38]. 

Narušenie tvorby metylómu súvisí nie len s procesmi syntézy 5-mC, ale tiež jeho odstránenia [39]. Na 

aktívnom procese demetylácie DNA sa podieľajú enzýmy z rodiny „Ten-eleven“ translokáz (TET), ktoré 

patria medzi 2-oxoglutarát závislé dioxygenázy. Aktivita TET enzýmov je závislá na prítomnosti 

nehemového Fe2+ a O2, pričom môže byť aktivovaná vitamínom C [40]. Enzymatickým účinkom TET 

enzýmov je 5-mC postupne oxidovaný na 5-hydroxymetylcytozín (5-hmC), 5-formylcytozín (5-fC) až 5-

karboxycytozín [39]. Predpokladá sa, že tvorba 5-hmC z 5-mC je dôležitá pre „znovu zapnutie“  

transkripcie génov.  

Výsledky nedávnych štúdií ukázali, že vo väčšine nádorových buniek, ak nie u všetkých, dochádza 

k poklesu obsahu 5-hmC báz v ich genóme [41 – 45]. Po prvý krát bola ako príčina poklesu 5-hmC 

identifikovaná narušená aktivita TET enzýmu v prípade leukémií [46]. Odvtedy mnohé štúdie preukázali 

koreláciu medzi stratou 5-hmC a rôznymi druhmi rakoviny, ako dôsledku nedostatočnej enzymatickej 

aktivity TET. Okrem mutácií v TET génoch, tiež znížená expresia TET, ako aj syntéza TET inhibítora – 

2-hydroxyglutarátu – pomocou enzýmu izocitrát-dehydrogenázy IDH, či vnútrobunkový pokles 

koncentrácie vitamínu C sú dávané do súvisu so stratou 5-hmC v genómoch rakovinových buniek [47]. 

Úloha vitamínu C, ako reaktivátora aktivity TET enzýmov a obnovy premeny 5-mC na 5-hmC bola 

testovaná na niekoľkých nádorových bunkových modeloch in vitro. Výsledky týchto štúdií poukazujú na 

schopnosť vitamínu C zvýšiť aktivitu TET enzýmov, iniciovať syntézu 5-hmC a vyvolať smrť nádorových 

buniek [48]. Naviac, aktuálne prebiehajúce klinické testovania a publikované prípadové štúdie 

s intravenózne aplikovaným vitamínom C, ako protirakovinovým agensom u pacientov so solídnymi 

tumormi, poukazujú na jeho schopnosť pozitívne ovplyvniť prežívanie pacientov s niektorými typmi 

tumorov [49].   
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Abstrakt 

Bielkoviny Bcl-2 rodiny sú kritickými regulátormi vnútornej (mitochondriálnej) dráhy apoptózy 2. 

Deregulácia ich funkcií v rámci mitochondriálnej apoptózy predstavuje významný molekulový 

mechanizmus z hľadiska rozvoja malígnych ochorení a ich rezistencie na liečbu. V tejto práci 

sumarizujeme rôzne typy deregulácie bielkovín Bcl-2 rodiny spojené s rôznymi malígnymi ochoreniami 

a poukazujeme na možnosti vývoja nových liečiv využitím najnovších poznatkov o molekulárnych 

dráhach spojených s dereguláciou bielkovín Bcl-2 rodiny v malígnych bunkách. 
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Úvod 

Okrem iných bunkových funkcií 1 sú bielkoviny Bcl-2 rodiny kritickými regulátormi vnútornej 

(mitochondriálnej) dráhy apoptózy 2. Z hľadiska rozvoja a liečby malígnych ochorení je rozhodujúcou 

funkciou ich esenciálna účasť v procese iniciácie vnútornej dráhy apoptózy. Bielkoviny Bcl-2 rodiny 

obsahujú vo svoje štruktúre aspoň jednu zo štyroch Bcl-2 homologických (BH) domén, označených 

BH1, BH2, BH3 a BH4. Bielkoviny sa prostredníctvom BH domén vzájomne špecificky ovplyvňujú za 

tvorby homo- a heterodimérov, ktoré zabezpečujú ich pro- alebo antiapoptotickú funkciu. Bielkoviny Bcl-

2 rodiny môžu byť podľa funkcie a usporiadania BH domén rozdelené na proapoptotické 

a antiapoptotické 2. Z hľadiska iniciácie mitochondriálnej apoptózy sú absolútne esenciálne dve 

proapoptotické bielkoviny, Bax a Bak, obsahujúce tri BH domény (BH1, BH2 a BH3), ktoré po aktivácii 

vytvárajú pór vo vonkajšej mitochondriálnej membráne. Vznik póru je spojený s uvoľnením cytochrómu 

c do cytoplazmy s následnou iniciáciou mitochondriálnej apoptózy. Do tejto skupiny patrí aj bielkovina 

Bok avšak jej úloha v mitochondriálnej apoptóze nie je úplne jasná 3. 

Ďalšiu skupinu tvoria proapoptotické bielkoviny obsahujúce len BH3 doménu. Tieto fungujú ako prvotné 

senzory rôznych cytotoxických podnetov (hypoxia, poškodenie genómovej DNA, stres ER) spojených 

s iniciáciou vnútornej dráhy apoptózy. Do tejto skupiny patria: Bik, Hrk, Bim, Blk, Bad, Bid, Noxa a Puma 

2. Hlavnou úlohou bielkovín tejto skupiny je iniciovať bunkovú smrť na základe tvorby heterodimérov 

s antiapoptotickými bielkovinami (napr. Bcl-2 alebo Bcl-xL), čím dochádza k aktivácii Bax a/alebo Bak. 

Niektoré z nich (tBid a Bim) dokážu priamo aktivovať bielkovinu Bax 4. 

Antiapoptotické bielkoviny (Bcl-2, Bcl-Xl, Bcl-w, Bfl-1 a Mcl-1) obsahujúce všetky štyri BH domény 

fungujú hlavne ako endogénne inhibítory vnútornej dráhy apoptózy väzbou na proapotické bielkoviny 

Bax a Bak. Usporiadanie BH domén v trojrozmernej štruktúre týchto bielkovín vytvára na povrchu ich 

molekúl hydrofóbnu jamku, ktorá je nevyhnutná pre ich antiapoptotickú funkciu a pre naviazanie 

proapoptotických bielkovín prostredníctvom BH3 domény 2. Okrem toho bielkoviny tejto rodiny 

obsahujú aj transmembránovú doménu, ktorá uchytáva tieto bielkoviny na vonkajší povrch najmä 

mitochondrií 4. 

V zdravej bunke prípadne bunke, ktorá nie je odsúdená na bunkovú smrť, sú Bax a Bak neutralizované 

väzbou s antiapoptotickým bielkovinami Bcl-2 rodiny. V dôsledku niektorých cytotoxických podnetov 

dochádza k aktivácii proapoptotických bielkovín obsahujúcich len BH3 doménu. Mechanizmy aktivácie 

týchto bielkovín zahŕňajú ako aktiváciu na transkripčnej úrovni spojenú s ich zvýšenou expresiou (napr. 

Puma a Noxa prostredníctvom p53) tak aj aktivácii na úrovni posttranslačných modifikácii (napr. 

fosforylácia Bad, štiepenie Bid). Aktivácia len BH3 doménu obsahujúcich bielkovín je spojená najmä 

s ich väzbou na antipoptotické bielkoviny Bcl-2 rodiny a uvoľnením Bax a Bak. Niektoré BH3 bielkoviny 

(tBid a Bim) však môžu Bax a Bak aktivovať aj priamo 4. Bax nachádzajúci sa predovšetkým 

v cytoplazme zdravých buniek je v dôsledku pôsobenia apoptotických podnetov translokovaný na 

vonkajšiu mitochondriálnu membránu kde vytvorí veľké oligomérne komplexy 2. V centrálnom 

nervovom systéme bol však Bax lokalizovaný hlavne v mitochondriách kde je jeho funkcia 

neutralizovaná pravdepodobne bielkovinou Bcl-Xl 5. Ako Bax tak aj Bcl-Xl predstavujú hlavné 

bielkoviny Bcl-2 rodiny v zrelom mozgu 6. K uvoľneniu Bax z väzby na Bcl-Xl s následnou iniciáciou 

apoptózy dochádza po ischémii mozgu pravdepodobne prostredníctvom translokácie p53 do 

mitochondrií 7. Bak bol jednoznačne dokumentovaný na vonkajšej mitochondriálnej membráne 

(VMM), kde je viazaný na Mcl-1 alebo na Bcl-Xl. Po spustení procesu apoptózy dochádza vplyvom 

niektorých cytotoxických podnetov k degradácii Mcl-1 alebo je väzba medzi Bak – Mcl-1 a Bak – Bcl-Xl 

rozrušená BH3 bielkovinami (napr. Noxa, Bim alebo Bik) 2. Bak po uvoľnení, podobne ako Bax, vytvorí 

oligomérne komplexy. Oligomerizované Bax a Bak vytvárajú pór vo VMM, čo uľahčuje uvoľnenie 

cytochrómu c z medzimembránového priestoru mitochondrie do cytoplazmy, kde sa viaže na Apaf-1, 

vytvára apoptozóm, pričom dochádza k spusteniu apoptózy prostredníctvom aktivácie efektorovej 

kaspázy 9 a následne exekučnej kaspázy 3 2. Okrem cytochrómu c môžu byť z mitochondrií uvoľnené 

aj ďalšie proapoptotické bielkoviny, ako napr. AIF, endonukleáza G, ktoré môžu spustiť mitochondriálnu 

apoptózu nezávislú na kaspázach avšak táto dráha ako aj účasť bielkovín Bcl-2 rodiny nie je úplne jasná 

8. 
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Regulácia expresie bielkovín Bcl-2 rodiny 

Ako bolo uvedené vyššie iniciácia vnútornej dráhy apoptózy závisí na zmene rovnováhy medzi 

antiapoptotickými a len BH3 doménu obsahujúcimi bielkovinami Bcl-2 rodiny podmienenú expresiou 

príslušných génov a/alebo zmenou v interakcii spomínaných bielkovín, ktoré sú skôr výsledkom 

posttranslačných modifikácií príslušných bielkovín. 

 

Transkripčná regulácia 

Expresia BH3 bielkovín môže byť indukovaná na úrovni transkripcie rôznymi transkripčný faktormi (TF), 

ktoré sú často cieľmi kľúčových onkogénnych dráh 3. Typickým príkladom je účasť STAT5 a HIF-1α 

pri regulácii transkripcie Mcl-1. NF-κB , ako hlavná regulačná bielkovina zápalovej odpovede, a CHOP, 

spúšťaný stresom ER, predstavujú tiež zaujímavé TF kontrolujúce okrem iných génov aj transkripciu 

génov niektorých bielkovín Bcl-2 rodiny. Expresia Noxa a Puma je spúšťaná tumor supresorovou 

bielkovinou p53, ako odpoveď na poškodenie DNA 4. Okrem samotných TF sa uplatňujú aj ich 

modifikácie. Transkripcia Bim je kontrolovaná prostredníctvom fosforylácie TF FOXO3A ERK kinázou 

a proteín kinázou B 9. 

 

Posttranskripčná regulácia 

Posttranskričná regulácie expresie Bcl-2 bielkovín je pomerne komplexná, zahŕňajúca viacero 

mechanizmov 10 z ktorých sa najviac uplatňuje regulácia prostredníctvom miRNA. Expresia viacerých 

bielkovín Bcl-2 rodiny je regulovaná prostredníctvom rôznych miRNA 10. Mcl-1 vykazuje z bielkovín 

Bcl-2 rodiny najvýraznejšiu posttranskripčnú reguláciu expresie. Translácia jej mRNA je okrem miRNA 

regulovaná aj PI3K-AKT-mTORC1 dráhou 3. Z hľadiska vplyvu na aktivitu bielkoviny je významný 

alternatívny zostrih Bcl-X a Mcl-1 hnRNA kde dlhé varianty oboch bielkovín (Bcl-Xl a Mcl-1l) majú 

antipoptotickú funkcium pričom krátke varianty (Bcl-Xs a Mcl-1s) sú proapoptotické 10. 

 

Posttranslačná regulácia 

Z regulácii expresie a funkcií Bcl-2 bielkovín na úrovni posttranslačných modifikácií sa najviac uplatňuje 

ich fosforylácia, ubikvitinácia a degradácia ubiquitín proteazómovým systémom (UPS) 11. 

Okrem transkripčnej regulácie fosforyluje ERK aj samotný Bim, pričom táto fosforylácia spôsobuje jeho 

disiociáciu z väzby na Bcl-Xl či Mcl-1, uvoľnenie z mitochondrií a jeho následnú degradáciu UPS. Na 

druhej strane fosforylácia Mcl-1 ERK kinázou 9 a cyklín závislými kinázami zvyšuje stabilitu Mcl-1 12. 

Mcl-1 je tiež hyperfosforylovaná GSK3β kinázou čo vedie k jej degradácii prostredníctvom UPS 9. 

Fosforylácia bielkoviny BAD AKT kinázou vedie v cytoplazme k jej väzbe na bielkoviny 14-3-3 čím 

dochádza k neutralizácii jej pro-apoptotickej aktivity 9. Proteolytické štepenie bielkoviny Bid kaspázou 

8 vedie k vzniku skrátenej formy tBid, ktorá dokáže priamo aktivovať bielkovinu Bax 4. 
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Tabuľka 1. Zmeny antiapoptotických Bcl-2 bielkovín u malígnych ochorení 

Gén Mechanizmus Diagnóza Ref. 

 

 

Bcl-2 

Nadexpresia Neuroblastóm 15 

Nadexpresia Folikulárny lymfóm 16 

 Malo bunkový karcinóm pľúc 17 

Nadexpresia – translokácia génu CLL 18, 19 

Nadexpresia – hypometylácia génu CLL 19 

 AML, ALL 20, 21 

 Adenokarcinóm prsníka 22 

 

 

 

Bcl-xl 

 Adenokarcinóm prostaty 23 

 Adenokarcinóm pľúc 24 

 Hepatocelulárny karcinóm 25 

 Glióm 26 

 Kolorektálny adenokarcinóm 27 

 Karcinóm obličiek 28 

 ALL 29 

Amplifikácia génu Karcinóm pľúc 30, 31 

 

Mcl-1 

 B-cell non-Hodgkin lymphomas 32 

 Anaplastic large cell lymphoma 33 

 Multiple myeloma 34 

 Melanóm 35 

Amplifikácia génu Karcinóm pľúc, karcinóm prsníka 30 

Nadexpresia AML 36 

Bcl-w 

 

 Gastric adenocarcinoma 37 

 Colorectal adenocarcinoma 38 

BFL-1 Nadexpresia B-CLL, rôzne solídne nádory 39 

 Melanóm 40 

 

Deregulácia bielkovín Bcl-2 rodiny u malígnych ochorení 

 

Na úrovní bielkovín Bcl-2 rodiny mechanizmy deregulácie mitochondriálnej apoptózy u malígnych 

ochorení zahŕňajú ako nadprodukciu antiapoptotických bielkovín Bcl-2 rodiny tak aj nefunkčnosť či 

zníženú expresiu proapoptotických bielkovín Bcl-2 rodiny. Pri nadprodukcii antiapototických bielkovín 

Bcl-2 rodiny sa uplatňujú najmä transkripčné (napr. translokácia, amplifikácia a hypometylácia génov), 

posttranskričné a posttranslačné procesy 13. Samotná bielkovina Bcl-2 bola objavená pri analýze 

genetických abnormalít spojených s rozvojom lymfómov 14. U proapotických bielkovín Bcl-2 rodiny sa 

uplatňuje strata génu či epigentické utíšenie génu ako aj strata aktivity bielkoviny v dôsledku mutácii 

13. Deregulácia antiapoptotických a proapoptotických bielkovín Bcl-2 u rôznych malígnych ochorení 

je prehľadne uvedená v Tabuľke 1 a 2. 

 

Tabuľka 2: Zmeny proapoptotických Bcl-2 bielkovín u malígnych ochorení 

Gén Mechanizmus Diagnóza Ref. 

 

BIM 

Delécia génu Lymfóm plášťových buniek 41 

Epigenetické utíšenie Burkittov lymfóm 42 

 

PUMA 

Strata génu Rôzna 30 

Epigenetické utíšenie Burkittov lymfóm 43 

BMF Strata génu Karcinóm pľúc, karcinóm prsníka 44 

BOK Strata génu Rôzna 30 

BAX Mutácie génu Kolorektálny karcinóm, ALL 45, 46, 47 
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Záver 

Výskum bielkovín Bcl-2 rodiny za posledných 30 rokov viedol nielen k odhaleniu ich fyziologických 

funkcií a spojitosti s malígnymi ochoreniami ale aj k dizajnu niekoľkých látok schopných zabíjať malígne 

bunky 48. V rôznych fázach klinického výskumu pri rôznych diagnózach sa nachádza niekoľko 

perspektívnych molekúl pričom venetoclax, molekula schopná väzby na bielkovinu Bcl-2, bola 

schválená na liečbu CLL s 17p deléciou a AML. 
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Abstrakt 

Primárne nádory centrálneho nervového systému (CNS) sú skôr zriedkavosťou. Najčastejšie sa 

vyskytujú nádory mozgu a z nich je najčastejším multiformný gioblastóm (GBM). GBM je vysiľujúca 

choroba s veľmi zlou prognózou, krátkym medianom prežívania pacientov a veľmi obmedzenou 

odozvou na liečbu. GBM vykazuje veľmi komplexnú patogenézu zahŕňajúcu mutácie a zmeny rôznych 

kľúčových bunkových dráhach, ktoré hrajú úlohu v proliferácii, prežívaní, a migrácii buniek ako aj v 

angiogenéze. Z tohto dôvodu je lepšie poznanie patogenézy GBM rozhodujúce v snahe vývoja 

efektívnych liečebných postupov zameraných na zvýšenie prežívania pacientov. V tejto práci 

popisujeme zmeny spojené s patogenézou GBM a sumarizujeme terapeutické stratégie cielené na 

bunkové dráhy, ktoré sú najviac pozmenené u GBM. 

 

Kľúčové slová: nádory mozgu, cielená terapia, signálne dráhy 
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Úvod 

Primárne nádory centrálneho nervového systému (CNS) sú skôr zriedkavosťou. Najčastejšie sa 

vyskytujú nádory mozgu. V roku 2006 bolo v Slovenskej republike diagnostikovaných 199 mozgových 

nádorov u mužov, čo tvorí 1,5% všetkých malígnych ochorení, a 169 u žien, 1,3% všetkých malígnych 

ochorení [1]. Oveľa zriedkavejšie sú nádory miechy a iných častí CNS, kde bolo v roku 2006 zistených 

len 6 prípadov u mužov a 7 prípadov u žien. Nádory CNS majú vo všeobecnosti zlú prognózu o čom 

svedčí aj počet úmrtí a relatívna miera prežívania. V roku 2006 bolo zaznamenaných 172 úmrtí 

v dôsledku nádorov mozgu u mužov, čo tvorí 2,54% všetkých úmrtí mužov na malígne ochorenia, a 137 

úmrtí u žien čo je 2,8% všetkých úmrtí žien na malígne ochorenia [2]. Relatívna miera 5-ročného 

prežívania pacientov s diagnostikovaným nádorom CNS sa však výrazne líši v rámci jednotlivých 

diagnóz [3]. Najagresívnejším a najčastejším typom nádoru mozgu je GBM kde relatívna miera 5-

ročnhoé prežívania pacientov je 2,4%. 

Zvyšovanie strednej doby života sa podpisuje aj na zvyšovaní incidencie nádorov CNS, keďže 

incidencia nádorov mozgu výrazne stúpa s vekom (z 1,7/100 000 pre detí a adolescentov po 19,2/100 

000 pre populáciu 60 – 79-ročných) [3]. 

