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1. Uvod

Rakovina je celospolocenskym problémom, ktory si
ro¢ne vyziada az desat’ milionov obeti. Aj ked’ sa do vy-
skumu ,liekov na rakovinu“ investuji nemalé financné
prostriedky aich efekt sa zroka na rok zvysuje, zéklad-
nym predpokladom uspeSnosti lie€by a prezitia chorych aj
nad’alej zostava vCasna detekcia a diagnostika. Najdolezi-
tejSimi diagnostickymi a prognostickymi indik4tormi rako-
viny st morfologické a histologické charakteristiky tumo-
ru. V rutinnej klinickej praxi st sledované dvoma zaklad-
nymi postupmi, zobrazovacimi metdédami, tzv. zobrazova-
cimi metdodami (imaging methods), napr. pocitacova to-
mografia (CT — Computed Tomography), jednofotonova
emisna pocitacova tomografia (SPECT — Single Photon
Emission Computed Tomography), pozitronova emisna
tomografia (PET — Positron Emission Tomography Scan),
magnetickd rezonancia), alebo monitorovanim jednotli-
vych tumorovych markerov. Tieto v§ak v mnohych pripa-
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doch nie st dostato¢ne senzitivne, najmi pri detekcii po-
Ciato¢nych §tadii vyvoja tumoru, a obracaju tak pozornost
vyskumu na identifikdciu novych, senzitivnejSich
a Specifickejsich metdd.

2. Tumorové markery

Tumorové markery (onkomarkery) st Specifické pro-
teiny, ktoré je mozné vo vzorkach tkaniva alebo telovych
tekutin pacienta detekovat’ vo vysSej koncentracii ako za
fyziologickych podmienok. FDA (Food and Drug Admi-
nistration) definuje marker ako ,,charakteristiku, ktora je
mozné cielene merat’ a stanovit’ ako indikdtor normalnych
biologickych procesov, patologickych procesov alebo far-
makologickej odpovede na terapeuticky zdsah®. Markery
rakoviny charakterizuji molekulové zmeny u pacienta
s rakovinou. M6Zu byt produkované bunkami samotného
tumoru alebo inymi, zdravymi bunkami, ako odpoved na
pritomnost’ rakoviny. M6Zu predstavovat’ molekulu DNA,
modifikacie DNA, RNA, proteiny a ich modifikacie, alebo
iné biologické molekuly'.

Prvym identifikovanym tumorovym markerom bol
Bence-Jonesov protein, ktory bol objaveny v roku 1847
precipitaciou proteinu v okyslenom uvarenom moci. Bolo
dokazané, ze tento protein je produkovany plazmatickymi
bunkami tumoru a dodnes sa vyuZziva na diagnostiku mno-
hych myelémov?. V sucasnej klinickej praxi sa pouzivaju
roznorodejsie a SpecifickejSie markery, v prevaznej miere
proteinového charakteru, napr. prostaticky Specificky anti-
gén (PSA — prostate specific antigen), markery rakoviny
prsnika CA 15-3 , ¢i CA 125, marker rakoviny vajecni-
kov. Ako marker méze slizit’ aj enzymova aktivita protei-
nu, napr. telomeraza, ktorej enzymova aktivita je u vacsiny
typov rakoviny regulovana vzostupne®.

Napriek tomu, Ze v dnesnej klinickej praxi existuje
relativne vel'a tumorovych markerov so Sirokospektralnym
zaberom (tab. I), iba malo z nich je dostato¢ne senzitiv-
nych a Specifickych na to, aby zachytili aj vCasné stadia
a aby ich pritomnost’ jednozna¢ne vypovedala o pritom-
nosti, lokalizacii a klasifikatnom zaradeni tumoru. Z tohto
dovodu sa jednym z hlavnych cielov mnohych onkologic-
ky orientovanych vyskumov stdva identifikdcia novych
markerov, ktoré by boli schopné tento problém vyriesit
a zlepsit’ tak kvalitu lie€by a prezivanie pacientov.