 

Etiológia, rizikové faktory a patogenéza nádorov mozgu 

 

Etiológia primárnych nádorov CNS nie je úplne známa. Jediným jednoznačne identifikovaným 

kauzálnym faktorom je v malej miere ionizujúce žiarenie, ale najmä genetické pozadie, zodpovedné za 

vrodené syndrómy, ktoré sú spojené so zvýšeným rizikom nádorov CNS. Ich prehľad je uvedený 

v tabuľke 1. Vo všeobecnosti sú to autozomálne dominantné syndrómy [4] postihujúce aj iné orgány [3] 

a mnohé z nich sú spojené so zreteľnými kožnými prejavmi (phakomatoses). Najčastejším z týchto 

syndrómov je neurofibromatóza typu 1 s prevalenciou 1:3 000 [5], zatiaľ čo neurofibromatóza typu 2 má 

incidenciu okolo 1:40 000 [6].  

U spontánnych nádorov CNS bol pozorovaný zvýšený výskyt genetických a epigenetických zmien, 

najmä na úrovni signálnych dráh, ktoré kontrolujú proliferáciu buniek (tyrozín kinázové receptory a ich 

efektorové bielkoviny), bunkový cyklus (cyklín závislé kinázy a retinoblastomová bielkovina (RB)) 

a tumorsupresorové dráhy (p53) [7]. Prehľad najčastejších genetických a epigenetických zmien 

pozorovaných u glioblastómov je uvedený v tabuľke 2.  

Genetické zmeny a ich frekvencia u ostatných typov nádorov nie sú tak podrobne popísané ako 

u gliómov čo je pravdepodobne spôsobené ich nízkou incidenciou. Najčastejších genetické zmeny 

u niektorých ďalších typov nádorov mozgu boli pozorované najmä u génov pre rastové faktory a ich 

receptory (napr. rastový faktor odvodený od doštičiek, PDGF), bielkoviny kontrolujúce bunkový cyklu 

a onkogénny (N-myc, C-myc) [3]. 

Na rozdiel od iných nádorových ochorení, v prípade nádorov CNS neexistuje v súčasnosti dôkaz, že 

nádorom CNS možno predchádzať zmenou životného štýlu. V prípade lymfómov CNS je imunosupresia 

považovaná za príčinu rozvoja tohto nádorového ochorenia. Riziko rozvoja nádorového ochorenia CNS 

závisí na veku a pohlaví s vyšším . Okrem toho sa pozoroval vzťah k sociálnemu stavu kde nádory 
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mozgu sú častejšie u bohatých ľudí [10] a podobný trend je platný aj pre úmrtnosť. Na druhej strane je 

opačný trend pozorovaný u metastáz do mozgu [11]. 

 

Tabuľka 2: Familiárne syndrómy spojené so zvýšeným rizikom nádorov CNS (podľa [3], [4], [8] a [9]). 

Syndróm Gén Funkcia Lokalizácia Klinický prejav na úrovni CNS 

Neurofibromatóza 

typu 1 

NF1 Negatívny 

regulátor ras 

17q11 Neurofibrómy, tumor nervových 

pošiev, gliómy optického nervu, 

astrocytóm 

Neurofibromatóza 

typu 2 

NF2 Interakcia 

cytokslet-

membrána 

22q12 Bilaterálne vestibulárne 

schwanómy, mnohopočetné 

meningiómy, astrocytómy 

von Hippel–Lindau VHL Ubikvitín 

ligáza 

3p25 Hemangioblastómy 

Tuberózna skleróza TSC1 

TSC2 

Tumor 

supresor 

9q34 

16p13 

Subependymálny veľkobunkový 

astrocytóm, kortikálne tuberkuly 

Li–Fraumeni TP53 Tumor 

supresor 

17p13 Astrocytómy/neuroektodermálne 

nádory 

Cowden PTEN Tumor 

supresor 

10q23 Dysplastický gangliocytóm mozočka 

Turcot APC 

HMLH1 

HPSM2 

 5q21 

3p21 

7p22 

Meduloblastóm 

Glioblastóm 

Gorlin PTCH Tumor 

supresor 

9q22 Meduloblastóm 

 

Geografické rozdiely v incidencii nádorov mozgu sú menšie než pre väčšinu ľudských malignít, pričom 

menej rozvinuté krajiny vykazujú nižšiu incidenciu ako viac rozvinuté krajiny. Je dokumentované, že 

komunity afrického alebo ázijského pôvodu vykazujú nižšiu incidenciu ako komunity kaukazianského 

pôvodu [13]. V rámci Slovenska neexistujú významné rozdiely v incidencii nádorov CNS medzi 

jednotlivými regiónmi [2]. 

 

Cielenie liečby nádorov mozgu 

 

Liečba nádorov mozgu závisí na ich anatomickej lokalizácii a patologickom type. Nádory v rámci lebky 

avšak mimo mozgu, napríklad meningiómy, môžu byť často kompletne chirurgicky odstránené s veľmi 

dobrou prognózou. Nádory lokalizované priamo v mozgu, napríklad gliómy, môžu byť kompletne 

chirurgicky odstránené len vo vzácnych prípadoch vzhľadom na ich vzťah ku kritickým štruktúram 

mozgu či infiltrácii okolitého tkaniva. V závislosti na type nádoru (napríklad gliómy vysokého stupňa) 

môže byť prínosom chirurgické odstránenie, rádioterapia, chemoterapia a ich kombinácie [3]. V rámci 

chemoterapie sa stále využívajú klasické cytostatiká na báze nitromočoviny (karmustín, lomustín), 

platinové deriváty (cisplatina, karboplatina) a alkylačné činidlá (prokarbazín, temozolomid) a ich 

kombinácie [3] [14]. 
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Tabuľka 3: Najčastejšie genetické a epigenetické zmeny u gliómov (podľa [7] a [12]). 

Gén Funkcia Zmena/Frekvencia 

Signálna dráha rastový receptor/RAS/fosfoinozitol 3-fosfát kináza / 88%  

EGFR Receptor pre EGF Mutácie/amplifikácia 45% 

ERBB2 Receptor pre EGF Mutácie 8% 

PDGFRA Receptor pre PDGF Mutácie 13% 

NF1 Inhibítor RAS Mutácie/homozygótne delécie 18% 

Hypermetylácia 

PI3K Proteín kináza, kontrola proliferácie 

a prežívania buniek 

Mutácie/homozygótne delécie 15% 

PTEN Proteín fosfatáza, inhibítor PI3K Mutácie/homozygótne delécie 36% 

Signálna dráha p53 / 87% 

CDKN2A/ARF Inhibítor MDM2 Homozygótne delécie/mutácie 49% 

MDM2 Inhibítor p53 Amplifikácia 14% 

MDM4 Inhibítor p53 Amplifikácia 7% 

TP53 Kontrola bunkového cyklu 

Oprava DNA 

Iniciácia apoptózy 

Mutácie/homozygótne delécie 35% 

Signálna dráha RB / 78% 

CDKN2A Inhibítor CDK4 Homozygótne delécie/mutácie 52% 

CDKN2B Inhibítor CDK4 Homozygótne delécie 47% 

CDK4 Proteín kináza, prechod z G1 do S fázy Amplifikácia 11% 

RB1 Prechod z G1 do S fázy Homozygótne delécie/mutácie 11% 

Hypermetylácia 

Iné dráhy 

MGMT Oprava DNA/demetylácia guanínov Hypermetylácia/ 21% 

 

Najčastejším cieľom liečby GBM sú rastové receptory a ich tyrozín kinázové aktivity či efektorové 

bielkoviny [7]. V nedávnej dobe bol FDA schválený bevacizumab (monoklonálna protilátka voči VEGF) 

na liečbu GBM [15]. Napriek významným a častým genetickým zmenám na úrovní EGFR a následnej 

signálnej kaskády sú inhibítory tyrozín kináz zatiaľ len v štádiu klinických skúšok pričom niektoré z nich 

(erlotinib, gefitinib) nevykázali v klinických skúškach významné výsledky [7]. Podobne je to aj s iným 

i látkami, ktoré sú zamierené na ďalšie ciele hrajúce úlohu pri kontrole proliferácie a prežívania buniek 

[7]. Podobne ako inhibítory tyrozín kináz aj inhibítory PI3K (sonosilib) či mTOR (temsirolimus, sirolimus 

a everolimus) nevykazujú významnú účinnosť v klinických skúškach. Zatiaľ najoptimistickejšie výsledky 

vykázal duálny inhibítor PI3K/mTOR (GDC0084) [16]. Ďalšie ciele liečby zahŕňajú Ras a Raf signálnu 

kaskádu, proteín kinázu C, p53, RB, TGF-β a O(6)-metylguanín-DNA metyltransferázu (MGMT) [7]. 

Účinnosť liečby GBM je v súčasnosti pomerne nízka, čiastočne predlžuje život, ale nezvyšuje 

pravdepodobnosť vyliečenia. Táto skutočnosť je pravdepodobne dôsledkom vysokej bunkovej diverzity 
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a heterogenity nádorov mozgu s čím súvisí nutnosť podrobnejšej genetickej a molekulárno-biologickej 

analýzy konkrétnych nádorov a výber optimálnej cielenej liečby zohľadňujúcej individuálne 

charakteristiky nádorov. Napríklad účinnosť chemoterapie na báze alkylačných činidiel ako aj jej 

kombinácie s rádioterapiou je významne zvýšená v prípade metylácie promótora MGMT [17]. Enzým 

MGMT, ktorý sa zúčastňuje opráv DNA priamou dealkyláciou alkylovaného guanínu, antagonizuje 

toxické efekty alkylačných činidiel. Metylácia MGMT promótora predstavuje kľúčový mechanizmus 

potlačenia transkripcie MGMT génu a je spojená s priaznivou prognózou u pacientov s potvrdenou 

diagnózou glioblastómu, ktorí sú liečený chemoterapiou na báze alkylačných činidiel. Hypermetylácia 

promótora MGMT bola pozorovaná u 74% pacientov s diagnostikovaným glioblastómom, ktorí 

s uvedenou diagnózou prežili viac ako 3 roky [18]. Metyláciu promótora MGMT možno pomerne 

jednoducho vyšetriť bisulfidovou metódou s využitím PCR [19] avšak súčasné práce upozorňujú na 

nutnosť validácie takto získaných výsledkov pomocou imunohistochemického vyšetrenia tkaniva 

s cieľom stanovenia hladiny expresie MGMT v nádorových bunkách [20]. S ohľadom na 

personalizovanú liečbu glioblastómov súčasné klinicko-experimentálne výsledky naznačujú 

nevyhnutnosť testovania minimálne 1p/19q chromozomálnych kodelécii a metylačného statusu MGMT 

promótora [21]. Napriek skutočnosti, že amplifikácia EGFR ako aj nepriaznivé mutácie tohto génu sú 

najčastejším genetickým prejavom GBM (tabuľka 2) nie je testovanie týchto zmien považované 

v súčasnosti za významné vzhľadom na neúspešnosť inhibítorov EGFR v klinických skúškach [7] a [22]. 

Cytostatickú liečbu možno optimalizovať aj priamym in vitro meraním citlivosti nádorových buniek na 

cytostatiká [23]. Aj napriek priaznivým výsledkom dosiahnutým v minulosti [24], v súčasnosti nie sú 

metódy vyšetrovania in vitro citlivosti súčasťou rutinnej klinickej praxe. 
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Abstrakt 

Účinnosť liečby malígnych ochorení je stále pomerne nízka (30-50%), pričom u väčšiny diagnóz dokáže 

súčasná liečba len čiastočne predĺžiť život pacientov ale nezvyšuje pravdepodobnosť ich úplného 

vyliečenia. Z uvedených faktov vyplýva, že súčasný biomedicínsky výskum musí byť z hľadiska 

malígnych ochorení orientovaný aj na odhaľovanie nových cieľových bielkovín s následným vývojom 

nových molekúl na nich namierených. V tejto práci sa venujeme novým cieľom liečby malígnych 

ochorení z hľadiska ich súčasných možností a perspektívy do budúcnosti. 
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Úvod 

Malígne ochorenia patria k druhej najčastejšej príčine smrti ľudí v ekonomicky rozvinutých krajinách, 

vrátane Slovenska. Miera ich incidencie za 20 rokov stúpla v Slovenskej republike v priemere o cca 30 

%, pričom sa predpokladá stúpajúca tendencia do roku 2015. Od polovice 90. rokov minulého storočia 

bol však v SR pozorovaný pokles úmrtnosti na malígne ochorenia, pričom predikčné modely naznačujú 

mierny pokles úmrtnosti na nádorové ochorenia v slovenskej populácii aj v nasledujúcich rokoch [1]. 

V rokoch 2000-2004 došlo v Slovenskej republike v porovnaní s rokmi 1980-1984 k významnému 

zvýšeniu relatívnej miery 5-ročného prežívania pacientov so zhubnými nádormi hrubého čreva, 

konečníka, prostaty, prsníka a kože avšak relatívna miera 5-ročného prežívania pacientov so zhubnými 

nádormi žalúdka, pankreasu, pľúc a maternice sa významne nezmenila [2]. Aj napriek dlhodobému 

výskumu a vývoju nových liečiv je účinnosť liečby malígnych ochorení pomerne nízka (30-50%), pričom 

u väčšiny diagnóz dokáže súčasná liečba len čiastočne predĺžiť život pacientov ale nezvyšuje 

pravdepodobnosť ich úplného vyliečenia. Z uvedených faktov vyplýva, že súčasný biomedicínsky 

výskum musí byť z hľadiska malígnych ochorení orientovaný dvoma smermi: 

1. výskum a vývoj nových molekúl, postupov a liečebných protokolov, ktoré selektívne ničia 

malígne bunky pričom sú šetrné k normálnym bunkám 

2. vypracovanie nových diagnostických algoritmov umožňujúcich jednak včasnejšiu diagnostiku 

malígnych ochorení v menej agresívnom štádiu ako aj zohľadnenie personálnych individualít 

konkrétnych pacientov s hlavným cieľom výberu optimálnej liečby. 

Je nutné podotknúť, výskum a vývoj nových molekúl nezahŕňa len molekuly namierené na už známe 

ciele protinádorovej liečby ale aj odhaľovanie nových cieľových bielkovín s následným vývojom nových 

molekúl na nich namierených. V tejto práci sa venujeme novým cieľom liečby malígnych ochorení 

z hľadiska ich súčasných možností a perspektívy do budúcnosti. Vzhľadom na značnú rozmanitosť 

nádorov sa budeme orientovať najmä na metabolizmus, epigenetiku a syntézu a kontrolu kvality 

bielkovín. 

 

Metabolizmus malígnych buniek 

Warburgov efekt spočívajúci v schopnosti malígnych buniek vychytávať a oxidovať glukózu najmä 

anaeróbnou glykolýzou bez ohľadu na prítomnosť kyslíka bol prvou popísanou biochemickou 

charakteristikou malígnych buniek. Hoci tento efekt nebol doposiaľ na molekulovej úrovni spoľahlivo 

vysvetlený, predpokladá sa, že tento efekt nie je príčinou ale dôsledkom malígnej transformácie buniek 

[3] a je výsledkom priameho vplyvu určitých mutovaných bielkovín, ako napríklad p53, na energetický 

metabolizmus bunky [4]. Zvýšené vychytávanie a oxidácia glukózy koreluje s agresivitou nádoru a zlou 

prognózou ochorenia. Okrem zmien na úrovni glykolýzy dochádza v malígnych bunkách k rôznym iným 

metabolickým zmenám [5] vrátane mitochondrií [6]. Z hľadiska energetického metabolizmu bolo 

zaujímavým zistením odhalenie mutácií v génoch pre izocitrát dehydrogenázu v spojení s akútnou 

myeloidnou leukémiou [7] a nádormi mozgu. Izocitrát dehydrogenáza 2 (IDH2), enzým Krebsovho cyklu, 

katalyzuje oxidatívnu dekarboxyláciu izocitrátu na 2-oxoglutarát pričom dochádza k redukcii NAD+ na 

NADH. Jej izoforma (IDH1), lokalizovaná v cytoplazme, katalyzuje tú istú reakciu avšak za vzniku 

NADPH. Klinicky významné mutácie týchto enzýmov vedú k produkcii onkometabolitu 2-

hydroxyglutarátu (2OHG), ktorý v jadrách postihnutých buniek spôsobuje epigenetické zmeny 

podporujúce rast nádorov [7]. Mutácie IDH a hladiny 2OHG v plazme sú tiež významným diagnostickým 

a prognostickým markerom [8]. Zatiaľ čo u akútnych leukémii sú mutácie IDH1 a IDH2 spojené 

s agresívnejšou formou ochorenia [7] v prípade glioblastómov vykazujú pacienti s mutovanou IDH1 

dvojnásobné celkové prežívanie v porovnaní s pacientami s nemutovanou IDH1 [9]. V prípade akútnych 

myeloidných leukémií boli na ich liečbu u pacientov s dokázanou mutáciou IDH schválené ivosidenib, 

inhibítor mutovanej IDH1, a enasidenib, inhibítor mutovanej IDH2. Možnosti liečby malígnych ochorení 

ovplyvnením energetického metabolizmu sa intenzívne študujú najmä na úrovní mitochondrií [10]. 

 

Epigenetické ciele 

Počas malígnej transformácie nedochádza len k mutáciám genómovej DNA (gDNA) malígnych buniek 

aj k akumulácii epigenetických zmien najmä metylácie CpG ostrovov v promótorových oblastiach 
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a imprintingu príslušných génov [11]. Metylácie gDNA a následný imprinting nemusia byť nevyhnutne 

klinicky nepriaznivé. Metylácia promótorovej oblasti génu pre O-6-metylguanín metyltransferázu 

(MGMT) vedie k imprintingu tohto génu a následne k nízkym hladinám MGMT je spojená s lepšou 

odpoveďou glioblastómov na štandardnú liečbu využívajúcu temozolomid [12]. Okrem epigenetických 

zmien samotnej gDNA dochádza aj z zmenám na úrovní histónov. Už spomínaný 2OHG je inhibítorom 

demetyláz histónov závislých na 2-oxoglutaráte [Medeiros]. Z epigenetického hľadiska sú v súčasnosti 

asi najviac študované a testované inhibítory deacetyláz histónov, ktoré majú jednak schopnosť 

indukovať apoptózu malígnych buniek ako aj zvyšovať ich citlivosť na klasickú cytostatickú liečbu [13]. 

 

Syntéza, spracovanie a kontrola kvality bielkovín 

Okrem Warburgovho efektu bol v malígnych bunkách pozorovaný zvýšený obrat bielkovín oproti 

normálnym bunkám, čo otváralo možnosti liečby malígnych ochorení pomocou inhibítorov syntézy 

bielkovín. Cykloheximid, nešpecifický inhibítor translácie, bol však pre svoje výrazné nežiaduce účinky 

vyradený z medicínskej praxe. Napriek tejto negatívnej skúsenosti pokračoval výskum vývoja 

protinádorovej liečby na báze syntézy bielkovín ďalej. Ako jeden z cieľov bol identifikovaný mTOR 

systém, ktorý na translačnej úrovni reguluje syntézu bielkovín nevyhnutných pre proliferáciu 

a prežívanie malígnych buniek [14]. Špecifické inhibítory mTOR, temsirolimus a everolimus, sa v 

súčasnosti využívajú na liečbu nádorov obličiek a everolimus bol schválený aj na liečbu 

neuroendokrinných nádorov pankreasu a subependymálnych astrocytómov. 

U mnohých typov malignít je významne deregulovaný mechanizmus evolučne konzervovanej regulácie 

expresie bielkovín na posttranskripčnej úrovni za účasti miRNA. Keďže zmeny v expresii miRNA 

významne ovplyvňujú fenotyp nádorov možnosti liečby malígnych ochorení na úrovni miRNA sú v 

súčasnosti predmetom tak predklinického ako aj klinického výskumu [15]. Okrem miRNA sa v súvislosti 

s malígnymi ochoreniami študujú aj iné typy nekódujúcich RNA [16]. 

K regulácii expresie bielkovín dochádza k významnej miere aj na posttranslačnej úrovni a úrovni 

kontroly kvality bielkovín. Dominantnú úlohu v tomto smere hrá ubiquitín-proteazomový systém (UPS), 

ktorý reguluje hladiny bielkovín nevyhnutných pre proliferáciu a prežívanie nádorových buniek [17]. 

Počas malígnej transformácie dochádza u mnohých typov nádorov v deregulácii tohto systému. 

Inhibítor UPS, bortezomib, sa v súčasnosti využíva na liečbu mnohopočetných myelómov a lymfómov 

plášťových buniek pričom v štádiu klinických skúšok je jeho použitie aj u iných typov malignít. 

S ohľadom na zníženie nežiaducich účinkov inhibítorov UPS sa vyvíjajú ich nové typy. 

 

Záver 

Vývoj nových diagnostických a liečebných postupov vyžaduje neustále odhaľovanie nových 

mechanizmov zvýhodňujúcich prežívanie malígnych buniek oproti bunkám normálnym ako aj 

identifikáciu nových cieľov protinádorovej liečby. V predchádzajúcej časti tejto práce sme sa zamerali 

najmä na metabolizmus, epigenetiku a syntézu bielkovín avšak v prípade malígnych ochorení sa 

intenzívne študujú aj ďalšie ciele. Ako príklady je možné spomenúť vývoj látok a liečebných postupov 

cielených na Ca2+-závislú proteázu kalpain [18], karboanhydrázu IX [19], Notch receptory [20], 

bielkoviny tepelného šoku [21], TGF-β [22] a PTEN [23]. Okrem toho sú nové liečebné postupy 

zamerané na kombinačnú synergickú liečbu využívajúcu kombináciu už dostupných a schválených 

liekov, ktorej hlavným cieľom je ako zvýšenie efektivity liečby tak aj zníženie dávok použitých liečiv 

s predpokladom znižovania ich nežiaducich účinkov. Zvyšovanie efektivity protinádorovej liečby 

a znižovanie jej nežiaducich účinkov možno tiež dosiahnuť personalizáciou liečby na základe analýzy 

nádorového tkaniva genotypizáciou a profilovaním expresie génov umožňujúcu výber čo najoptimálnejší 

liečebný postup. 
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Abstrakt 

Malígna transformácia buniek je spojená s poruchami vnútrobunkových signálnych dráh, ktoré riadia 

proliferáciu a diferenciáciu buniek ako aj vnútrobunkovú a tkanivovú homeostázu. Molekulárne zmeny 

ktoré vedú k vývoju, prežívaniu a šíreniu malígnych buniek sú komplexné. Ich identifikácia je často krát 

zložitá a vyžadujúca pomerne komplikovanú analýzu malígneho tkaniva na úrovni expresie génov či na 

genomickej a proteomickej úrovni. Aj napriek pokrokom v diagnostických prístupoch vrátane zavedenie 

analýzy nádorovej DNA v krvi onkologických pacientov (liquid biopsy) je cielená terapia malígnych 

ochorení stále nedostačujúca. V práci sumarizujeme možnosti cielenej terapie malígnych ochorení 

a poukazujeme na vývoj nových liečiv využitím najnovších poznatkov o molekulárnych dráhach 

spojených s proliferáciou, prežívaním a šírením malígnych buniek. 

 

Kľúčové slová: malígne ochorenia, cielená terapia, bunková smrť, bunkový cyklus, signálne dráhy 
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Úvod 

Malígna transformácia buniek ako komplexný mnohostupňový a progresívny proces vedie v dôsledku 

akumulácii genetických a epigenetických abnormalít k vnútrobunkovým zmenám spojených s 

poruchami signálnych dráh, ktoré riadia a kontrolujú proliferáciu a diferenciáciu buniek ako aj bunkovú 

a tkanivovú homeostázu. Proces malígnej transformácie je spojený s postupnou premenou zdravých 

buniek na ich malígne klony. Z hľadiska zmien na molekulovej úrovni je každý nádor tvarovaný takým 

špecifickým a komplexným spôsobom, že je extrémne zložité identifikovať ktoré hlavné molekulárne 

zmeny vedú k jeho vývoju, prežívaniu a šíreniu [1]. Nádory ako polyklonálne útvary s výrazne 

heterogénnou molekulárnou architektúrou majú selekčnú výhodu v prežívaní a raste oproti normálnym 

bunkám. Táto polyklonálnosť ale býva zodpovedná aj za neúspešnosť liečby v dôsledku postupnej 

selekcie rezistentných klonov prebiehajúcou liečbou [2]. Toto je príčinou, že cielená terapia malígnych 

ochorení je stále nedostatočne efektívna a to aj napriek výraznému pokroku tak v objasnení 

molekulových mechanizmov podmieňujúcich rast a smrť buniek ako aj súčasných možností analýzy 

genetických a epigenetických zmien na úrovni kompletného genómu či transkriptomických 

a proteomických analýz na úrovni expresie génov. 

V súčasnosti známych viac ako 100 rôznych typov a podtypov malígnych ochorení špecifických 

orgánov sa napriek významnej variabilite malígnych buniek ako na úrovni génov tak aj na úrovni ich 

expresie všeobecne odlišujú od normálnych buniek v šiestich základných vlastnostiach [3]: 

- sebestačnosť v rastových signáloch 

- necitlivosť na inhibičné signály rastu 

- vyhnutie sa programovanej smrti bunky 

- neobmedzený replikačný potenciál 

- udržiavaná angiogenéza 

- tvorba metastáz.  

Tento relatívne malý počet zmien je charakteristický pre väčšinu, ak nie pre všetky typy ľudských 

malígnych buniek. 

V nasledujúcej časti tejto práce sa budeme venovať možnostiam cielenej liečby malígnych ochorení na 

základe charakteristických čŕt malígnych buniek. 

 

Sebestačnosť v rastových signáloch 

Väčšina somatických buniek v ľudskom organizme sa nachádza v stave mimo aktívneho bunkového 

cyklu. Prechod normálnych buniek z G0 fázy bunkového cyklu do G1 fázy s následnou proliferáciou 

vyžaduje rastové signály, ktoré sú generované extracelulárne pričom sú prenášané do bunky 

transmembránovými receptormi na povrchu buniek. 

 

Tabuľka 1: Klinicky používané monoklonálne protilátky 

Účinná látka Cieľová 
molekula 

Diagnóza Výrobca 

Bevacizumab VEGF Karcinóm hrubého čreva a rekta, 
nemalobunkový karcinóm pľúc 

Roche 

Trastuzumab HER2 Karcinóm prsníka Roche 

Rituximab CD20 Non-Hodgkinov lymfóm Roche 

Cetuximab EGFR Karcinóm hrubého čreva a rekta, 
skvamocelulárny karcinóm hlavy a krku 

Merck 

Panitumumab EGFR Karcinóm hrubého čreva a rekta Amgen 

Alemtuzumab CD52 Chromická lymfoidná leukémia Schering 

Nivolumab PD-1 Skvamózny bunkový karcinóm hlavy a krku, 
nemalobunkový karcinóm pľúc, metastatický 
melanóm, karcinóm renálnych buniek 

Bristol-
Myers 
Squibb 

Pembrolizumab PD-1 Skvamózny bunkový karcinóm hlavy a krku MSD Corp. 

Atezolizumab PD-L1 Nemalobunkový karcinóm pľúc, uroteliálny 
karcinóm 
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Ligandmi týchto receptorov sú rôzne typy signálnych molekúl (rastové faktory, zložky extracelulárnej 

matrix a molekuly zodpovedné za vzájomnú adhéziu a/alebo interakciu buniek). Malígna transformácia 

býva často spojená s dereguláciou receptorov rastových faktorov, najmä s ich nadprodukciou 

v dôsledku amplifikácie príslušného génu. Toto zvyšuje citlivosť malígnych buniek na fyziologické 

hladiny rastových faktorov, ktoré by za normálnych okolností nespustili proliferáciu buniek. Napríklad 

amplifikácia ErbB2 génu vedie k nadprodukcii HER2 rastového receptoru a následnému rozvoju 

karcinómu prsníka a žalúdka [4] či amplifikácia receptora pre epidermálny rastový faktor (EGFR) 

spojená s rozvojom glioblastómov [5]. Niektoré typy nádorov sú tiež schopné produkovať vlastné 

rastové faktory, ktoré ich zbavujú závislosti na rastových faktoroch produkovaných normálnymi bunkami 

vnútri tkaniva. Napríklad, glioblastómy produkujú rastový faktor odvodený od doštičiek (PDGF) 

glioblastómami [6]. V súčasnosti sa v liečbe určitých typov nádorov využívajú ako monoklonálne 

protilátky blokujúce receptory rastových faktorov, EGFR a HER2, (Tab. 1) tak malé molekuly, ktoré 

inhibujú ich kinázovú aktivitu (Tab. 2). 

V dôsledku štruktúrnych zmien bielkovín s tyrozín kinázovou aktivitou podmienených mutáciami 

genómovej DNA môže tiež dochádzať k proliferačnej signalizácii nezávislej na ligande. Vznik rôznych 

fúznych bielkovín v dôsledku chromozomálnych translokácii často vedie ku konštitutívne aktívnym 

tyrozín kinázam (napr. BCR-ABL kináza) [7], ktoré sú terčom inhibítorov využívaných na liečbu rôznych 

typov malignít (Tab. 2). 

 

Tabuľka 2: Klinicky používané inhibítory tyrozín kináz 

Účinná látka Cieľová 

molekula 

Diagnóza Výrobca 

Imatinib  PDGFR, 

BCR-ABL 

Gastrointestinálny stromálny karcinóm, 

Chromická myeloidná leukémia 

Novartis 

Nilotinib BCR-ABL Chromická myeloidná leukémia Novartis 

Sunitinib PDGFR, 

VEGFR 

Gastrointestinálny stromálny karcinóm, 

endokrinné tumory pankreasu, nádory 

obličiek 

Pfizer 

Erlotinib EGFR Nemalobunkový karcinóm pľúc Roche 

Gefitinib EGFR Nemalobunkový karcinóm pľúc AstraZeneca 

Sorafenib RAF, 

PDGFR, 

VEGFR 

Hepatocelulárny karcinóm, nádory obličiek Bayer 

Vemurafenib BRAF Metastatický melanóm Roche 

Trametinib MEK Metastatický melanóm Novartis 

Crizotinib ALK Nemalobunkový karcinóm pľúc Pfizer 

Ruxolitinib JAK Myelofibróza, pravá polycytémia Incyte 

Corp/Novartis 

 

Ďalšie mechanizmy získanej autonómie od rastových signálov sú podmienené zmenami na úrovni 

efektorových bielkovín príslušnej signálnej kaskády, ktoré prijímajú a prenášajú signály vysielané 

aktívnymi receptormi. Centrálnu úlohu medzi takýmito mechanizmami hrá RAS-RAF-MAPK kaskáda. 

Približne 30 % ľudských nádorov vykazuje bielkoviny RAS v koštitutívne aktívnej forme, čo vedie k 

prenosu mitotických signálov do buniek bez príslušnej stimulácie ich normálnych regulátorov spätnej 

väzby ako aj k prežívaniu malígnych buniek [8]. V 40% prípadoch karcinómu hrubého čreva a rekta sa 

vyskytujú mutácie bielkoviny k-RAS vedúce ku konštitutívne aktívnej forme [9], čo spôsobuje rezistenciu 

takýchto nádorov na inhibítory EGFR. Inhibítory signálnych dráh prežívania sa minoritne využívajú 

v klinickej praxi (Tab. 2) avšak sú predmetom rozsiahleho základného a klinického výskumu [10]. 

 

  



 

 
 

76 

Necitlivosť na inhibičné signály rastu 

Okrem špecifických podnetov k opätovnému vstupu buniek do bunkového cyklu sa na udržiavaní buniek 

v G0-fáze podieľajú mnohé antiproliferatívne signály. Tieto zahŕňajú mobilné inhibítory rastu alebo 

inhibítory imobilizované v extracelulárnej matrix či na povrchu susedných buniek pričom aj inhibičné 

signály proliferácie buniek sú prenášané do bunky pomocou membránových receptorov spojených 

s vnútrobunkovými signálnymi okruhmi. Tiež vstupom do postmitotického stavu, ktorý je obyčajne 

sprevádzaný ziskom špecifických čŕt spojených s diferenciáciou, strácajú normálne bunky proliferačný 

potenciál. Z molekulových mechanizmov inhibujúcie prechodu buniek cez G1-fázu bunkového cyklu je 

väčšina sprostredkovaných retinoblastomovou bielkovinou (Rb), ktorá blokuje expresiu bielkovín 

nevyhnutných na prechod do S fázy bunkového cyklu. Deregulovaná fosforylácia Rb ako aj jej 

príbuzných v malígnych bunkách vedie k aktivácii E2F transkripčných faktorov a následnej syntéze 

bielkovín hrajúcich úlohu v S-fáze bunkového cyklu [11]. Vývoj protinádorovej liečby je na tejto úrovni 

zameraný najmä na vývoj inhibítorov kináz fosforylujúcich Rb [12]. 

 

Vyhnutie sa programovej bunkovej smrti 

Rôzne formy programovej bunkovej smrti predstavujú prirodzený fyziologický proces, ktorý okrem úlohy 

pri vývoji organizmu a tkanív, hrá významnú úlohu pri rýchlom a účinnom odstránení nepotrebných, 

poškodených a nebezpečných buniek vrátané nádorových. Genetický program bunkovej smrti je 

prítomný v latentnej forme prakticky vo všetkých bunkách. Malígna transformácia býva často krát 

spojená s jeho dereguláciou čo vedie nielen k prežívaniu malígnych buniek ale aj ich rezistencii na 

klasickú cytostatickú liečbu či cielenú biologickú liečbu. Rezistencia nádorových buniek voči 

programovej smrti je sprostredkovaná prostredníctvom rôznych molekulových mechanizmov. Jedným 

z najčastejších mechanizmov rezistencie je deregulácia apoptózy ako hlavnej formy programovej smrti. 

Z molekulárnych mechanizmov sa na deregulácii apoptózy najviac podieľajú somatické mutácie génu 

TP53 detegované u viac ako 50% všetkých solídnych nádorov [13]. V rámci konkrétnych foriem 

malígnych ochorení je frekvencia mutácii TP53 vysoko variabilná. Klinicky významné mutácie TP53 

vedú najmä k strate tumor supresorovej aktivity tejto bielkoviny ako kľúčového vnútrobunkového 

mechanizmu odpovede na poškodenie génomovej DNA. Väčšina mutácii p53 vedie k neschopnosti 

postihnutých buniek spustiť apoptotickú kaskádu, keďže p53 spúšťa apoptózu ako na transkripčnej tak 

aj na posttranslačnej úrovni [13]. Okrem mutácií p53 ďalšie mechanizmy zahŕňajú najmä nadprodukciu 

antiapoptotických bielkovín Bcl-2 rodiny [14], nefunkčnosť či zníženú expresiu proapoptotických 

bielkovín Bcl-2 rodiny [14], nadprodukciu endogénnych inhibítorov apoptózy ako aj inaktiváciu kaspáz 

[15]. V súčasnosti sa v klinických skúškach testuje viacero stratégii potlačenia nefunkčnosti apoptózy v 

malígnych bunkách [16]. 

Okrem apoptózy je významným mechanizmom eliminácie malígnych buniek ich usmrtenie 

prostredníctvom T buniek imunitného systému [17]. Tento mechanizmus je u nádorov nefunkčný kvôli 

expresii ligandov receptorov anti-programovej smrti (PD-L) malígnymi bunkami. Spomínané receptory 

a ich ligandy sú významnými cieľmi protinádorovej liečby na báze protilátok (Tab. 1). 

 

Neobmedzený replikačný potenciál 

Skrátenie telomér na kritickú hodnotu po určitom počte delení (60-70) vedie u normálnych somatických 

buniek k zastaveniu ich rastu a smrti buniek.  

Prakticky všetky malígne bunky vykazujú zmeny, ktoré bránia skracovaniu telomér po replikácii. 

Z molekulových mechanizmov sa najviac uplatňuje zvýšená expresia telomerázy, ktorá sa zistila u viac 

ako 85 % nádorov [18]. Okrem toho časť nádorov udržiava teloméry prostredníctvom rekombinácie 

interchromozomálnych sekvencií [18]. Teloméry malígnych buniek sú teda udržiavané v dĺžkach nad 

kritickou hranicou, čo im zabezpečuje ich neobmedzený replikačný potenciál. Vývoj účinnej liečby 

cielenej na túto vlastnosť malígnych buniek je v súčasnosti zatiaľ len v štádiu základného výskumu [18]. 

 

Udržiavaná angiogenéza 

Neobmedzený rast solídnych nádorov vyžaduje kontinuálny a dostatočný prísun ako energetických 

substrátov tak aj substrátov potrebných najmä na syntézu DNA nakoľko nevyhnutnou podmienkou 

delenia bunky je syntéza dvoch kópii kompletnej genómovej DNA. Nakoľko bez zvýšenej vaskularizácie 
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nádorov by sa jeho rast zastavil, a buď by bol organizmom eliminovaný alebo by ostal neškodne malým, 

musí byť dostatočné zásobenie nádorov krvou zabezpečené angiogenézou prostredníctvom zmeny 

rovnováhy jej induktorov a inhibítorov. V porovnaní s normálnym tkanivom vykazujú mnohé typy 

nádorov zvýšené hladiny rastových faktorov vyvolávajúcich angiogenézu, najmä vaskulárneho 

endoteliálneho rastového faktoru (VEGF) a/alebo fibroblastového rastového faktoru (FGF). Iné typy 

nádorov tiež vykazujú zníženú expresia endogénnych inhibítorov angiogenézy ako trombospondín-1 

alebo β-interferón [19] a u niektorých nádorov boli pozorované aj obe možnosti. V jadre nádorov tiež 

dochádza v dôsledku hypoxie k stabilizácii hypoxiou indukovateľného faktora 1 (HIF-1) a následnej 

transkripcii príslušných génov vrátane génu pre VEGF [20]. Monoklonálne protilátky cielené proti VEGF 

sa v súčasnosti využívajú na liečbu nádorov hrubého čreva, konečníka a prsníka (Tab 1). 

 

Napadnutie tkanív a metastázy 

U väčšiny ľudských malígnych ochorení dochádza ku klinicky obzvlášť závažnému javu ako je rozsev 

malígnych buniek z primárnych nádorov vedúci k ich invázii do iných tkanív a následnému vzniku 

nových kolónii malígnych buniek, metastáz či sekundárnych nádorov, ktoré sú príčinou 90 % všetkých 

úmrtí na malígne ochorenia. dochádza. Genetické zmeny a molekulárne mechanizmy spojené 

s inváziou malígnych buniek a tvorbou metastáz nie sú stále úplne jasné. U invazívnych čí 

metastatických malígnych buniek dochádza najmä k zmenám bielkovín, ktoré pripájajú bunky 

k bielkovinám extracelulárnej matrix (integríny) alebo sú zodpovedné za interakcie medzi bunkami 

(napr. kadheríny) [21]. V dôsledku malígnej transformácie dochádza k zmenám najmä E-kadherínu ale 

aj k modifikáciam imunoglobulínov a integrínov. Nevyhnutnou podmienkou invázie nádorových buniek 

do iných tkanív je však deštrukcia bielkovín etracelulárnej matrix a bazálnej membrány, čo je u nádorov 

vyvolané proteázami patriacimi najmä do skupiny matrixových metaloproteináz [22]. Ako kadheríny [23] 

tak aj metaloproteinázy [22] sú intenzívne študované ako možné ciele protinádorovej liečby. 
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Abstrakt 

Molekulárne biomarkery v posledných rokoch zmenili pohľad na klasifikovanie GBM a stali sa 

presnejším nástrojom odhadu prognózy ochorenia. Vysoký počet biomarkerov a absencia 

štandardizovaných postupov v klinickej praxi však zhoršuje dostupnosť vyšetrení v klinickej praxi 

a sťažuje interpretáciu výsledkov. Práca je sumárom informácií o vybraných biomarkeroch a ich väzbe 

k onkogenetickým procesom, progresii ochorenia a jeho prognóze. 
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Úvod 

Glioblastoma multiforme je najagresívnejším primárnym tumorom mozgu, je najčastejším malígnym 

nádorom mozgu a je spojený s najvyššou mortalitou [1]. Príznaky ochorenia sú spočiatku nešpecifické 

a rýchlo sa zhoršujú. Rizikové faktory ochorenia sú vzácne a vo väčšine prípadov ochorenia nie sú 

identifikované žiadne rizikové faktory. Medzi rizikové faktory patria niektoré genetické ochorenia – ako 

neurofibromatóza, Li-Fraumeniho syndróm a prekonaná rádioterapia. Hoci sa predpokladá, že 

glioblastoma multiforme vzniká z normálnych gliánych buniek mozgu, alebo z low grade astrocytómu, 

novšie štúdie ukazujú, že nádor pravdepodobne vzniká z neurogénnych kmeňových buniek [2]. 