3. Potencidlne onkomarkery

Vicsina z pouzivanych rakovinovych markerov bola
identifikovand v suvislosti s objavenim novych technik,
napr. dodnes pouzivanych imunometod a technik mono-
klonalnych a polyklonalnych protilatok. Nové metodické
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Tabulka I
Onkomarkery pouzivané v klinickej praxi’

Postihnuty % g 2

organ v o>

€SIV
661 VO
STI VO
VSd
AVSd
JVSd
dvd
DIy
4ODH
10,0
SN
(4l
9-T1
Wzd
Wev
Iosprew / X

Pltca X X X X X X X

Pankreas X X X X X

Oblicky X X X X X X
Prsnik X X X X
Vaje¢nik X X X X X X X
Krf¢ok maternice X X

Maternica X X X X

Semennik X X X X

Prostata X X X X X X
Pecen X X X X X

Zaladok X X X

Kolorektum X X X X

Zldovod X

LN W »n O A A N 9 B~ O N

[

Stitna 7laza X X

NN

Wilmsov tumor X X
Mocovy mechur X 1
Mozog X 1
Hrtan X 1
Burkittov lymfém X 1
Neuroblastom X X

Leukémia X X

[SSIE ST ]

Mnohopocetny myeldom X X X

—_—

Lymfom X
X / marker 5 8 5 7 9 12 1 2 2 106 4 2 4 5 1

AFP (alpha fetoprotein), CEA (carcinogenic embryonic antigen), CA 15-3 (carbohydrate antigen 15-3), CA 19-9 (carbohydrate antigen
19-9), CA 125 (carbohydrate antigen 125), PSA (free prostate specific antigen + prostate specific antigen — alpha(1)antichymotrypsin
complex), PSAF (free prostate specific antigen), PSAC (prostate specific antigen — alpha(1)antichymotrypsin complex), PAP (prostatic
acid phosphatase), hTG (human thyroglobulin), hCGb (human chorionic gonadotropin beta), Ferr (Ferritin), NSE (neuron specific eno-
lase), IL-2 (interleukin 2), IL-6 (interleukin 6), A2M (alpha 2 macroglobulin), B2M (beta 2 microglobulin)

postupy analyzy a diagnostiky rakoviny vyuzivaju poznat- vanie koncentracie a uvoliovania bunkovych metabolitov
ky bioinformatiky anazyvaju sa ,,0mické“ metody. (metabolomika) a systémovu, profilovll analyzu telovych
,,Omické” metddy zahffiajii genomiku ($tddium genému), tekutin (metabolonomika)’. Na béze ,,6mickych® metod,
transkriptomiku  (S§tidium transkriptomu), proteomiku najma proteomiky, metabolomiky a metabolonomiky, bolo
(Stadium proteinovej syntézy a signalizacie), ale aj sledo- identifikovanych niekol’ko typov potencialnych tumoro-
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vych markerov, ktoré¢ sa stali predmetom intenzivneho
vyskumu a v budiicnosti mozno aj novymi, senzitivnej$imi
a Specifickejsimi onkomarkermi klinickej praxe.

3.1. Tenascin C

Tenascin C (TnC) je oligomérny extracelularny matri-
xovy protein zlozeny zo 6 podjednotiek o molekulovej
hmotnosti 180250 kDa (cit.®). Jeho hladiny st zvysené vo
fetalnych tkanivach, vo vicsine dospelych tkaniv su nulo-
vé, resp. silne redukované a v priebehu roznych patologic-
kych podmienok sa jeho koncentracia v postihnutom tkani-
ve prudko zvysuje’.

Maligny stav mnohych typov tumorov, vratane rako-
viny Creva, prsnika, pl'tic, fibrosarkdémov, mocového me-
chira, pankreasu, uzko koreluje sjeho zvySenymi
hladinami®®. Zosilnena expresia génov kodujacich TnC,
ale aj akumulacia vysokého mnozstva samotného proteinu,
bola pozorovana aj u pacientov trpiacich jednou z najagre-
sivnejSich foriem rakoviny mozgu postihujicu nezrelé
anaplastické bunky neuroglie, multiformny glioblastom
(GBM - glioblastoma multiforme). V tomto pripade kon-
centracia TnC navyse tizko korelovala aj so stupfiom rozsi-
renia a angiogenézy tumorov'’. Zvysené hladiny TnC od-
raZajice vyvojové Stadium rakoviny, boli pozorované aj
u pacientov s karcinomom kolorekta a nemalobunkovym
karcindémom plc, ¢o iba potvrdzuje vyznam tenascinu C
ako potencialneho prognostického markera''. Na urovni
transkriptomu boli u pacientov trpiacich rakovinou name-
rané az osemnasobne vysSie hladiny mRNA kodujuce;j
TnC, v porovnani so vzorkami zdravého tkaniva. Vo vzor-
kach pacientov s rekurentnou formou ochorenia, bola hla-
dina mRNA pre TnC zvySend aZz osemndast krat
v porovnani s nerekurentnym typom, z ¢oho vyplyva, ze
zvySena expresia génov pre tenascin C by mohla predsta-
vovat’ aj vhodny marker rekurencie ochorenia'®.