Diagnostika ochorenia sa opiera o zobrazovacie vyšetrenia (CT a MR) a biopsiu. V liečbe sa uplatňujú 

neurochirurgické postupy, chemo, rádioterapia a cielená terapia na základe molekulárnych a 

histologických vlastností nádoru (bevacizumab a ďalšie). Dôvodom nízkej úspešnosti chirurgickej liečby 

je vysoká schopnosť migrácie nádorových buniek, ktoré sú odolné voči apoptóze [3]. Úloha nádorových 

buniek, ktoré majú vlastnosti kmeňových buniek pri progresii a recidíve ochorenia, nie je úplne 

objasnená, je však zrejmé, že výskyt takýchto buniek je spojený s výrazne zhoršenou prognózou. 

Intenzívna pozornosť sa preto venuje vývoju terapie cielenej na túto líniu buniek. Prognózu ochorenia a 

odozvu na liečbu nemožno ľahko odhadnúť ani na základe histologického vyšetrenia o ktoré sa tradičná 

klasifikácia ochorenia opiera. 

 

Molekulárne biomarkery 

V snahe lepšie klasifikovať ochorenie možno využiť genomické a molekulárne-genetické metódy. 

Výsledky štúdií nie sú konzistentné, v literatúre sa na základe molekulárnych biomarkerov rozlišovali 

spočiatku dva subtypy – proneurálny a mezenchymálny [4]. V súčasnosti sa na základe molekulárnych 

biomarkerov rozlišujú až štyri subtypy – proneurálny, proliferatívny, mezenchymálny a neurálny subtyp 

GBM[5]. Proneurálny subtyp sa vyznačuje výraznou mierou expresie génov spojených s neurogenézou 

a lepšou prognózou. Oproti tomu mezenchymálny subtyp je spojený s vysokou úrovňou expresie génov 

pre migráciu buniek, schopnosť invázie a pluripotenciou. Pri relapse ochorenia sa mení molekulárne 

genetický charakter buniek z proneurálneho subtypu na mezenchymálny subtyp – proneural-

mesenchymal transition, čo je spojené s agresívnejším správaním tumoru a zlou prognózou. K opačným 

zmenám z mezenchymálneho subtypu na proneurálny prakticky nedochádza. Mieru expresie vybraných 

génov možno považovať za marker prognózy ochorenia. Využitie markerov je však spojené s viacerými 

limitáciami. Sledovanie dynamiky ochorenia pomocou molekulárnych biomarkerov je problematické, 

nakoľko biopsie solídnych tumorov je obtiažne opakovať. Vzorky je obtiažne získať u pacientov, ktorý 

nie sú indikovaný na chirurgické riešenie, prípadne je kontraindikovaná biopsia. Molekulové markery 

nemusia navyše zodpovedať vlastnostiam celého tumoru, nakoľko vlastnosti buniek tumoru a 

molekulárne markery, ktoré bunky exprimujú sú často značne nehomogénne. Stanovenie 

molekulárnych biomarkerov navyše vyžaduje špecifický odber vzorky, jej skladovanie a testovacie 

metódy, čo výrazne komplikuje aplikáciu. Autori štúdií navyše používajú rôzne techniky, čo komplikuje 

posun vyšetrení do klinickej praxe. Z týchto dôvodov je klinické využitie molekulárnych biomarkerov 

výrazne limitované. 

 

Epidermal growth factor receptor 

Amplifikácia EGFR je častým nálezom vzoriek z GBM, v normálnom tkanive je pri tom často extrémne 

nízka. Amplifikácia a mutácie génov pre epidermálny growth factor receptor, spolu s chromozomálnymi 

aberáciami 7meho a 10teho chromozómu (7+/10-) a mutáciami v oblasti TERT promotóra sú často 

spojené so zlou prognózou a to napriek prognosticky menej závažnému histologickému nálezu [6]. 

Strata 10q je často detekovaná u GBM a je spojená s výrazne zlou prognózou a krátkym overall survival 

(OS) a krátkym progression free survival (PFS). Vo vývoji sú cielené terapie zamerané na inhibíciu 

EGFR, čo in vitro zabraňuje progresii ochorenia. Aplikácia týchto chemoterapeutík v praxi je však 

spojená s mnohými problémami [7]. 
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p53 pathway   

Tumor suppressorový a transkripčný faktor p53 je kľúčový pri prevencii vzniku nádorov reguláciou 

širokej škály bunečných odpovedí, ktoré zahŕňajú apoptózu poškodených buniek, udržiavanie stability 

genómu, inhibícia angiogenézy a regulácia bunečného metabolizmu. TP53 patrí medzi najčastejšie 

gény postihnuté poruchou regulácie u rôznych druhov rakoviny. Cesta p53-ARF-MDM2 je porušená u 

84% pacientov s GBM a v 94% bunečných línií GBM. Poruchy regulácie signálnej cesty p53 sú 

považované za viaceré vlastnosti buniek GBM, ktoré predisponujú k zlej prognóze – bunečnú invazivitu, 

schopnosť migrácie, vyhýbanie sa apoptóze a charakter kmeňových buniek. Zložky tejto signálnej cesty 

sú regulované aj pomocou rôznych mikro RNA a dlhých nekódujúcich RNA reťazcov. Mutácie TP53 

majú najčastejšie charakter bodových mutácií, ktoré vedú k vysokej expresii onkogénneho variantu – 

gain of function (GOF) variantu p53 proteínu. Tento vedie k zvýšeniu malignity GBM pravdepodobne 

svojim účinkom ako transkripčný faktor na sadu génov, ktorých transkripciu za normálnych okolností 

neovplyvňuje [8]. Expresia takto zmeneného p53 koreluje s horšou prognózou, čo ukazuje na jeho váhu 

ako prognostického markera ako aj možný ciel budúcej terapie. 

 

Guanylate binding protein-1 (GBP1) 

Guanylate binding protein-1 je úzko spojený s bunečnou proliferáciou a reguluje rast a invazívne 

vlastnosti glioblastómu. Zvýšená expresia génu pre GDP1 je spojené s ďalšími zmenami, najmä PETN 

deléciou a amplifikáciou EGFR. Zvýšená expresia GDP1 má za následok zvýšenú migráciu buniek a 

ich zvýšený invazívny potenciál a proliferáciu nádorového ochorenia. Miera expresie GBP1 koreluje s 

horšou prognózou ochorenia [9]. 

 

Isocitrate dehydrogenase 1 (IDH1) 

Izocitrát dehydrogenáza 1 je enzým katalyzujúci oxidatívnu dekarboxyláciu izocitrátu na 2-oxoglutarát. 

Vysoký výskyt mutácií génu pre IDH1 je typický pre proneurálny typ GBM. Zvýšená expresia génu vedie 

k abnormálnemu deleniu buniek. Mutácia v IDH1 géne je samostatným prognostickým faktorom pre 

dlhšie OS a PFS pacientov s primárnym i sekundárnym GBM v porovnaní s wild-type IDH1 [10]. 

 

Nicotinamide phosphoribosyltransferase (NAMPT) 

NAMPT je enzým katalyzujúci klúčovú reakciu regenerácie nicotinamide adenine dinucleotidu, je 

určujúcim enzýmom pre rýchlosť metabolickej dráhy. Nadmerná expresia génu pre NAMPT je veľmi 

častým javom v bunkách GBM. Nadmerná expresia vedie k vysokým hladinám NAD a k vysokej 

rezistencii buniek tumoru voči liečbe. NAMPT sa uplatňuje ako kľúčový faktor aj v signálnych dráhach 

vedúcich k onkogénnym kmeňovým bunkám – cancer-initiating cells. Nadmerná expresia NAMPT 

značne koreluje s EGFR pozitívnymi a IDH negatívnymi nálezmi na tumoroch, ktoré sú spájané so zlou 

prognózou ochorenia. V in vitro pokusoch inhibícia expresie NAMPT vedie k zvýšeniu citlivosti buniek 

k apoptóze a možno ho teda považovať za potenciálny ciel terapie[11]. 
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Marker efekt na prognózu ochorenia úloha v patogenéze 

EGFR 
amplifikácia a mutácie v géne sú spojené so 

zlou prognózou 
zvýšená proliferácia a migrácia buniek. 

p53 
poruchy signálnej cesty a expresia GOF 

variantu sú spojené so zlou prognózou 

poruchy regulácie apoptózy, strata funkcií p53 - 

udržiavanie stability genómu, inhibícia angiogenézy. 

GOF proteín je transkripčným faktorom génov, ktoré 

p53 za normálnych okolností neovplyvňuje 

GBP1 
zvýšená miera expresie koreluje s horšou 

prognózou ochorenia 

zvýšená expresia spôsobuje zvýšenú migráciu buniek, 

ich výraznejší invazívny potenciál a proliferáciu 

ochorenia 

IDH1 

mutácia v géne pre IDH1 je spojená s 

proneurálnym typom GBM a lepšou 

prognózou 

zvýšená expresia génu vedie k abnormálnemu deleniu 

buniek 

NAMPT 
nadmerná expresia génu pre NAMPT je 

spojená so zlou prognózou 

zvýšená expresia génu vedie k vysokej rezistencii 

buniek voči chemoterapeutikám a k nadmernému 

výskytu cancer-initiating cells 

 

Záver 

Molekulárne biomarkery majú vzťah ku konkrétnym procesom, ktoré sa podieľajú na onkogenéze, no 

úplné objasnenie týchto procesov, ich postupnosť, náväznosť a úlohu konkrétnych zmien biomarkerov 

v procese malígnej transformácie buniek si vyžiada značné úsilie. Je však zrejmé, že analýza týchto 

biomarkerov umožňuje v porovnaní s klasickou histológiou lepšie klasifikovať nádorový proces a lepšie 

odhadnúť jeho budúce biologické správanie a prognózu. Široké klinické uplatnenie takejto analýzy 

zostáva však problematické pre chýbajúci konsenzus medzi vedúcimi pracoviskami, pre pomerne 

vysoký počet markerov, ktoré podliehajú viacerým typom zmien a potrebe použitia širšej škály 

metodických a technických postupov. Klinická interpretácia výsledkov stanovenia markerov je 

komplikovaná a vyšetrenia spravidla nemožno pre potrebu tkanivovej vzorky s odstupom času opakovať 

čo znemožňuje monitorovať zmeny v tkanive nádoru v priebehu terapie a pri prípadnom relapse. 

Napriek týmto problémom je možnosť analýzy biomarkerov výrazný prísľubom do budúcna, lebo umožní 

navrhnúť pacientovi individuálnu terapiu “na mieru”. 
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Univerzita Komenského v Bratislave  

Jesseniova lekárska fakulta v Martine  

Ústav lekárskej biochémie 

Malá Hora 4D - 036 01 Martin – SK 

Email: michalslastan20@gmail.com 

 

 

Abstrakt 

Vďaka výraznému technickému posunu sa možnosti zobrazovacích vyšetrovacích modalít výrazne 

rozšírili o úplne nové aplikácie, špeciálne to platí o magnetickej rezonancii, ktorej niektoré možnosti iba 

začínajú prenikať do klinickej praxe. S výrazným nárastom počtu zdravotníckych zariadení vybavených 

magnetickou rezonanciou a širším spektrom vyšetrení ktoré ponúkajú jednotlivé pracoviská sa výrazne 

zlepšila dostupnosť špeciálnych vyšetrení. Medzi špeciálne vyšetrenia patrí aj vyšetrovanie biomarkerov 

glioblastoma multiforme. Práca je sumárom informácií o vybraných biomarkeroch zobrazovacích 

vyšetrení, ich väzbe k procesom progresie ochorenia, k prognóze ochorenia a k hodnoteniu odpovede 

na terapiu. 

 

Kľúčové slová: biomarkery, zobrazovacie, prognóza, glióm 
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Biomarkery zobrazovacích vyšetrení 

 

Samostatnou kategóriou prognostických faktorov GBM sú biomarkery zobrazovacích vyšetrení. Tieto 

sa získavajú novšími technikami magnetickej rezonancie ako sú perfúzne vážené zobrazovanie, difúzne 

vážené zobrazovanie a magneticko rezonančná spektroskopia, ako aj technikami pozitrónovej emisnej 

tomografie. Samotnými biomarkermi sú relative cerebral blood volume  (rCBV), apparent diffusion 

coefficient (ADC) a contrast transfer coefficient (Ktrans) a zmeny metabolizmu glukózy a fenylalanínu 

[1]. Tieto parametre majú úzky vzťah k vaskulárnej štruktúre , k stavu hematoencefalickej bariéry a 

bunkovej hustoty nádoru. Biomarkery zobrazovacích vyšetrení sú objektívne, kvantitatívne parametre, 

ktoré možno využiť na detekciu, staging, stanovenie prognózy a posúdenie odpovede na terapiu. 

Stanovenie biomarkerov zobrazovacích vyšetrení je neinvazívne a možno ho opakovať. Zobrazovacie 

vyšetrenia zachytávajú heterogenitu nádoru. 

 

Zobrazovanie objemu krvi v mozgu 

 

Na zobrazovanie objemu krvi v mozgu sa používajú techniky dynamic susceptibility contrast MRI (DSC-

MRI), technika zachytáva proces prvej pasáže kontrastnej látky tkanivom mozgu v krátkom časovom 

úseku. DSC MRI následne vypočítava viaceré parametre – cerebral blood flow (CBF), cerebral blood 

volume (CBV), mean transit time (MTT) a time to the peak signal change. Relative cerebral blood flow 

(rCBF), parameter získavaný pomocou DSC-MRI , poskytuje fyziologické informácie o neovaskularizácii 

a angiogenéze v mozgu in vivo. Možno ho využiť pri gradingu a hodnotení odpovede na terapiu. Viacero 

štúdií navrhuje využitie markera na hodnotenie odozvy na antiangiogenickú terapiu (napríklad 

Bevacizumab), pri výraznej korelácii úrovne markera a overal survival a progression free survival 

parametrov [2,3]. Stanovenie úrovne markera rCBF pred začatím terapie možno teda použiť na 

stanovenie prognózy a zhodnotenie pravdepodobnej odpovede na terapiu, čím možno upraviť 

terapeutický postup. Na hodnotenie objemu krvi v mozgu možno použiť aj metódy arterial spin labeling 

technique, ktorá používa pokročilé techniky magnetickej rezonancie -  3D fast spin echo (FSE) 

pseudocontinuous artery spin labeling (pcASL). Použitie objemu krvi v mozgu ako markera má aj svoje 

limitácie – získané hodnoty sú relatívne, nie absolútne čo sťažuje štandardizáciu referenčných hodnôt 

naprieč pracoviskami. Navyše niektoré pracoviská nepodporili využitie CBF a odvodených 

fyziologických parametrov ako markerov odpovede na terapiu, pre častý výskyt falošne pozitívnych a 

falošne negatívnych nálezov, ktoré môžu viesť k nesprávnym klinickým rozhodnutiam [4]. 

 

Zobrazovanie vaskulárnej architektúry 

 

Fyziologické parametre získané pomocou DSC-MRI a DCE-MRI možno použiť na hodnotenie 

vaskulárnych štruktúr. DCE-MRI sa používa na hodnotenie hematoencefalickej bariéry. Technika 

vyžaduje získanie T1 vážených obrazov z DCE-MRI pred, počas a po podaní bolusu kontrastnej látky. 

Kontrastná látka preniká cievnou stenou a hromadí sa v mimobunkovom priestore v prípade, že je 

porušená hematoencefalická bariéra alebo zvýšená permeabilita steny ciev. Týmto postupom sa dajú 

získať nasledovné parametre – Ktrans, objem extravaskulárneho, extracellulárneho priestoru v danom 

objeme tkaniva (Ve), objem krvnej plazmy v danom objeme tkaniva (Vp), a pomer medzi 

extravaskulárnym, extracellulárnym priestorom a objemom krvnej plazmy (Kep). 

 

Ktrans 

 

Ktrans vyjadruje mieru permeability ciev, povrch steny kapilárnej siete a prietoku krvi a používa sa na 

hodnotenie efektu anti-angiogenickej terapie u rôznych nádorov. Viacero štúdií dokázalo vzťah medzi 

hladinou Ktrans pred začatím anti-angiogenickej terapie a dĺžkou PFS a OS. V 2016 štúdia O'Neill et al. 

zistila, že parameter Ktrans je efektívnejší ako FDG-PET a DW-MRI v predpovedaní odpovede GBM  na 

anti-angiogenickú liečbu [5]. 
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Vascular normalization index 

V roku 2009 Jain et al. použili na liečbu 31 pacientov s recidívou GMB cediranib a analyzovali K trans 

mapy pomocou DCE-MRI. Pomocou DSC-MRI bol meraný rCBV a pomocou enzýmovo viazanej 

immunosorbent assay bola meraná hladina kolagénu IV v periférnej krvi. Autori zistili, že zmeny v Ktrans, 

rCBV a hladine kolagénu IV po dokončení jedného cyklu terapie cediranibom výrazne korelovali s OS a 

PFS. Autori navrhli na výpočet vaskulárneho normalizačného indexu nasledujúci vzorec: 

 

VNI =-[(a x Δktrans) + (b x ΔCBV) + (c x Δcoll IV)] 

 

Štatistická analýza ukázala že hodnoty VNI po jednom cykle terapie cediranibom boli signifikantne 

spojené s PFS a OS a že vyššie hodnoty VNI boli spojené s dlhším PFS a OS [6].  Normalizácia 

vaskularizácie podľa hypotézy vedie k zlepšeniu perfúzie tumoru, čo zvyšuje oxygenáciu a predlžuje 

OS u pacientov s GBM. Anti-angiogenická terapia teda pomáha len pacientom s pozorovateľnou 

normalizáciou vaskularizácie. Autori za dlhším OS videli niekoľko faktorov – vyššiu oxygenáciu tkaniva 

tumoru, lepší dosah chemoterapeutík k tkanivu tumoru, možný efekt cediranibu (inhibítor tyrozín kinázy)  

s indukciou programovanej bunečnej smrti a s uvedenými procesmi spojenú imunitnú odpoveď. 

 

Arterio-venous overlap AVOL 

 

AVOL sa meria pomocou DSC-MRI pomocou binárnych MELODIC-odvodených artériových a 

venóznych máp. Vo vzorke tumoru je podiel arteriálneho riečiska nižší oproti normálnemu tkanivu a 

percentuálny podiel AVOL signifikantne vyšší oproti normálnemu tkanivu. Priemerný OS bol 

signifikantne vyšší u pacientov s recidívou high-grade GBM pokiaľ mali redukovaný AVOL po liečbe 

bevacizumabom v porovnaní s pacientmi, ktorý mali AVOL po liečbe zvýšený [7]. 

 

Zobrazovanie koeficientu difúzie 

 

DWI je pokročilá MRI technika, ktorá využíva Brownov pohyb molekúl vody. Biologické makromolekuly 

zabraňujú difúzii vodných molekúl. Pomocou aplikácie silných magnetických gradientov v zobrazovacej 

sekvencii  (napr. echo planar imaging) možno hodnotiť transverzálnu difúziu, čo umožňuje hodnotiť 

integritu tkaniva. Najčastejšie využívaným kvantitatívnym parametrom je ADC. ADC odráža mieru 

difúzie vodných molekúl a je nepriamo úmerný bunečnej hustote tkaniva. Marker sa využíva pri detekcii 

recidívy tumoru, monitorovaní terapeutickej odpovede na rádio a chemoterapiu [8]. Viaceré štúdie našli 

koreláciu medzi úrovňou ADC a PFS, OS pacientov s novodiagnostikovaným GBM aj u pacientov s 

recidívou GBM [1]. Pre posúdenie dynamiky ochorenia možno použiť kombináciu funkčných difúznych 

máp a ADC charakteristiky. Pacienti s väčším objemom tkaniva s  redukciou ADC mali kratší OS ako 

pacienti s menším objemom tkaniva s redukciou ADC. Rovnako rýchly nárast redukcie ADC bol spojený 

so skorou recidívou GBM [8]. 

 

Zobrazovanie reštrikčného spektra 

 

ADC môže byť pozmenený signálom difúzie z edému a nekrózy, čo výrazne znižuje presnosť 

nameraných údajov a limituje hodnotenie. Restriction spectrum imaging (RSI) je novým typom DWI 

techniky, ktorý umožňuje posúdenie mikroskopickej architektúry tkaniva na základe anizotropného 

pohybu vodných molekúl v rôznych tkanivách. RSI je priamo úmerné bunečnej hustote nádoru. RSI je 

menej zaťažené falošnými nálezmi v porovnaní s ADC a je presnejšie ako ADC pri hodnotení odpovede 

tumoru na anti-angiogenickú terapiu u pacientov s rGBM. V 2016 štúdia Macdonald et al. posudzovala 

prognostickú hodnotu RSI v porovnaní s kombináciou ADC, T1 váženého postkontrastného MRI a T2 

váženého FLAIR zobrazenia u pacientov  liečených bevacizumabom. Autori našli koreláciu medzi 

nárastom RSI a poklesom ADC v oblastiach s vysokým signálom na T2 vážených FLAIR sekvenciách 

a horšou prognózou OS. Autori prišli k záveru, že RSI zlepšuje presnosť odhadu prognózy PFS a OS v 

porovnaní s štandardným DWI, T1 váženými postkontrastnými sekvenciami a T2 váženými FLAIR 

sekvenciami [9]. 
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Zobrazovanie metabolizmu 

Zmeny metabolizmu sú jednou z hlavných charakteristík rakoviny, zmeny sa týkajú metabolizmu 

glukózy, aminokyselín a lipidov v nádore. Zmeny metabolizmu možno zobraziť dvomi spôsobmi: PET 

zobrazovanie pomocou značkovania rádionuklidmi (11C a 18F), tento postup je veľmi citlivý (10-11 až 10-

12 mol/l) a pomocou spektroskopie magnetickej rezonancie, ktorá dokáže odlíšiť chemické a 

molekulárne zložky tumoru od zloženia okolitého tkaniva na základe vyžarovaných frekvencií, ktoré 

generuje spin rezonujúcich jadier (1H,31P alebo 13C). 

 

Zobrazovanie metabolizmu glukózy 

 

Rozdiel v metabolizme glukózy v nádorovom a zdravom tkanive bol objavený už v polovici dvadsiateho 

storočia. V roku 2012 bola na štúdiu recidívy high-grade GBM použitá (FDG)-PET, Colavolpe et al. zistili 

že pomer maximálnych hodnôt štandardizovaného uptake nádoru a normálneho tkaniva kontralaterálne 

priamo úmerne koreluje s OS a PFS [10] Predmetom výskumu je aj pomer 13C laktátu a 13C bikarbonátu. 

 

Zobrazovanie metabolizmu aminokyselín 

 

V nádorovom tkanive dochádza k zmenám metabolizmu glutamínu, glutamátu, methionín, aspartát a 

tyrozín. 1H-MRS možno použiť na zobrazenie zmien metabolizmu cestou N-acetylaspartát ktorý vzniká 

z aspartátu a acetyl-CoA a ktorý je markerom poškodenia neurónov. Zmeny pomeru N-

acetylaspartát/cholín pred liečbou a po liečbe predpovedajú OS pacientov. Podobne možno na 

odhadnutie prognózy použiť pomer cholín/creatinín [11]. Pomocou PET 3,4-dihydroxy-6-[18F]-fluoro-l-

phenylalanine (18F-FDOPA) a [18F]-fluoro-3-deoxy-3-L-fluorothymidine (18F-FLT) možno posúdiť 

metabolizmus phenylalanínu, zmeny veľkosti signálnej oblasti ako aj zmeny absolútnych hodnôt možno 

použiť ako markery prognózy ochorenia. Zníženie objemu tumoru o 35% alebo viac dva týždne po začatí 

terapie (včítane anti-angiogenickej terapie) je spojené s so signifikantne dlhším PFS a OS [12]. 

 

Záver 

Biomarkery zobrazovacích vyšetrení sa získavajú pomocou pokročilých postupov magnetickej 

rezonancie a pozitrónovej emisnej tomografie, zobrazovacích modalít, ktorých dostupnosť sa rýchlo 

zlepšuje. Vyšetrenie a jeho vyhodnotenie si vyžaduje skúseného špecialistu. Vyšetrenie nie je invazívne 

a možno ho opakovať, v prípade vyšetrení magnetickou rezonanciou bez rizika spojeného s radiačnou 

záťažou. Mimoriadne sľubnou sa zdá byť možnosť monitorovania odpovede na terapiu a stratifikácia 

pacientov na responderov a nonresponderov. Napriek pomerne slušnej dostupnosti vybavenia pre 

vykonávanie takýchto vyšetrení v bežnej klinickej praxi ich aplikáciu sťažuje absencia 

štandardizovaných odporúčaných postupov. 

 

Poďakovanie 

„Táto publikácia vznikla vďaka podpore v rámci operačného programu Výskum a vývoj pre projekt: 

VYTVORENIE NOVÉHO DIAGNOSTICKÉHO ALGORITMU PRI VYBRANÝCH NÁDOROVÝCH 

OCHORENIACH, ITMS kód projektu: 26220220022, spolufinancovaný zo zdrojov Európskeho fondu 

regionálneho rozvoja“. 

 

Literatúra 

[1] Kong Z, Yan C, Zhu R, et al. (2018) Imaging biomarkers guided anti-angiogenic therapy for malignant gliomas. 

NeuroImage : Clinical. 2018;20:51-60. doi:10.1016/j.nicl.2018.07.001. 

[2] Sawlani R N, Raizer J, Horowitz S W, et al. (2010) Glioblastoma: a method for predicting response to antiangiogenic 

chemotherapy by using MR perfusion imaging– pilot study. Radiology. 255 (2), 622–628. 

[3] Schmainda K M, Prah M, Connelly J, et al. (2014) Dynamic-susceptibility contrast agent MRI measures of relative 

cerebral blood volume predict response to bevacizumab in recurrent high-grade glioma. Neuro Oncol. 16 (6), 880–

888. 



 

 
 

88 

[4] Netto J P, Schwartz D, Varallyay C, Fu R, Hamilton B, Neuwelt E A, (2016) Misleading early blood volume changes 

obtained using ferumoxytol-based magnetic resonance imaging perfusion in high grade glial neoplasms treated with 

bevacizumab. Fluids Barriers CNS. 13 (1), 23. 

[5] O'Neill A F, Qin L, Wen P Y, de Groot J F, Van den Abbeele  A D, Yap J T, (2016) Demonstration of DCE-MRI as an 

early pharmacodynamic biomarker of response to VEGF Trap in glioblastoma. J Neurooncol. 130 (3), 495–503. 

[6] Sorensen A G, Batchelor T T, Zhang W T, et al. (2009) A "vascular normalization index" as potential mechanistic 

biomarker to predict survival after a single dose of cediranib in recurrent glioblastoma patients. Cancer Res. 69 (13), 

5296–5300. 

[7] LaViolette P S, Cohen A D, Prah M A, et al. (2013) Vascular change measured with independent component analysis 

of dynamic susceptibility contrast MRI predicts bevacizumab response in high-grade glioma. Neuro Oncol. 15 (4), 

442–450. 

[8] Wen Q, Jalilian L, Lupo J M, et al. (2015) Comparison of ADC metrics and their association with outcome for patients 

with newly diagnosed glioblastoma being treated 

withradiationtherapy,temozolomide,erlotinibandbevacizumab.JNeurooncol. 121 (2), 331–339. 

[9] McDonald C R, Delfanti R L, Krishnan A P, et al. (2016) Restriction spectrum imaging predicts response to 

bevacizumab in patients with high-grade glioma. Neuro Oncol. 18 (11), 1579–1590. 

[10] Colavolpe C,Chinot O,Metellus P, et al. (2012) FDG-PETpredicts survival in recurrent high-grade gliomas treated with 

bevacizumab and irinotecan. Neuro Oncol. 14 (5), 649–657. 

[11] Ratai E M, Zhang Z, Snyder B S, et al. (2013) Magnetic resonance spectroscopy as an early indicator of response to 

anti-angiogenic therapy in patients with recurrent glioblastoma: RTOG 0625/ACRIN 6677. Neuro Oncol. 15 (7), 936–

944. 

[12] Schwarzenberg J, Czernin J, Cloughesy T F, et al. (2014) Treatment response evaluation using 18F-FDOPA PET in 

patients with recurrent malignant glioma on bevacizumab therapy. Clin Cancer Res. 20 (13), 3550–3559. 

  



 

 
 

89 

KONTROLA KVALITY MITOCHONDRIÍ V ONKOLÓGII 

 

Z. Tatarková1, A. Tomašcová1, J. Lehotský2, P. Račay2 a P. Kaplán2 

 
1 Ústav lekárskej biochémie, Jesseniova lekárska fakulta v Martine, Univerzita Komenského v Bratislave 

(JLF UK v Martine) 
2 Biomedicínske centrum Martin, JLF UK v Martine 
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Abstrakt 

V priebehu posledných desaťročí sa podarilo odhaliť zmeny v tvare mitochondrií a ich regulátorov, ktorí 

sa stali hlavnými hráčmi v množstve fyziologických bunkových procesov. Mitochondrie sú extrémne 

dynamické organely, ktorých vysoko kontrolované morfologické zmeny odpovedajú na špecifické 

a rozmanité patofyziologické potreby. Preto je ich kontrola kvality rozhodujúca pre určenie funkcie 

a osudu buniek. Navyše, stále nové metabolické zmeny, ktoré možno pripísať mitochondriálnym 

(dys) funkciám, sú pevne spojené s rakovinou a jej mikroprostredím. Z tohto dôvodu sú rôzne aspekty 

kontroly aktivity a stavu mitochondrií v centre pozornosti onkológie. V tomto prehľadovom príspevku 

objasňujeme najzaujímavejšie objavy súvisiace s dvomi zjavne nezávislými, ale prísne prepojenými 

procesmi, ktoré sú kľúčové pre funkčnosť organel a ich ďalší osud - mitochondriálna dynamiku 

a mitofágiu. Navyše ich vzájomné metabolické prepojenia a regulácia môžu náhodne podporiť nádorový 

kontext. 

 

Kľúčové slová: dynamika mitochondrií, kontrola kvality mitochondrií, autofágia, mitofágia 
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Úvod  

Takmer každá bunka v ľudskom tele, od buniek bijúceho srdca až po baktérie-pohlcujúce bunky 

imunitného systému, je poháňaná chemickou energiou produkovanou špecializovanými 

vnútrobunkovými organelami - mitochondriami. Mitochondria sú základnými aktérmi v rozmanitých 

bunkových aktivitách, medzi ktoré patrí bunková signalizácia, tvorba a regulácia hladín reaktívnych 

foriem kyslíka (ROS), homeostáza hladiny vápnika v cytosole a regulácia apoptózy prostredníctvom 

mitochondriálneho permeability tranzitného póru [1]. Mitochondriálna dysfunkcia sa podieľa na rozvoji 

metabolických a neurodegeneratívnych ochorení, vrátane rakoviny a starnutia [2,3]. Proces tvorby 

energie so sebou prináša aj produkciu odpadových produktov, ktoré môžu byť vysoko toxické, takže 

ako skutočné elektrárne, mitochondrie vyžadujú prísnu kontrolu kvality a funkčnej inegrity. Toto zaisťuje 

prežitie bunky, a tým aj samotného organizmu [4]. Nedávno vedci vyvinuli novú technológiu, ktorá 

analyzuje v neuveriteľnom detaile, ako bunky iniciujú odstránenie poškodených mitochondrií s využitím 

digitálnych snímok. Takýmto spôsobom je možné odhaliť proteínovú mapu kontroly mitochondriálnej 

kvality [5].  

Pre správne fungovanie buniek musí existovať vzájomná komunikácia medzi mitochondriami a jadrom, 

ktorá sa označuje ako antegrádno-retrográdna signalizácia [6]. Jadrové gény kontrolujú mitochondriálnu 

biogenézu cez dosyntetizovanie mitochondrií, aby bol naplnený zvýšený metabolický dopyt. Oproti 

procesu biogenézy je ďalšia úroveň kontroly v jadre sprostredkovaná génmi regulujúcimi autofágiu 

a mitofágiu. Nedostatočná akumulácia patogénnych mutácií mitochondriálnych génov u nádorových 

ochorení naznačuje zapojenie aktívnych mechanizmov kontroly mitochondriálnej kvality, ktoré 

zabraňujú akumulácii chybných mitochondrií. Mitofágia je špecializovaný typ autofágie, ktorá selektívne 

degraduje a eliminuje nadbytočné alebo poškodené mitochondrie [7]. Biogenéza a mitofágia pracujú 

súbežne na procesoch regulácie mitochondriálnej masy, funkcie a kvality. Na druhej strane defektné 

mitochondrie odosielajú signál priamo do procesu mitofágie prostredníctvom depolarizácie membrán, 

a cez kaskádu fosforylácie a ubikvitácie mitochondriálnych proteínov, zatiaľ čo znížená produkcia 

energie v bunke (ak je celkový počet mitochondrií nedostatočný) spúšťa biogenézu mitochondrií  cez 

energetický senzor - AMP kinázu a iné mechanizmy. 

 

Autofágia a kontrola kvality mitochondrií 

 

Keďže hlavnou úlohou autofágie je kontrola kvality mitochondrií (mitoQ) a pravdepodobne aj 

poskytovanie substrátov pre mitochondriálny metabolizmus, pričom autofágia môže podporiť 

tumorigenézu a malignitu aj cez tieto mechanizmy. Avšak doposiaľ chýbajú priame dôkazy o identite 

špecifických substrátov získaných autofágiou-sprostredkovanou recykláciou ako i metabolické cesty, 

ktoré podporujú, zatiaľ nie sú známe. Nedostatočná autofágia v nádorových bunkách spôsobuje 

závislosť od glutamínu, čo naznačuje, že glutamín môže byť jeden zo substrátov potrebných pre 

autofágiu [8]. Nie je tiež známe, či autofágia eliminuje mitochondrie s patogénnymi mutáciami 

mitochondriálneho genómu v nádorových bunkách aby ochránila a zachovala fungujúce zásoby 

mitochondrií alebo či pozorované od autofágie-nezávisé defekty oxidačnej respirácie sú výsledkom 

poškodenia proteínov a/alebo nedostatku substrátov [9]. 

Systém molekulárneho “poplachu“ kontroly kvality mitochondrií zahŕňa dva hlavné enzýmy: proteínovú 

kinázu PINK1, ktorá chemicky modifikuje proteíny s fosfátom a E3 ligázu PARKIN, ktorá označuje 

cieľové proteíny molekulou nazývanou ubikvitín [10]. Za normálnych podmienok majú zdravé 

mitochondrie na svojom vonkajšom povrchu malé množstvo PINK1. Po poškodení sa v mitochondrii 

nahromadí PINK1, ktorý prenáša fosfát na PARKIN, aby ho aktivoval. Následne aktivovaný PARKIN 

ubikvitinuje mitochondriálne proteíny, ktoré spustia proces autofágie aby zachytil, pohltil a následne 

odstránil tieto špecifické mitochondrie v lyzozómoch. Niektoré iné PARKIN-nezávislé mitofagické 

receptory zahŕňajú BNIP3 [11], NIX [12], FUNDC1 [13] a BCL2L13 [14]. Hoci PINK1-PARKIN-závislá 

mitofágia  je najlepšie charakterizovaná a väčšinou spájaná s nádormi, nedávno boli popísané ďalšie 

alternatívne dráhy, pričom senzitivity individuálnych typov buniek sa ukazuje významným faktorom 

determinujúcim spustenie typickej dráhy mitofágie. Hoci je logické špekulovať o úlohe mitofágie 

u rakoviny, avšak stále chýba priamy dôkaz o zapojení mitofágia do tumorigenézy. Navyše úloha 
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kontroly kvality mitochondrií pri rakovine väčšinou zahŕňa informácie získané pomocou genetických 

modelov a s manipuláciou dobre overených autofagických génov [15]. 

 

 
 

Obrázok 1: Metódy hodnotenia mechanizmov kontroly kvality mitochondrií (upravené podľa [16]) 

ROS-reaktívne formy kyslíka, MT- MitoTracker, LT- LysoTracker 

 

Veľkou výzvou súčasnosti je snaha o zavedenie workflow konceptu monitorujúceho čo najkomplexnejší 

obraz zahŕňajúci detekciu procesov autofágie a mitofágie, bioenergetiku a kontrolu kvality mitochondrií.  

Väčšina štúdií sa zameriava na sledovanie individuálnych procesov, avšak zatiaľ nebol navrhnutý 

integrovaný metodologický prístup, ktorý by poskytol komplexný pohľad na bunkové a tkanivovo 

špecifické reakcie na fyziologické, farmakologické a patologické poruchy. Toto je dôležité, nakoľko 

hodnotenie kvality mitochondrií si vyžaduje štandardizované protokoly, ktoré by umožnili testovanie 

kľúčových prvkov tohto zložitého procesu pomocou širokého spektra biologických údajov. Nedávno bola 

publikovaná ucelená komplexná stratégia (Obr. 1), ktorá spája hodnotenie autofágie s poškodením 

mitochondrií, mitochondriálnou dynamikou a funkciou ako aj bunkovým metabolizmom s využitím 

bunkových kultúr [16]. Funkcia mitochondrií môže byť takto testovaná v reálnom čase, aby bolo možné 

posúdiť dôsledky expozície toxínom či farmakologickým agensom. Je vysoký predpoklad, že tento 

prístup bude významný pre výskumníkov v širokej oblasti biomedicínskeho výskumu.  

 

Dynamika mitochondrií a tvorba metastáz 

 

Dynamika mitochondrií je regulovaná na úrovni dvoch hlavných procesov – fúzie a štiepenia (Obr. 2). 

Štiepenie je sprostredkovaná rodinou dynamin-related proteínov (Drp). Aktivovaný Drp1 sa translokuje 

z cytosolu do mitochondriálnej membrány kde interaguje s Drp1 receptormi (Mid 49, Mid51, Mff) a Fis1 

aby vytvoril štiepny komplex. Drp1 oligoméry zužujú a následne delia mitochondrie [17]. Proces fúzie je 

sprostredkovaný prostredníctvom mitofusínov (Mfn1/2) a Opa1. Mitofusíny pôsobia na vonkajšej 

membráne mitochondrií, zatiaľ čo o Opa1 sa predpokladá jeho pôsobenie na vnútornej membráne 

mitochondrií. Mitofusíny navzájom interagujú a vytvárajú hemifúznu stopku, ktorá postupne rastie do 

lipidového otvoru a nakoniec obnoví integritu membrány. Opa1 vďaka svojej kardiolipín-viažúcej 

doméne formuje fúzny pór vo vnútornej mitochondriálnej membráne [18,19]. 