3.2. Polyaminy

Vysledky mnohych prac poukazuji na to, Ze klinicky
vyznamné by mohlo byt aj stanovenie niektorych vybra-
nych polyaminov. Polyaminy spermin a spermidin, ako aj
diaminy putrescin a kadaverin (obr. 1) s zlozkami proka-
ryotickych aj eukaryotickych buniek s roznymi funkciami
a spolu s ich metabolitmi st zapojené do procesov bunko-
vého delenia a jeho regulacie'®. Mézu mat’ funkcie rasto-
vych faktorov, antioxidantov, stabilizdtorov DNA, RNA
a membran, metabolickych regulatorov, zivin a sekundar-
nych poslov'®. Rychlo rastice tkaniva zvy&ajne obsahuji
vyssie koncentracie polyaminov a stimulujt syntézu DNA,
RNA a proteinov, a naopak, vyrazné znizenie ich obsahu
rast cicavéich buniek spomaluje’.

Rychly rast tumorov sa vyznaCuje zmenou
v biosyntéze polyaminov a ich akumulaciou v postihnutom
tkanive. U pacientov s rakovinou sa v biologickych tekuti-
nach a nadorovych tkanivach, koncentricia alifatickych
aminov (spermin, spermidin, putrescin a kadaverin) vrata-
ne acetylovych konjugétov signifikantne zvySuje, priCom
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/\/\/NH2 1
HN putrescin
kadaverin |_|2N/\/\/\N|_|2
U T N NH N spermidin
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)

spermin

Obr. 1. Polyaminy putrescin, kadaverin, spermidin a spermin

pri liecbe so zlepSenim stavu pacienta ich koncentracia
klesa. Zvysenie ich koncentracie je povazované za dosle-
dok vzrastajucej sekrécie samotnych proliferujacich bu-
niek alebo bunkovej smrti pri aktivnej obnove tkaniva'.
V rakovinovych tkanivach bola pozorovana aj zvySena
aktivita enzymov ornitin dekarboxylazy (ODC) (enzym
zOCastnujiici sa biosyntézy polyaminov) a S-adeno-
zylmetionin dekarboxylazy (enzym Kkatalyzujici vznik
sperminu a spermidinu z putrescinu)'’. Vysledky stanove-
nia a porovnania koncentracie 11 polyaminov vo vzorkach
mocu pacientok s benignym a malignym ochorenim krcka
maternice a zdravych zien naznacuji, ze hladiny polyami-
nov vo vzorkach pacientov s benignym ochorenim sa od
kontrolnych hodnét markantne neodliSovali, zatial’ ¢o po-
lyaminy vo vzorkéch skupiny Zien s rakovinou boli vyraz-
ne zvySené, najmd v hodnotich putrescinu, sperminu
a spermidinulg. Vzajomna suvislost’ medzi spektrom uri-
narnych polyaminov a stupfiom malignity bola potvrdena
na prikladoch réznych typov ludskych rakovin, napr. na
priklade pokrocilého sStadia rakoviny zaludka, ovarialneho
karcinému, akutnej myelocytovej leukémie a nonhodki-
novského lymfomu'®. Vyznamné zvysenie hladiny celko-
vych polyaminov, najméd vsak kadaverinu a spermidinu,
bolo namerané aj u pacientov s malignym ascitom
v porovnani s hladinami polyaminov nameranymi u pa-
cientov trpiacich cirhdzou a tuberkulézou. Vysledky tych-
to prac potvrdzuju, ze zvysené hladiny niektorych polya-
minov u pacientov s malignym ochorenim moézu byt pou-
7ité ako jeden z tumorovych markerov®’.

3.3. Homocystein

Dalsim potencialnym markerom monitoringu pacien-
tov trpiacich rakovinou pocas liecby je zvySena koncentra-
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Obr. 2. Rézne formy homocysteinu v krvnej plazme

cia homocysteinu v krvi. Homocystein je derivovany naj-
méi z intracelulirnecho metioninu a jeho koncentracia
v plazme a moc¢i odraza rovnovahu medzi vnitrobunkovou
produkciou homocysteinu a jeho utilizaciou. V krvnej
cirkuldcii existuje viacero foriem homocysteinu, volny
homocystein a jeho derivat tiolakton (~1 %), disulfid
(~20 %), ale aj vo vézbe s proteinom (obr. 2).