Aktivácia Opa1-MFN1/2-sprostredkovanej mitochondriálnej fúzie spúšťa oxidačnú fosforyláciu na úkor 

anaeróbnej glykolýzy, čo vedie k zvýšeniu hladín ROS a následne k zhoršeniu migrácie rakovinových 

buniek. 



 

 
 

92 

 
Obrázok 2: Dynamika mitochondrií a tvorba metastáz [17] 

 

Na druhej strane Drp1-závislé štiepne procesy inhibujú oxidačný metabolizmus zvýšením energetického 

výťažku glykolýzy a znižujú produkciu ROS, čím sa uľahčuje tvorba metastáz. Navyše, štiepenie je 

rozhodujúcim procesom pre správnu aktiváciu mitofágie, hoci zostáva stále nejednoznačné, ako môže 

byť mitofágia spojená s migráciou nádoru. 

Nedávne publikácie identifikovali lineárny vzťah medzi osudom mitochondrií a rakovinou [20-23]. 

V skutočnosti mitochondrie môžu byť spojené s tvorbou a progresiou rakoviny, pričom ich príspevok má 

silný vplyv na invazívnosť a metastatický profil rakoviny [21]. Rastúci počet dôkazov naznačuje, že 

mnohé nádorové bunkové línie a solídne nádory podliehajú drastickému metabolickému 

reprogramovaniu; obmedzujú Krebsov cyklus a oxidačnú fosforyláciu ako dôsledok mutácií, ktoré 

ovplyvňujú aktivitu kľúčových enzýmov týchto procesov [20]. Avšak spojenie medzi dysfunkciou 

mitochondrií a rakovinou nie je zviazané iba s metabolizmom. V skutočnosti činnosť mitochondrií môže 

priamo či nepriamo ovplyvniť expresiu nDNA alebo mtDNA, mutácie [22], epigenetické zmeny ako je 

metylácia [20], migrácia a smrť buniek [23], 

 

Metabolizmus mitochondrií a onkogenéza 

 

Ako už bolo spomínané, mitochondrie majú veľký vplyv na prakticky všetky procesy spojené 

s onkogenézou, zahŕňajúc malígnu transformáciu, progresiu nádoru, odpoveď na liečbu 

a protirakovinové imunologické odpovede [24]. Mitochondrie pritiahli značnú pozornosť ako ciele pre 

vývoj nových protirakovinových látok, a to nielen preto, že zohrávajú ústrednú úlohu v rezistencii 

malígnych buniek na indukciu RCD (regulovanej bunkovej smrti) liečby, ale aj preto, že podliehajú ich 

fenotypovej a metabolickej plasticite (Obr. 3). Prípad venetoklaxu, molekuly, ktorá spúšťa RCD 

napodobením aktivity proapoptotických členov rodiny BCL2 proteínov, dobre ilustruje vysoký potenciál 

agensov zameraných na mitochondriu v liečbe špecifických malignít [25]. 
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Obrázok 3: Mitochondria a proces onkogenézy [24] 

C-nádorová bunka, D-neprežívajúce nádorové bunky, L-lymfocyt, M-metastázujúce nádorové bunky, N-normálne 

bunky, R- rezistentné nádorové bunky, TME-mikroprostredie nádoru 

 

Avšak nešpecifické zameranie na mitochondriálne funkcie v mikroprostredí nádorov môže mať 

významné a zároveň aj závažné práve neopodstatnené účinky. Napríklad inhibícia protinádorovej 

imunitnej odpovede, čo je situácia, ktorá pripomína použitie farmakologických inhibítorov autofágie [26]. 

Preto sa v najbližšej budúcnosti budú musieť navrhnúť rafinované stratégie, ktoré umožnia špecifickú 

moduláciu mitochondriálnych funkcií vo vybraných bunkových populáciách, aby terapeutický potenciál 

agensov zameraných na mitochondriu bolo možné plne využiť v klinickej praxi. Avšak, veľký počet 

predklinických a klinických prác je stále potrebný na to, aby sa tento ambiciózny cieľ stal realitou 

v klinickej praxi. 

 

Záver 

Napriek značnému pokroku, pochopenie úlohy mitochondriálnej dynamiky a mitofágie pri kontrole 

pôvodu a progresie nádoru zostáva veľa kľúčových otázok nevyriešených. Navyše situáciu komplikuje 

vzájomná interakcia spomínaných procesov. V súčasnosti je na PubMede dstupných približne 4407 

odborných prác diskutujúcich rôzne aspekty autofágie a mitochodrií. Z týchto, 1438 prác sa zaoberá 

bioenergetikou mitochondrií, zatiaľ čo 478 diskutuje o kontrole kvality mitochondrií. Avšak iba niekoľko 

dôkazov naznačuje, že je úplne nerozumné urobiť všeobecné vyhlásenie o tom, ako môže autofagia 

a mitofágia ovplyvniť nádor. Podobne, na základe objavujúcich sa zistení, sa zdá, že regulácia tvaru 

mitochondrií hrá rozhodujúcu úlohu v prvých krokoch tvorby nádoru a schopnosti migrácie/invázie 

rakoviny. Navyše zostáva objasniť aj to, ako rôzne aspekty mitochondriálneho metabolizmu a dynamiky 

môžu ovplyvniť protinádorovú imunitnú odpoveď a aké sú ich relatívne prínosy k progresii nádoru alebo 

klírensu. Tento nový koncept pomáha rozšíriť naše vedomosti a perspektívy v oblasti liečby nádorov, 

čo umožňuje identifikovať nové kandidátske ciele na liečbu. V neposlednom rade treba spomenúť 

individuálny prístup k jednotlivým pacientom vzhľadom na známy klinicko-molekulárno-biochemický 

profil. 
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Abstrakt 

Krv je tekutina obmývajúca všetky telesné orgány a nesie so sebou molekuly z rôznych tkanív. Preto je 

dôležitým a navyše aj ľahko dostupným biologickým materiálom v klinickej diagnostike. Pri objavovaní 

nových proteínových biomarkerov v krvnom sére pre rôzne ochorenia ale čelíme problému v podobe 

prítomnosti vysoko abundantných proteínov (VAP), najmä albumínu. Biomarkery sa zvyčajne v krvi 

nachádzajú v nízkych koncentráciách a VAP ich prekrývajú a interferujú s ich signálom. V súčasnosti 

existuje niekoľko bežne používaných techník na odstránenie albumínu aj ďalších VAP z krvného séra 

od imunoafinitných kolón, cez komerčné kity až po metódy založené na rozličnej rozpustnosti 

jednotlivých proteínov v organických rozpúšťadlách. 

Cieľom predkladanej práce bolo porovnať dva prístupy odstránenia albumínu, tzv. dealbuminizácie, 

zo vzoriek ľudského séra, ktoré sú kompatibilné s metódou dvojdimenzionálnej elektroforézy a 

identifikácie proteínov hmotnostnou spektrometriou. Prvou testovanou metódou bol komerčný kit 

ProteoPrep Blue Albumin and IgG Depletion kit, ktorý je finančne náročnejší a dovoľuje spracovať iba 

určité množstvo vzorky. Druhým prístupom bola finančne nenáročná dealbuminizácia zrážaním 

proteínov acetonitrilom a metanolom (AMV protokol). Podľa našich výsledkov je efektívnejšia metóda 

dealbuminizácie AMV protokolom, ktorý signifikantne zvýšil počet proteínových spotov a zlepšil 

identifikáciu proteínov na hmotnostnom spektrometri. 

 

Kľúčové slová: albumín, biomarker, krvné serum, dvojdimenzionálna elektroforéza 
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Úvod 

Krvné vzorky sa rutinné využívajú v klinickej praxi na široké spektrum diagnostických účelov. Proteíny 

v krvnom obehu odrážajú zdravotný stav pacienta. Zmeny v koncentrácii a prípadné posttranslečné 

modifikácie proteínov reprezentujú určité ochorenie a môžu slúžiť ako potenciálne diagnostické 

biomarkery. Navyše, krv je ľahko dostupný biologický materiál s možnosťou opakovaného odberu, čo 

umožňuje dlhodobé  sledovanie stavu [1].   

Na hľadanie nových biomarkerov sa používa necielená „shotgun“ proteomika a zmeny v expresii 

proteínov korelujúce so študovanou chorobou sa vyjadrujú relatívnou kvantifikačnou metódou [2]. 

Jednou z tradičných metód „shotgun“ proteomiky je aj dvojdimenzionálna elektroforéza (2-DE) spojená 

s identifikáciou proteínou pomocou hmotnostnej spektrometrie. Tento postup bol úspešne  použitý 

napríklad pri štúdiách krvných biomarkerov cervikálneho, hepatocelulárneho alebo kolorektálneho 

karcinómu [3; 4; 5].  

Avšak hľadanie nových biomarkerov čelí problému v podobe vysoko abundantých proteínov (VAP), 

ktoré tvoria až 95 % z celkového objemu proteínov v krvi [6].  VAP produkujú výrazné signály, ktoré 

prekrývajú a interferujú s detekciou biomarkerov, ktoré sa zväčša vyskytujú v nízkych koncentráciách 

[7]. Najvýraznejším VAP je albumín, ktorý tvorí 50 % celkovej proteínovej hmoty a proteínové 

biomarkery bývajú v koncentrácii  o desiatky rádov nižšej (>>10 ng/ml). Albumín je navyše známy 

transportér fyziologicky významných proteínov a peptidov, takže je dôležité mať na pamäti, že 

odstránenie albumínu zo vzorky môže spôsobiť stratu potenciálnych biomarkerov [8]. 

Odstránenie albumínu a ďalších VAP z krvnej plazmy alebo séra je nevyhnutným krokom pred analýzou 

vzorky proteomickými metódami. Medzi najviac používané prístupy patrí imunoafinitná proteomická 

separácia, odstredivá ultrafiltrácia, komerčné kity založené na farbe Cibacron blue a precipitácia 

oranickými rozpúšťadlami [19; 10; 11]. Imunoafinitné zariadenia sú založené na interakcii antigén-

protilátka a sú veľmi špecifické, no majú relatívne nízku kapacitu. Navyše sú veľmi drahé a vyžadujú 

spojenie so špecifickými prístrojmi ako je vysokovýkonná kvapalinová chromatografia [12]. 

V tejto práci sme porovnali dve metódy odstránenia albumínu zo vzorky ľudského séra - komerčný kit 

ProteoPrep Blue Albumin and IgG Depletion Kit (Sigma-Aldrich) založený na väzbe albumínu na 

Cibacron Blue farbu a zrážanie proteínov pomocou organických rozpúšťadiel acetonitrilu (ACN) a 

metanolu. Účinnosť týchto metód bola porovnaná na základe proteomických profilov vytvorených 2-DE 

a náhodne vybrané proteíny boli identifikované pomocou MALDI (matricou asistovaná laserová 

desorpcia/ionizácia) hmotnostnej spektrometrie. Našim cieľom bolo zistiť, či protokol na odstránenie 

albumínu založený na bežne dostupných a finančne nenáročných organických rozpúšťadlách je 

porovnateľne účinný s komerčným kitom a môže byť použitý na gélové proteomické metódy.  

 

 

Materiál a metódy 

Vzorky 

Na štúdiu sme použili kontrolné vzorky zdravých jedincov (n=4) zo štúdie „Molekulárne štúdium 

vybraných porúch CNS“, ktorá bola schválená Etickou komisiou JLF v Martine, UK v Bratislave, kód 

certifikácie IRB00005636. Krv kontrolných jedincov sa získala v rámci dobrovoľného darcovského 

odberu na Národnej transfúznej stanici Martin. Venózna periférna krv sa odobrala do skúmaviek 

Vacutest® s gélovým aktivátorom krvného zrážania o objeme 5 ml na získanie krvného séra. Skúmavky 

sme scentrifugovali (4°C, 7000 rpm, 5 min) a sérum uskladnili na - 80°C. 

 

Odstránenie albumínu pomocou ProteoPrep Blue Albumin and IgG Depletion Kit 

ProteoPrep Blue Albumin and IgG Depletion Kit (Sigma-Aldrich) sme použili presne podľa 

odporúčaného manuálu (súčasť kitu) s nanáškou 50 µl séra. Dealbuminizované vzorky (ProteoPrep kit 

sérum)  sme hlboko zamrazili na -80°C. 

 

Odstránenie albumínu s acetonitril-metanol-voda (AMV) protokolom 

Pri tejto metóde sme postupovali podľa mierne upraveného protokolu publikovaného v práci Tucholskej 

et al. [13]. 25 µl krvného séra sme zmiešali s 125 µl 100% ACN a nechali inkubovať 15 min na ľade. 



 

 
 

97 

Centrifugáciou (13 000 rpm, 15 min) sme oddelili pelet od  supernatantu. Pelet sme následne 

rozsuspendovali v 50 µl roztoku AMV (12,5 µl 100% ACN, 12,5 µl 100% metanolu, 50 µl deionizovanej 

vody) a znova inkubovali 15 min na ľade. Centrifugáciou (13 000 rpm, 15 min) sme získali pelet 

proteínov, ktorý sme nechali vysušiť na vzduchu pri izbovej teplote a rozpustili v 1% kyselina mravčej 

(rozpúšťanie na trepačke, 20°C, 750 rpm, 2 h). Vzorky (AMV protokol sérum) sme uskladnili na -80°C. 

 

Meranie koncentrácie proteínov 

U vzoriek séra sme stanovili koncentráciu proteínov pomocou komerčného kitu DCTM Protein Assay 

(Bio-Rad) podľa manuálu výrobcu.   

 

Dvojdimenzionálna gélová elektroforéza 

Nanášku s 200 µg proteínov sme vyzrážali ľadovým acetónom a pelet proteínov získali centrifugáciou 

(13 000 rpm, 10 min). Pelet sme rozpustili v rehydratačnom tlmivom roztoku (Rehydratation/Sample 

buffer, Bio-Rad), rehydratovali na 7 cm stripoch (ReadyStrip IPG, Bio-Rad) s lineárnym imobilizovaným 

pH 3-10 gradientom. Izoelektrická fokusácia (IEF) prebehla v prístroji  Protean IEF system (Bio-Rad) v 

trojkrokovom protokole (250 V na 20 min, 4000 V na 2 h a 4000 V pokiaľ celkové napätie nedosiahlo 

10,000 Vh). Pred separáciou v druhej dimenzii sme stripy ekvilibrovali 15 min v ekvilibračnom tlmivom 

roztoku I (Equilibration Buffer I, Bio-Rad) a 15 min v ekvilibračnom tlmivom roztoku II (Equilibration buffer 

II, Bio-Rad) s prídavkom 0,03 g/ml jodoacetamidu. Druhá dimenzia prebehla v 12% polyakrylamidovom 

géle pri konštantnom elektrickom prúde 15 mA/gél. Gély sme ofarbili Bio-safe Coomassie G-250 farbou 

(Bio-Rad), zosnímali pomocou denzitometru GS-800 (Bio-Rad) a analyzovali v programe PDQuest 8 

software (Bio-Rad). 

 

Identifikácia proteínov hmotnostnou spektrometriou 

Vybrané proteínové spoty sme vyrezali z gélu, Coomasie farbu sme odstránili premývaním s 50% ACN 

a spoty dehydratovali v 100% ACN. Nasledovala inkubácia s 10 mM ditiotreitolom (56°C, 45 min) a 

potom s 55 mM jodoacetamidom (izbová teplota, 30 min, tma). Nakoniec sa spoty dvakrát premyli v 25 

mM bikarbonáte amónnom a 100% ACN. Na digesciu proteínov sme použili 3 µl trypsínového 

roztoku/spot (20 ng/µl) (Promega) s inkubáciou cez noc na trepačke (37°C, 1000 rpm). Peptidy boli 

extrahované 10% kyselinou trifluoroctovou a zakoncentrované vo vákuovom vysokorýchlostnom 

koncentrátore  (Vacufuge plus vacuum Concentrator, Eppendorf) na objem približne 10 µl. Proteíny sme 

naniesli na MALDI terčík (AnchorChip target, Bruker Daltonics) s matricou (kyselina α-kyano-4-

hydroxyškoricová, 1 mg/ml) a analyzovali s pomocou UltrafleXtreme MALDI-TOF (MALDI – analyzátor 

doby letu) hmotnostného spektrometra (Bruker Daltonics). Získané hmotnostné spektrá peptidov sme 

porovnali s databázou SwissProt s použitím MASCOT vyhľadávacieho programu (Matrix Science).  

 

Výsledky 

Koncentrácia proteínov 

Koncentrácia proteínov v krvnom sére bola 72,5 ± 8,7 mg/ml. Po použití ProteoPrep kitu aj AMV 

protokolu sa koncentrácia proteínov vo vzorke znížila približne na jednu tretinu pôvodnej koncentrácie. 

Nameraná koncentrácia v sére po odstránení albumínu je zhrnutá v Tab. 1. 

 

Tabuľka 1: Koncentrácia proteínov v sére po dealbuminizácii. 

Metóda  
                     Frakcia 

ProteoPrep kit  

sérum 
(mg/ml ±SD) 

AMV protokol sérum 
(mg/ml ±SD) 

Prečistená frakcia 22,4 ± 1.7 21,1 ± 3,2 
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Dvojdimenzionálna elektroforéza 

Krvné sérum sme pred aj po dealbuminizácii analyzovali metódou 2-DE. V sére sme zdetegovali 134 ± 

5 proteínových spotov (Obr. 1A). Po prečistení kitom ProteoPrep sme zdetegovali na proteínovej mape 

153 ± 4 spotov (Obr. 1B) a po dealbuminizácii AMV protokolom 168 ± 6 spotov (Obr. 1C). Pomocou 

dealbuminizácie boli z proteínovej mapy odstránené proteínové zhluky nachádzajúce v  regióne s 

vysokým výskytom albumínu (rozmedzie 50 – 75 kD a pH 5 7).   

 
Obrázok 1: Reprezentatívne 2-DE mapy porovnávajúce dealbuminizáciu ProtePrep kitom a AMV 

protokolom: A – sérum, B – ProteoPrep kit sérum, C – AMV protokol sérum. Zobrazené sú 

reprezentatívne gély zo štyroch nezávislých experimentov a predstavujú rovnakú vzorku séra po 

rozličných dealbuminizačných zásahoch. Čísla spotov sa zhodujú s číslami v Tab. 2. 

 

Na 2-DE mapách sme náhodne vybrali 5 proteínových spotov na rovnakých miestach pre každú skupinu 

– neupravené sérum, ProteoPrep kit sérum a AMV protokol sérum. Proteíny sme identifikovali MALDI-

TOF hmotnostnou spektrometriou. Identifikované proteíny sú zhrnuté v Tab. 2. Úspešnosť proteínovej 

identifikácie je určená pomocou Mascot (MS) skóre, ktoré posudzuje signifikanciu výsledku. Vo 

všeobecnosti, MS skóre väčšie ako 67 sa nachádza v hladine významnosti (p<0.05) [14].  

Identifikované proteíny v spotoch 1 a 2 boli rovnaké pre všetky tri skupiny a to apolipoproteín A1 

(APOA1_HUMAN) v 1 a zmes transferínu (TRFE_HUMAN) a albumínu (ALBU_HUMAN) v 2. V spote 3 

sme v neupravenom sére a ProteoPrep kit sére identifikovali TRFE_HUMAN v zmesi s ALBU_HUMAN, 

no v AMV protokol sére sme identifikovali iba TRFE_HUMAN s vysokým MS skóre. Alfa-1B-glykoproteín 

(A1BG_HUMAN) bol identifikovaný ako spot 4 v sére prečistenom AMV protokolom s dostatočne 

vysokým MS skóre a taktiež v neupravenom sére, no s nedostatočnou signifikanciou. V 2-DE mape séra 

prečisteného ProteoPrep kitom sa nám nepodarilo spot 4 identifikovať. Ďalej sa nám nepodarilo stanoviť 
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proteín v spote 5 v neupravenom sére. V prípade ProteoPrep kit séra bol v spote 5 identifikovaný 

albumín, pričom ale nesedí jeho molekulová veľkosť (71,32 kDa) s polohou na 2-DE mape (okolo 40 

kDa). Po prečistení AMV protokolom sme v spote 5 identifikovali vitamín D viažuci proteín 

(VTDB_HUMAN) s dostačujúcim MS skóre.  