DoterajSie pozorovania a merania poukazuju na to, Ze
koncentracia celkového homocysteinu v plazme, okrem
toho, Ze predstavuje rizikovy faktor srdcovocievnych
ochoreni, je aj rizikovym faktorom rakoviny. Pred zaciat-
kom liecby pacientov s rakovinou boli zaznamenané zvy-
Sené koncentracie celkového sérového homocysteinu. Sé-
rie merani koncentracie homocysteinu v priebehu liecby
ukazali zmenu, ktora sa zhodovala s koncentraciami tumo-
rovych markerov, resp. koncentracia tumorovych marke-
rov a homocysteinu sa pocas rastu nadorovych buniek
paralelne zvySovala®'.

3.4. Nukleozidy

Vo vzorkdch moci zdravych arakovinou trpiacich
pacientov bolo doposial’ identifikovanych viac ako
50 rozli¢nych nukleozidov. Urinarne nukleozidy predsta-
vuju degradac¢ny produkt ribonukleovych kyselin, prevaz-
ne tRNA, avykazuju viaceré modifikacie. Nukleozidy
prekurzorovej tRNA (pre-tRNA) st po transkripcii modifi-
kované tRNA metyltransferdzami alebo -syntetdzami. Ich
funkcia a typ modifikacie (metylacia, deaminacia, konver-
zia uridinu na pseudouridin ap.) zavisi na ich lokalizécii v
retazci tRNA. Po rozklade tRNA molekuly st nemodifi-
kované nukleozidy opat’ pouzité a modifikované nukleozi-
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dy mo&om vylugené z tela®.

Modifikované nukleozidy predstavuju v stcasnosti
potencialne markery rozlicnych typov nadorovych ocho-
reni”. Zistilo sa, Ze niektoré z nich (napr. pseudouridin,
dihydrouridin, 1-metylinozin, N*-metylguanozin, 1-metyl-
guanozin) sa v moc¢i pacientov s rakovinou nachadzajii
v porovnatel'ne vysSej koncentracii ako u zdravych jedin-
cov. Modifikované nukleozidy preto mézu predstavovat
potencialny diagnosticky marker, ale aj marker monitorin-
gu priebehu choroby ¢i odpovede na liecbu mnohych ty-
pov nadorov. M6zu byt markerom celotelového pohybu
a kolobehu tRNA ako aj indik4dtorom zmeny metabolizmu
RNA zdravych a rakovinou postihnutych pacientov**.

3.5. Fluorofory

Velmi vyznamné postavenie v oblasti diagnostiky
metabolickych a kancerogénnych procesov maju v sucas-
nej dobe techniky autofluorescendnej spektroskopie®.
V porovnani s inymi, sit vyhodné najmé pre ich rychlost’,
bezpecnost, vysokl senzitivitu a neinvazivny charakter.
Vyuzivaju charakteristicktl vlastnost’ tumorového tkaniva,
ktoré v porovnani so zdravym tkanivom vo vécSej miere
akumuluje ur€ité chemické latky s charakterom fluorofo-
rov, ako napr. derivéaty porfyrinov. Fotodetekcia rakovino-
vych tkaniv nie je novinkou. Uz v roku 1924 Policard po-
pisal fluorescenciu tumorového tkaniva po oZiareni UV
svetlom. Hoci bolo publikovanych vela prac
o autofluorescencii, iba niekol’ko z nich bolo venovanych
vyuzitiu tejto techniky na diagnostiku rakoviny zo vzoriek
séra a plazmy™, teda zo vzoriek, ktorych odber je pre pa-
cienta najmenej traumatizujuci a invazivny. Porovnanie
autofluorescencie proteinového extraktu krvnych elemen-
tov skupiny zdravych l'udi a pacientov trpiacich réznymi
typmi rakoviny ukézalo vyrazny rozdiel nie len medzi
chorymi a zdravymi, ale aj v ramci samotnej skupiny rako-
vinou postihnutych pacientov. Intenzita fluorescencie, a to
najmid vo fluorescenénej emisnej oblasti porfyrinovych
fluoroférov (excitaéna vinova dizka okolo 630 nm), sa
u jednotlivych typov rakoviny markantne nelisila, ale od-
liSna bola u toho istého typu rakoviny v réznych Stadiach
jej vyvoja¥’. Fluoroféry teda predstavuju jeden
z potencialnych markerov, ktory by mohol slizit' rychlu
a nenaro¢nu detekciu a screening karcindbmov, ale aj na
SpecifickejSie urcenie typu a Stadia ochorenia bez potreby
odberu nadorového tkaniva.

4. Perspektivy vyuZitia

Vyvoj novych metdd vhodnych na profilaciu tumorov
a identifikéciu Specifickych a vysoko senzitivnych rakovi-
novych molekulovych znakov (onkomarkerov) poskytuje
perspektivy na vytvorenie technicky vyspelych, presnych
arychlych diagnostickych postupov uplatnitelnych aj
v klinickej praxi.

Novou diagnostickou stratégiou by mohli byt tzv.
biosenzory, teda zariadenia kombinujuce biochemické
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rozpoznavacie/viazuce elementy (ligandy) s jednotkou
prevadzajucou signdl, transduktérom. UZ v dneSnej dobe
su niektoré z nich uspeSne pouzivané v klinickej praxi,
napriklad biosenzor na elektrochemické meranie koncen-
tracie glukozy v krvi. Biosenzory vyuzivajuce imunoafinit-
nu reakciu boli experimentélne pouZité na detekciu infek¢-
nych virusov a baktérii ako napr. Sallmonela (cit.**) a virus
hepatitidy B (cit.”’). Na priklade CA 19-9, jedného
z najdolezitejSich tumorovych markerov gastrointestinal-
nych malignancii, bola demon$trovand moznost’ pouZitia
biosenzorov na pomocnil analyzu detekcie nadorovych
markerov*’. Hoci doposial’ nebolo vyvinutych vel’a biosen-
zorov na klinické testovanie rakoviny (Co sa pripisuje pra-
ve komplexnosti ochorenia a doposial’ nizkemu poctu Spe-
cifickych rakovinovych markerov), ich aplikacia v klinic-
kom testovani rakoviny by mala, v porovnani s inymi kli-
nickymi metodami, niekol’ko vyhod, napr. rychlost
a flexibilitu, moznost sledovat’ viacero ciel'ov naraz, uplna
automatizaciu, nizke naklady na analyzu a v neposlednom
rade aj minimalizaciu traumy pacienta®'.

5. Zaver

Zakladnym predpokladom vylieCenia tak zékerného
a komplexného ochorenia, akym je rakovina, na ktora
zomiera rocne viac ako desat’ milidnov pacientov, je pre-
dovsetkym jej skora diagnostika a detekcia tumoru. Hoci
v klinickej praxi existuje vel'a onkomarkerov, iba niekol’ko
z nich je dostatocne senzitivnych a Specifickych na to, aby
dokézali zachytit’ rakovinu v jej v€asnom Stadiu vyvoja,
kedy je najlepSie pristupna liecbe. V suvislosti
s technickym pokrokom a rozvojom tzv. ,,0mickych® me-
tod, boli identifikované nové potencialne onkomarkery,
ktoré by spliiali poziadavky senzitivity a $pecificity. Na
baze proteomiky, metabolomiky a metabolonomiky bolo
identifikovanych niekol’ko perspektivnych markerov,
z ktorych velky potencial ma napr. tenascin C, vybrané
polyaminy a nukleozidy, homocystein ako aj niektoré fluo-
roféry. Vyvoj novych senzitivnych a Specifickych marke-
rov, spolu s technickym rozvojom, by mohli pomdct’ pri
vyvoji biosenzorov vhodnych na klinické testovanie rako-
viny a celtl diagnostiku tak zautomatizovat, zefektivnit,
ale predovSetkym zrychlit’.
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P. Kravtukova®, M. Marekova®, and A.Ostré
(“ Institute of Neurobiology, Slovak Academy of Sciences,
Kosice, ™ Faculty of Medicine, P.J. Safirik University,
Kosice): Potential Oncomarkers by Proteomic, Metabo-
lomic and Metabolonomic Methods

Early detection and diagnosis of a tumor is most im-
portant for successful treatment of cancer patients. Many
cancer markers are used in clinical testing, but most of
them are not equally specific and sensitive in the detection

Referat

of early stages of the disease. In recent years, with the
development of “omic” methods, new cancer cell charac-
teristics were found, which can be used as new, more spe-
cific and sensitive oncomarkers. Some of the most per-
spective markers, discovered mainly by proteonomic, me-
tabolomic and metabolonomic methods, are tenascin C,
homocysteine, some nucleosides and fluorophores. The
markers could be helpful in construction of biosensors for
more rapid, effective and cheaper testing.
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