 

Tabuľka 2: Identifikované proteíny z proteínových máp. Číslo spotu sa zhoduje s číslom na Obr. 1. 

UniProt ID  - UniProt identifikátor, Mw – relatívna molekulová hmotnosť, pI – izoelektrický bod 

 

 

Diskusia 

Použitie séra na 2-DE vedie k presýteniu proteínovej mapy albumínom a inými VAP, čo znižuje 

schopnosť rozlíšenia jednotlivých proteínových spotov a ich prekryv zhlukmi VAP. Preto je odstránenie 

albumínu a prípadne ďalších VAP dôležitým krokom v proteomickom skúmaní krvného séra [15]. V 

predkladanej práci sme testovali  dve rôzne metódy odstránenia albumínu, ktoré sme vybrali pre ich 

kompatibilitu s 2-DE a jednoduchú prípravu. Taktiež bolo našim cieľom porovnať, či finančne nenáročná 

AMV metóda prečisťovania proteínov organickými rozpúšťadlami dokáže konkurovať komerčnému kitu. 

Testovaný komerčný ProteoPrep Blue Albumin and IgG depletion Kit bol úspešne použitý pri skúmaní 

biomarkerov u nádoru vaječníkov [16]. Tento kit je založený na stacionárnej fáze tvorenej Cibacron 

farbou, ktorá slúži ako polycyklický aniónový ligand viažuci albumín [17]. 

Obidve metódy zvýšili počet proteínových spotov na 2-DE mape a odstránili albumínové zhluky 

koncentrované v oblasti 50 – 75 kDa. Keď porovnáme výsledky z identifikácie proteínových spotov 

neupraveného séra a po prečistení AMV protokolom, môžeme povedať, že sa nám podarilo odstrániť 

albumín zo spotu 3, zvýšiť skóre na úroveň signifikantnosti u A1BG_HUMAN a identifikovať proteín 

VTDB_HUMAN v spote 5. Naopak, pri použití ProteoPrep kitu sme identifikovali albumín aj v spote 5 a 

spot 4 sa nám nepodarilo identifikova vôbec.  

Inkubácia séra s ACN v objeme aspoň 20 % narúša väzbu proteínov s albumínom, a tím znižuje 

pravdepodobnosť straty potenciálne dôležitých proteínov [12; 8] . Taktiež bolo dokázané, že pri zrážaní 

metanolom zostane značná časť albumínu v supernatante [13]. Navyše, organické rozpúšťadlá 

odstraňujú nepolárne kontaminanty ako lipidy ktoré interferujú s IEF [18]. 

 

Záver 

Podľa našich výsledkov dokázala metóda založená na zrážaní proteínov acetonitrilom a metanolom 

(AMV protokol) odstrániť albumín efektívnejšie ako ProteoPrep Blue Albumin and IgG Depletion kit. 

Proteínové spoty boli po prečistení séra AMV protokolom dobre separované a počet proteínových 

spotov sa signifikantne zvýšil. Navyše, AMV protokol zlepšil identifikáciu proteínov na MALDI-TOF 

hmotnostnom spektrometri.  
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Abstrakt 

Pokroky v genomike nám umožnili popísanie charakteristických čŕt karcinómu prsníka (KP), vedúce ku 

klasifikácii ochorenia na rôzne typy [1]. Využitím real-time qPCR môžeme pomocou analýzy génovej 

expresie definovať tzv. génové profily a odhaliť početné gény, ktoré môžu ovplyvniť rozvoj ochorenia, 

prognózu či úspešnosť liečby [2, 3]. Keďže štúdií, ktoré by sa zameriavali na génový profil histologicky 

normálneho tkaniva (HNT) z okolia KP je zatiaľ obmedzené množstvo, zvolili sme si za cieľ tento génový 

profil sledovať. V štúdii sme spracovali tkanivo KP a tkanivo z okolia karcinómu, odobraté pacientkam 

s KP s gradingom 3. Expresiu génov sme analyzovali pomocou real-time qRT-PCR reakcie na 

komerčných 96-jamkových platničkám s panelom primerov pre gény asociované s KP. Pre všetky 

sledované gény bol stanovený parameter zmeny expresie (RQ) ako parameter miery génovej expresie. 

Ukázalo sa, že z 84 sledovaných génov bolo v tkanive z okolia karcinómu 14 up-regulovaných a 10 

down-regulovaných génov. Z toho však len 3 signifikantne up-regulované: KRT5, CCNA1 a SFRP1 

(p<0.05, p<0.05, p<0.01). Štatisticky významne bol down-regulovaný iba gén NME1 (p<0.05). Uvedené 

gény sa podieľajú na riadení bunkového cyklu, cez WNT-signalizáciu môžu ovplyvňovať apoptózu a tiež 

predikovať typ vznikajúceho karcinómu či metastatický potenciál tkaniva.  

Profilácia vybraných génov medzi študovanými biologickými materiálmi karcinómu predstavuje iba 

zlomok pohľadu na úlohu mikroprostredia pri tumorovej progresii, no v kombinácii s ďalšími 

molekulovými charakteristikami, sa môže v konečnom dôsledku podieľať na vývoji nových liečebných 

stratégií. 

 

Kľúčové slová: karcinóm prsníka, mikroprostredie, génová array  
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Úvod 

Vďaka využitiu genomických metód akými sú microarraye či real-time qRT-PCR dnes vieme, že 

karcinóm prsníka nie je jedno ochorenie prejavujúce sa odlišnými histopatologickými a prognostickými 

vlastnosťami, ale práve naopak je to súbor ochorení jedného orgánu, ktoré sa okrem spomínaných 

histopatologických a prognostických vlastností líšia aj na genetickej a molekulárnej úrovni. Základné 

(klinické, histopatologické) rozdelenie je podľa prítomnosti = pozitivita (+), resp. neprítomnosti = 

negativita (-): estrogénového receptora (ER), progesterónového receptora (PR) a receptora 2 pre ľudský 

epidermálny rastový faktor (HER2). Vďaka multigénovej profilácii však karcinómy prsníka delíme na 

základe ich rozdielneho genetického profilu na typy: luminal A, luminal B, basal-like, normal breast-like 

a human epidermal growth factor receptor 2 (HER2)-positive [4]. 

Génové arraye založené na qRT-PCR predstavujú tzv. high-throughput technológiu, ktorá kombinuje 

senzitivitu real-time PCR reakcie a vysokú profilovaciu schopnosť microarrayí. Dokážeme tak 

komplexne a cielene hodnotiť gény celej génovej rodiny, gény jednej signálnej dráhy či gény všeobecne 

asociované s určitým ochorením. Pri real-time PCR sledujeme množstvo amplikónu tvoreného počas 

reakcie monitorovaním množstva fluorescenie príslušnej farbičky. Má široký dynamický rozsah (až 6 

stupňov), čím dokáže kvantifikovať nízko aj vysoko exprimované gény súčasne, čiže tie, ktoré majú 

nízku aktivitu aj tie, ktoré ju majú zvýšenú [3]. 

Jednou z prvých aplikácií génového profilovania založeného na microarrayi v rámci karcinómu prsníka 

bolo potvrdenie rozdielnosti KP na molekulárnej úrovni. Ukázalo sa, že ER+ a ER- karcinómy majú 

zásadne líšiaci sa profil génovej expresie. Nasledovali ďalšie štúdie, ktorých výsledky viedli k súčasnej 

klasifikácii karcinómu prsníka. Iné sa zamerali na predpoveď odpovede pacienta na liečbu a na celkovú 

prognózu ochorenia. Hoci nedokázali nahradiť tradičné spôsoby hodnotenia a klasifikácie karcinómu 

prsníka, komerčné microarraye a qRT-PCR arraye ponúkajú paralelnú prognostickú informáciu 

a v oblastiach, ako je napr. výskum nádorového mikroprostredia môžu byť šikovným nástrojom na 

komplexné génové skenovanie [4]. 

Do našej štúdie boli zaradené vzorky karcinómu prsníka luminálneho typu, teda s dobrou prognózou a 

k nemu prislúchajúce vzorky histologicky normálneho okolia tkaniva. Ukázalo sa totiž, že aj v 

histologicky normálnom tkanive sú prítomné podobné molekulárne abnormality ako v tkanive karcinómu 

[5].  

 

Materiál a metódy 

Súbor pacientov 

Jednalo sa o prospektívnu štúdiu s 80 ženami s histologicky potvrdeným karcinómom prsníka, ktorým 

bol vykonaný chirurgický zákrok na Gynekologicko-pôrodníckej klinike JLF UK a UNM. Po získaní 

informovaného súhlasu boli pri chirurgickom zákroku pacientkam odobraté nasledujúce vzorky: tkanivo 

karcinómu prsníka (3-5 x 5 x 3-5 mm) a v rovnakom rozsahu aj histologicky normálne tkanivo z okolia 

karcinómu prsníka (≤2 cm od okraja karcinómu). Materiál bol odobratý a uskladnený pri -80°C na 

multigénovú analýzu. Zo všetkých pacientok, ktoré spĺňali kritéria výberu (primárny unilaterálny 

invazívny duktálny karcinóm (n=71/80), iba prípady s biologickými charakteristikami luminálneho 

A a luminálneho B karcinómu (n=34) a z nich ďalej tie s gradingom 3 (n=16) boli zvolené na multigénovú 

analýzu. Z nich sa iba v siedmych prípadoch podarilo vyizolovať dostatočné množstvo mRNA z tkaniva 

karcinómu prsníka a zároveň aj z histologicky normálneho tkaniva.  

 

Tabuľka 1. Charakteristika súboru pacientov, ktorí boli finálne začlenení do štúdie, n=7.  

Typ karcinómu DIK, Gr. 3, HER2 negat. 

Vek 57,3± 13,4 (priemer ± sd) 

BMI 27,17± 4,94 (priemer ± sd) 

DIK - duktálny invazívny karcinóm; Gr. – grading; HER2 – receptor 2 pre ľudský endoteliálny faktor; sd 

– smerodajná odchýlka; BMI – z angl. body mass index.  
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Izolácia RNA  

Vzorky tkaniva o veľkosti 5 x 5 x 3 mm získané pri chirurgickom zákroku boli okamžite umiestnené do 

plastových ependorfových skúmaviek s RNA stabilizujúcim roztokom (RNAlater; Applied 

Biosystems/Ambion, USA) a zmrazené na -80 °C pre izoláciu RNA. RNA bola izolovaná pomocou kitu 

RNeasy Lipid Tissue (Qiagen Inc., USA). Koncentrácia RNA bola odmeraná spektrofotometricky na 

prístroji NanoPhotometer™ (Implen GmBH, Germany), odčítaním absorbancie na vlnovej dĺžke 260 nm 

a jej čistota bola určená pomocou 

absorbančného indexu AI=A260 

nm/A280 nm. Vzorky s AI>1.8 boli 

vybraté pre ďalšie analýzy. Kvalita 

každej RNA vzorky bola 

skontrolovaná na mikročipovej 

elektroforéze (MCE_-202 MultiNA, 

Shimadzu Biotech, Germany). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázok 1. Schéma pracovného 

postupu od spracovania vzorky až 

k jej analýze. Upravené podľa 

schémy z webstránky QIAGEN 

(https://www.qiagen.com/us/resources/download.aspx?id=cdd2f728-1aca-4013-b043-4f9a69cfda78&amp;lang=en). 

 

  

https://www.qiagen.com/us/resources/download.aspx?id=cdd2f728-1aca-4013-b043-4f9a69cfda78&lang=en


 

 
 

104 

Syntéza cDNA a real-time qPCR 

Syntéza komplementárnej DNA (cDNA) potrebnej pre PCR amplifikáciu bola získaná pomocou Maxima 

First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR (ThermoScientific, USA). Mix reagencií pozostával 

z nasledujúcich zložiek: 5x reakčný mix (4 µl); Maxima Enzyme Mix (2µl); RNA templát (5 µg) a sterilná 

voda bez nukleáz (výsledný objem 20 µl). Zmes sme jemne premiešali a inkubovali 10 min pri 25 °C, 

nasledovalo 15min pri 50 °C. Reakcia bola ukončená zahriatím 5 min na 85 °C. Nasyntetizovanú cDNA 

sme nariedili a pripravili na multigénovú analýzu použitím RT2 Profiler PCR Array (Qiagen, USA) 

v kombinácii s RT² SYBR® Green qPCR Mastermixom (Qiagen, USA).  

 

Tabuľka 2. Prehľad analyzovaných génov. Zoradené sú podľa svojej funkcie.  

Funkčná skupina génov Funkčná podskupina génov Analyzované gény 

Markery klasifikácie 

tumoru 

Luminálny A-C ESR1 (ERa), FOXA1, GATA3, KRT8, KRT18, SLC39A6, 

TFF3, XBP1 

Basal-like / Trojito negatívny BIRC5, EGFR, KRT5, NOTCH1 

HER2-like ERBB2 (HER2), GRB7 

Metastázujúci do pľúc ID1, MMP2 (Gelatinase A), PTGS2 (COX2) 

Prenos signálov Sprostredkovaný receptorom 

pre steroidy 

AR, BRCA1, CCNE1, CTNNB1, ESR1 (ERa), ESR2 (ERß), 

IGF1, KRT19, PGR, RB1 

„Hedgehog“ signalizácia BCL2, CCND1, GLI1, SNAI2 

Glukokortikoidová dráha IGFBP3, NME1 (NM23A), NR3C1 (GRL) 

Klasická WNT signalizácia APC, CCND1, CTNNB1, SFRP1 

PI3K/AKT signalizácia AKT1, ERBB2 (HER2), IGF1, IGF1R, PTEN 

NOTCH signalizácia BIRC5, NOTCH1 

MAPK signalizácia MAPK1 (ERK2), MAPK3 (ERK1), MAPK8 (JNK1), TP73 

Epiteliálno-

mezenchymálny prechod 

 CTNNB1, NOTCH1, SRC, TGFB1, TWIST1 

Angiogenéza  CDH13, CTNNB1, EGF, ERBB2 (HER2), ID1, IL6, JUN, 

NOTCH1, PLAU (uPA), PTEN, SERPINE1 (PAI-1), SLIT2, 

THBS1, VEGFA 

Adhézia  ADAM23, APC, BCL2, CDH1 (E-Cadherin), CDH13, 

CDKN2A (p16INK4), CSF1 (MCSF), CTNNB1, EGFR, 

ERBB2 (HER2), PTEN, TGFB1, THBS1 

Proteolýza  ADAM23, CST6, CTSD, MMP2 (Gelatinase A), MMP9 

(Gelatinase B), PLAU (uPA), PYCARD (ASC) 

Apoptóza  AKT1, APC, BAD, BCL2, CDH1 (E-CADHERIN), CDH1 (E-

CADHERIN)3, CDKN1A (P21CIP1/WAF1), CDKN2A 

(p16INK4), GSTP1, IGF1, IL6, JUN, MUC1, NME1 (NM23A), 

RARB, SFN (14-3-3s), SFRP1, TP53, TP73, TWIST1 

Bunkový cyklus  APC, BCL2, CCNA1, CCND1, CCND2, CCNE1, CDK2, 

CDKN1A (p21CIP1/WAF1), CDKN1C (p57KIP2), CDKN2A 

(p16INK4), JUN, MKI67, MYC, PTEN, RASSF1, RB1, SFN 

(14-3-3s), TP53 

Poškodenie DNA  APC, ATM, BRCA1, BRCA2, CCND1, CDKN1A 

(p21CIP1/WAF1), MAPK1 (ERK2), MGMT (AGT), MLH1, 

SFN (14-3-3s), TP53, TP73 

Transport xenobiotík  ABCB1 (MDR-1), ABCG2 (BCRP) 

Transkripčné faktory  AR, CTNNB1, ESR1 (ERa), ESR2 (ERß), FOXA1, GATA3, 

HIC1, JUN, MYC, NOTCH1, NR3C1 (GRL), PGR, PRDM2 

(RIZ1), RARB, RB1, TP53, TP73, XBP1 

 

Analýza génovej expresie 

Na sledovanie génovej expresie sme použili RT2 Profiler PCR Array, ktorej konfigurácia bola 

nasledovná: 5 endogénnych kontrol (actin beta (ACTB), beta-2-microglobulin (B2 M), glyceraldehyde-

3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), hypoxanthine phospho ribosyl transferase (HPRT1), and 

ribosomal protein, large, P0 (RPLP0)), 3 gény na kontrolu kvality cDNA, 3 gény na kontrolu kvality 

priebehu PCR reakcie, 1 na detekciu prítomnosti gDNA a 84 génov, ktoré zohrávajú úlohu 

v karcinogenéze prsníka (Tab.2). Ako housekeepingový gén určený na normalizáciu výsledkov bol 

použitý gén pre endogénnu kontrolu RPLP0, nakoľko vykazoval najstabilnejšie hodnoty teplotných 



 

 
 

105 

kriviek. Relatívnu kvantifikáciu (RQ) génovej expresie sme vypočítali použitím on-line analyzačného 

centra dát na Qiagen web portále a bola vyjadrená ako „zmena expresie“. Zmena expresie (2^ (- Delta 

Delta CT)) je podiel normalizovaného priemeru génovej expresie  (2^(- Delta CTKP)) v skupine vzoriek 

KP a normalizovaného priemeru génovej expresie  (2^(- Delta CTHNT)) v skupine vzoriek HNT. Hodnota 

zmeny expresie väčšia ako 1 znamená pozitívnu, zvýšenú expresiu, hodnota zmeny expresie menšia 

ako 1 znamená negatívnu, zníženú expresiu. P-hodnota bola určená Studentovým t-testom pre replikáty 

hodnôt 2^ (- Delta CT) pre každý gén v skupine vzoriek HNT a KP.  

 

Výsledky 

Celkovo sme na každej arrayi stanovili mieru expresie 96 génov, z toho 7 génov ako vnútornú kontrolu 

kvality cDNA, kontrolu kvality priebehu PCR reakcie a na detekciu prítomnosti gDNA. Ďalších 5 génov 

boli označené ako „housekeeping gény”. Sledovaných génov asociovaných s KP bolo 84. Pri analýze 

sme porovnávali mieru génovej expresie v tkanive z okolia KP voči tkanivu karcinómu. Ukázalo sa, že 

z 84 sledovaných génov bolo v tkanive z okolia karcinómu 14 up-regulovaných (na obr. 2 

predstavujúcich modré trojuholníky) a 10 down-regulovaných génov (červené kosoštvorce). Popisný 

prehľad týchto deregulovaných génov je v tabuľke 3.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázok 2. Graf znázorňujúci zmenu 

expresie jednotlivých génov. 

V grafe sú zvýraznené hranice zmeny 

expresie >2 (čiarkované zvislé čiary) 

v pozitívnom aj negatívnom smere 

a tiež hranica p-hodnoty p≤0,05 

(vodorovná plná čiara).  

 

Z nich však boli len 3 signifikantne up-regulované: KRT5, CCNA1 a SFRP1 (p<0.05, p<0.05, 

p<0.01). Signifikantne down-regulovaný (p<0.05) bol 1 gén, a to gén NME1. Uvedené gény sa podieľajú 

na riadení bunkového cyklu, cez WNT-signalizáciu môžu ovplyvňovať apoptózu a tiež predikovať typ 

vznikajúceho karcinómu či metastatický potenciál tkaniva. Prehľad deregulovaných génov s uvedením 

ich funkcie je v tabuľke 4.  
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Tabuľka 3. Prehľad všetkých deregulovaných génov (zmeny expresie 

>2)  vo vyšetrovanom súbore HNT oproti KP. 
Gén  ↓ regulácia  p-hodnota  

< 0,05 

Gén  ↑ regulácia  p-hodnota 

< 0,05 

MMP9  -3.73 
 

SFRP1  13.39 0.001 

MKI67  -2.78 
 

KRT5  9.42 0.027 

BIRC5 -2.70 
 

TFF3 6.61  

NME1  -2.49 0.035 IGF1  5.39  

KRT8  -2.48 
 

PGR  4.10  

THBS1  -2.35 
 

ABCB1  3.66  

KRT19  -2.34 
 

SLIT2  3.41  

SERPINE1  -2.22 
 

CDKN1C  3.25  

CCNE1  -2.18 
 

EGFR  2.92  

PLAU  -2.08 
 

ABCG2  2.83  
   

PTGS2  2.82  
   

CCNA1  2.71 0.013 
   

EGF  2.46  
   

BCL2  2.42  

 

 

Tabuľka 4. Prehľad deregulovaných génov v HNT v nadväznosti na ich funkciu v bunkových 

procesoch. Tmavou farbou sú označené gény, ktoré sú signifikantne deregulované s p< 0,05. 

Funkcia génu v signálnych dráhach ↓ Regulácia v histologicky 

normálnom tkanive KP 

↑ Regulácia v histologicky 

normálnom tkanive KP 

„Notch“ signalizácia BIRC5  

Glukokortikoidová signalizácia NME1  

Steroidovým receptorom  

sprostredkovaná signalizácia 
KRT19, CCNE1 IGF1, PGR 

„WNT“ signalizácia   SFRP1 

„PI3K/AKT“ signalizácia  IGF1 

„Hedgehog“ signalizácia  BCL2 

Funkcia génu v rozvoji typu karcinómu   

Typ „Basal-like“ BIRC5 KRT5, EGFR 

Typ „Luminal A-C“ KRT8 TFF3 

Potenciál metastázovania do pľúc  PTGS2 

Funkcia génu v bunkových procesoch   

Proteolýza MMP9  

Bunkový cyklus MKI67, CCNE1 CDKN1C, CCNA1, BCL2 

Apoptóza NME1 SFRP1, IGF1, BCL2 

Angiogenéza THBS1, SERPINE1, PLAU SLIT2, EGF 

Adhézia THBS1 EGFR, BCL2 

Proteolýza PLAU  

Transkripčné faktory  PGR 

Tranport xenobiotík  ABCB1, ABCG2 
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Záver 

V tejto štúdii sme hodnotili génovú expresiu v tkanive priľahlom k tumoru, ktoré sa histologicky javilo 

ako normálne, od pacientov s HER2 negatívnym duktálnym invazívnym karcinómom.  Primárnym 

cieľom bolo stanoviť génový profil asociovaný s karcinómom v histologicky normálnom tkanive prsníka 

a identifikovať bunkové signálne dráhy, ktoré sú najväčšmi ovplyvnené. Stanovený profil génovej 

expresie môže byť využitý na predikciu fenotypu karcinómu. 

V histologicky normálnom tkanive odobratom z okolia karcinómu prsníka sme detegovali deregulované 

gény, ktoré by mohli určovať charakter rozvíjajúceho sa KP. Celkovo bolo deregulovaných 24 génov 

v HNT oproti KP. Najviac ovplyvnené boli gény pre „Secreted frizzled-related protein 1” (SFRP1), 

Keratín 5 (KRT5), „Trefoil factor 3“ (TFF3) a „Insulin-like growth factor 1“ (IGF1). Spolu s ostatnými 

génmi, ktoré boli deregulované +2, resp. -2 násobné, predstavovali zapojenie do kontroly bunkového 

cyklu, apoptózy, angiogenézy, viacerých signálnych dráh, transportu xenobiotík či predikcie typu 

vznikajúceho karcinómu. Zaujímavá môže byť korelácia získaných dát s génovým profilom prsníkového 

tkaniva pacientov bez KP. 

Naše určenie úlohy mikroprostredia pri vývoji nádorového bujnenia pomocou transkriptomickej profilácie 

môže spolu s kombináciou genomiky a proteomiky prispieť k determinovaniu molekulovej podstaty 

vzniku malignity ako aj individualizovanému prístupu k pacientovi počas liečby. 
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Abstrakt 

Počas malígnej transformácie spojenej s rozvojom glioblastómov dochádza k narušeniu regulácie 

viacerých vnútrobunkových signálnych dráh, čo potom vedie k odolnosti malígnych buniek voči 

apoptóze, zvýšenej schopnosti proliferácie buniek ako aj k rezistencii gliómov na rádio- a chemoterapiu. 

Na týchto z hľadiska rozvoja a liečby malígnych ochorení nežiaducich javoch sa výrazne podieľajú 

signálne najmä dráhy PI3K/Akt a MEK/ERK. Tieto dráhy často pracujú komplexne čo znamená, že sa 

navzájom ovplyvňujú a regulujú rôznymi spätnými väzbami a ich komplexnosť sa tiež prejavuje 

spoločným pôsobením na rovnaké substráty.  

 

Kľúčové slová: PI3K/Akt, Ras/Raf/MEK/ERK, glioblastóm 
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Úvod 

Jednou zo základných čŕt nádorových buniek je ich schopnosť rásť a prežívať spôsobom, ktorý porušuje 

normálnu homeostázu bunkového prostredia [1]. Signálne dráhy, regulujúce proliferáciu a rast buniek 

ako aj ich odolnosť voči apoptóze označujeme ako signálne dráhy prežívania [1]. Rezistencia voči 

apoptóze je výsledkom zmien na genómovej, transkripčnej a postranskripčnej úrovni, čo ovplyvňuje 

funkciu bielkovín, bielkovinových kináz a substrátov ich transkripčných faktorov. 

PTEN/PI3K/Akt/mTOR/NF-kappaB a Ras/Raf/MEK/ERK dráhy sú signálnymi dráhami prežívania, ktoré 

zohrávajú dôležitú úlohu v onkogenéze. Komponenty týchto dráh bývajú pri onkologických ochoreniach 

vrátane glioblastómov často mutované či nesprávne exprimované [3]. Napríklad strata funkcie tumor 

supresorového génu PTEN často prispieva k zvýšenej regulácii PI3K/Akt dráhy. Obidve dráhy sú pri 

glioblastómoch v zvýšenej miere aktivované aj vďaka signalizácii na Ras [4]. Ras síce nebýva mutovaný, 

k jeho zvýšenej regulácii však dochádza prostredníctvom stimulácie receptorov rastových faktorov 

(genetická zmena EGFR v 37%) alebo inaktiváciou NF-1, negatívneho regulátora Ras (bodovými 

mutáciami v 15%) [5]. 

 

PTEN/PI3K/Akt/mTOR/NF-kappaB 

 

PI3K 

Fosfoinozitol 3- kinázy (PI3K) sú charakteristické svojou schopnosťou fosforylovať 3-OH skupinu 

v inozitolových lipidoch. Na základe sekvenčnej homológie a substrátovej špecificity ich delíme do troch 

skupín: trieda I, II a III, v ktorých sa nachádza 8 enzýmov. Sú to heterodimerické enzýmy zložené 

z regulačnej a katalytickej jednotky, ktorá sú pre každú triedu rozdielne [6]. K aktivácii dochádza 

fosforyláciou prostredníctvom RTK, G-proteínových receptorov alebo Ras. Prebieha na plazmatickej 

membráne. Aktivované PI3K fosforylujú lipid fosfatidyl-inozitol bisfosfát (PIP2) na fosfatidyl-inozitol 

trisfosfát (PIP3). Vzniknuté produkty slúžia ako druhý poslovia v bunkovej signalizácii. PIP3 priťahuje 

k bunkovej membráne bielkoviny obsahujúce PH (pleckstrin homology) doménu, akými sú napr. aj 

kinázy Akt a PDK1 [7]. Aktivita PI3K je kontrolovaná a negatívne regulovaná fosfatázami – PTEN, SHIP-

1 a SHIP-2. PTEN je duálne špecifická lipid/bielkovinová fosfatáza, ktorá odstraňuje 3´-fosfát z PIP3 ale 

aj PIP2. SHIP-1 a SHIP-2 odstraňujú 5-fosfát z PIP3. Vlastný, od toho v cytoplazme nezávislý 

metabolizmus inozitolových lipidov prebieha aj v jadre [8].  

 

Akt 

Akt, tiež označovaná ako bielkovinová kináza B (PKB) je 57 kDa serín-treonínová kináza. Poznáme tri 

izoformy Akt: Akt1 (α), Akt2 (β), Akt3 (γ), ktoré obsahujú PH- doménu na N-konci, centrálnu katalytickú 

(kinázovú) doménu a regulačnú oblasť na C-konci. Akt1 je vysoko exprimovaná takmer všade 

s výnimkou obličiek, pečene a sleziny. Hladina expresie Akt2 je medzi orgánmi rozdielna. Vyššiu hladinu 

nájdeme v kostrovom svale, orgánoch tráviaceho traktu a v reprodukčných tkanivách. Akt3 nájdeme 

vysoko exprimované najmä v mozgu a semenníkoch [9].  

Aktivácia Akt je viacstupňový proces, ktorý zahŕňa jednak presun Akt k cytoplazmatickej membráne 

a ďalej dvojnásobnú fosforyláciu reťazca Akt. Membránové PIP3 lipidy pritiahnu Akt a dochádza k ich 

interakcii s PH doménou Akt. Toto spojenie spôsobuje konformačnú zmenu, na základe ktorej je Akt 

prístupná fosforylácii. Prvé fosforylačné miesto je pre Akt1 na treoníne 308 (Thr 308), na kinázovej 

doméne, a je fosforylované PDK1 kinázou. Druhé miesto leží na C-konci – serín 473 (Ser 473) a je 

fosforylované kinázou označovanou ako PDK2, ktorej identita ale nie je celkom objasnená. Zdá sa, že 

túto funkciu plní hneď niekoľko kináz v závislosti od konkrétnych podmienok. Najviac spomínaný je 

mTOR komplex 2 (mTORC2), ktorý fosforyluje Ser473 najmä pri raste alebo stimulácii mitogénom [11]. 

Rovnako ako v cytoplazme aj v jadre je aktivácia Akt bielkoviny viacstupňový proces, ktorý v prvom 

kroku zabezpečujú PIP3 lipidy. Nasledujúcu fosforyláciu na Thr308 zabezpečuje aj v jadre sa 

nachádzajúca PDK1. Ako PDK2 kináza pre fosforyláciu na Ser473 slúži DNA-závislá protein kináza 

(DNA-PK), ktorá podľa Bozulicza a Heminngsa, ale aj ďalších, pôsobí v stresových situáciách akými sú 

poškodenie DNA alebo prítomnosť CpG DNA [11]. 
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Ras/Raf/MEK/ERK 

 

Ras 

Extracelulárne stimuly ako rastové faktory, cytokíny, mitogény, hormóny, oxidačný a tepelný stres [12] 

spúšťajú signalizáciu interakciou tyrozín kinázových receptorov, G-proteínových receptorov alebo 

receptorov epidermálneho rastového faktora. Signál prenášaný z týchto receptorov potom stimuluje 

GTP k väzbe na Ras. Táto premena aktivuje Ras a umožňuje jeho interakciu so širokým spektrom 

efektorových bielkovín. Následná stimulácia cytoplazmatických bielkovín Raf, MEK a ERK (komplexne 

nazývané MAPK kinázy) vyústi do regulácie transkripcie génov [13].  

 

Raf 

Raf je označenie pre rodinu serín-treonínových bielkovinových kináz pozostávajúcu z A-Raf, B-Raf, Raf-

1 (C-Raf). Raf bielkovina je aktivovaná obyčajne malým G-proteínom (Ras). K aktivácii dochádza na 

plazmatickej membráne. Je to viacstupňový proces, ktorý začína presunutím sa Raf ku plazmatickej 

membráne na základe signálu z Ras [14]. Raf bielkovina ďalej dimerizuje [15] a fosforyluje sa na 

viacerých miestach vo svojich doménach [16]. Raf aktivita je ešte modulovaná aj Bag1, 14-3-3 

bielkovinou [17] a bielkovinou tepelného šoku 90 (Hsp90). Hsp90 slúži na stabilizáciu aktivovaného Raf 

[18]. Na molekule Raf-1 je najmenej 13 regulačných fosforylačných miest [9]. Akt a bielkovinová kináza 

A (PKA) fosforylujú S259 na Raf-1, a tým inhibujú jeho aktivitu. Takto, na seríne fosforylované Raf sa 

spájajú so 14-3-3 bielkovinou a ostávajú neaktívne [19]. 

 

MEK 

Rodina mitogénom aktivovaných bielkovinových kináz (MEK) obsahuje u cicavcov 3 izoformy: MEK1, 

MEK1b a MEK2. Mitogénom aktivovaná bielkovinová kináza/ERK kináza (MEK) je tyrozín 

a serín/treonín špecifická bielkovinová kináza. Štúdie na MEK1 a MEK2 deficientných mutovaných 

myšacích líniách ukazujú, že MEK1 dokáže svojou funkciou nahradiť MEK2 ale naopak to nefunguje 

[20].  

Aktivita MEK je pozitívne regulovaná fosforyláciou prostredníctvom Raf na serínových zvyškoch 

katalytickej domény (Ser218, Ser222 pre MEK1) [21]. Fosforylovať a aktivovať MEK dokáže každý z 

troch členov Raf rodiny. Okrem spomenutých dvoch fosforylačných miest sú na MEK aj ďalšie (na 

Ser386 a Thr292, kde prebieha fosforylácia pomocou ERK a na Ser298 pomocou p21 aktivačnej 

bielkoviny. MEK fosforylovaná na týchto miestach potom v závislosti od ďalších podmienok buď 

pozitívne alebo negatívne ovplyvňuje činnosť ERK. Deaktivácia MEK sa deje defosforyláciou Ser218 

a Ser222 najmä účinkom fosfatázy PP2A, ale do úvahy prichádzajú aj ďalšie fosfatázy [23]. 

 

ERK 

Extracelulárnym signálom regulované kinázy 1 a 2 (ERK) sú serín-treonínové kinázy, ktoré obsahujú 

katalytickú doménu okolo ktorej sú regulačné úseky [24]. ERK1 (44 kDa) a ERK2 (42 kDa) sú 

homológne izoformy, ktoré zdieľajú širokú substrátovú špecificitu. Ich substráty sa nachádzajú 

v cytoplazme, jadre, membránach a aj v cytoskelete [23]. ERK často vykazujú nielen rozdielne ale aj 

protichodné funkcie v tých istých bunkách. Činnosť ERK2 je spájaná s proliferáciou, zatiaľ čo ERK1 

dokáže inhibovať účinok ERK2 v určitých bunkách [25]. Výsledky rôznych štúdií naznačujú, že rozdiely 

vo funkciách ERK1 a ERK2 môžu súvisieť viac s hladinou ich expresie ako so samotnými substrátmi na 

ktoré vplývajú. ERK1 sa na signalizácii podieľa viacej počas G2/M fázy, zatiaľ čo ERK2 viacej počas G1 

fázy bunkového cyklu [26]. 

Za normálnych podmienok je ERK ukotvená v cytoplazme a napojená na MEK [27], sieť mikrotubúl [28] 

alebo fosfatázy [29]. ERK sú aktivované duálnou fosforyláciou prostredníctvom MEK1/MEK2 na 

regulačných Tyr a Thr zvyškoch [30], pričom dochádza ich disociácii od MEK1/2. ERK je jediným 

fyziologickým cieľom MEK. Deaktivácia ERK prebieha účinkom fosfatáz na jednom alebo obidvoch 

regulačných Thr a Tyr zvyškoch [31]. Fosfatázami, ktoré defosforylujú ERK sú PP2A (Ser/Thr fosfatáza) 

[32], PTP-SL (Tyr fosfatáza) [33] a duálna MAPK fosfatáza (MKP) [34]. Aj samotné ERK dokážu 

pomocou viacerých spätných väzieb kontrolovať svoju aktivitu, najmä po určitom čase pôsobenia 
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stimulu. Medzi takéto spätné väzby vykonávané ERK patria inhibičné fosforylácie Sos [35], Raf [36] 

a MEK [22].  

 

Vplyv PI3K/Akt a MEK/ERK na apoptózu, bunkový cyklus a syntézu bielkovín 

 

Pri aktivovanej PI3K/Akt dráhe je to prostredníctvom fosforylácie proapoptotickej bielkoviny Bad, ktorá 

následne homodimerizuje a tým nie je schopná vytvárať heterodimér s antiapoptotickou bielkovinou Bcl-

XL inhibujúcou apoptotickú bielkovinu Bax. Zároveň tiež dochádza k zvýšeniu aktivity MDM2 ubikvitín 

ligázy, ktorej najvýznamnejším substrátom je tumorsupresorová bielkovina p53. Ubikvitinizácia p53 

prostredníctvom MDM2 ligázy vedie k degradácii p53 proteasomálnym systémom [37]. Pomocou 

fosforylácie bielkovín Foxo rodiny vplýva Akt negatívne na expresiu bielkoviny Bim a zabraňuje 

transkripcii génov pre bielkoviny blokujúce bunkový cyklus (p27Cip1, p21Cip1) [38]. Zároveň je však 

Akt schopná prostredníctvom aktivácie NF-κB indukovať expresiu antiapoptotických bielkovín Bcl-2, Bcl-

XL [39] a bunkových inhibítorov apoptózy cIAP-1, -2 [40]. Akt podporuje napredovanie bunkového cyklu 

jednak už spomenutým zablokovaním Foxo faktorov, ale aj priamou deaktivačnou fosforyláciou 

inhibítora cyklín-závislej kinázy 2 p27Kip1 [41]. Bunkovú proliferáciu podporuje Akt inhibíciou glykogén 

syntázy kinázy-3. Výsledkom je akumulácia cyklínu D1, promótera bunkového cyklu [42]. Na transláciu 

bielkovín vplýva Akt najmä prostredníctvom mTORC1. K jeho aktivácii dochádza pomocou malej 

bielkoviny Rheb. Akt umožňuje túto aktiváciu tým, že inhibuje TSC2, ktorého úlohou je inhibovať Rheb 

[43]. 

Aktivovaná MEK/ERK sa okrem iného prejavuje foforyláciou proapoptotickej bielkoviny Bim, čo vedie 

k zvýšenej ubikvitinizácii spomínanej bielkoviny a jej následnej degradácii proteasomálnym systémom. 

Okrem toho prostredníctvom špecifickej regulácie translácie dochádza k zvýšeniu hladiny 

antiapoptotickej bielkoviny Mcl-1, Bcl-2 či Bcl-XL [37]. ERK tiež prispieva k inhibícii apoptózy 

deaktivačnou fosforyláciou iniciátorovej kaspázy 9 [44]. Napredovanie bunkového cyklu a proliferáciu 

ovplyvňuje ERK priamou fosforyláciou transkripčných faktorov alebo prostredníctvom RSK, ktoré 

aktivuje. Aktivované RSK sa presúvajú do jadra bunky, kde fosforylujú transkripčné faktory akými sú 

SRF a CREB, ktoré spôsobia zvýšenú produkciu skorých génov (c-Fos, c-Jun, Nur77) [45]. Aktivitu 

skorých génov dokážu potom regulovať aj samotné ERK [46]. Okrem toho aktivuje regulátor bunkového 

cyklu cyklín D1 a negatívne reguluje anti-proliferatívne bielkoviny Tob1, Foxo3a a p21 [27], [28].  

 

Záver 

Terapia malígnych gliómov predstavuje v neurochirurgii a onkológii stále veľkú výzvu. Nielen že sa na 

vzniku malígnych gliómov podieľa viacero signálnych dráh so zmenenou signalizáciou, ale naviac 

hematoencefalická bariéra obmedzuje prívod množstva chemoterapeutík k nádoru. Efektívnosť 

doterajších pokusov zacieliť terapiu na signálne dráhy prežívania pri týchto typoch nádorov je veľmi 

nízka. Kombinácia špecifických inhibítorov viacerých signálnych, prípadne viacerých cieľov v rámci 

jednej dráhy môže dosiahnuť synergický efekt a predchádzať vzniku liekovej rezistencie [47]. 
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