Noveé vyskumné a terapeuticke ciele
v molekuldrnej genetike nadorov
- nase vyskumné moznosti
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Vyskum v oblasti nadorovych ochoreni za posledné obdobie priniesol velmi vela poznatkov, ktoré v budicnosti m6zu poméct pri ich
cielenej a personalizovanej lie¢cbe. Genémova instabilita patri k jednej z charakteristik, ktoré si zodpovedné za vznik neoplastického
procesu a umoziuju jeho dalsi rozvoj. Vyskum mechanizmov zodpovednych za odpoved bunky na poskodenie DNA a jeho opravu
priniesol nové poznatky, ako ti¢inne kombinovat lie¢iva pri protinadorovej terapii. Zmeny v expresii génov navodené epigenetickymi
mechanizmami, ktoré su Specifické pre nadorové bunky, sa skiimaju nielen ako potencialne biomarkery pre diagnostické tcely, ale aj
terapeutické ciele. Podobne aj identifikacia mikroRNA (miRNA) molekul pritomnych v exozémoch v periférnej krvi ma potencial na vy-
uzitie v diagnostike ako tekuta biopsia nddoru. Velky rozvoj v onkolégii nastal aj v oblasti nanomediciny, kde sa o¢akava prinos novych
moznosti pre efektivnejsiu a cielent liecbu nadorov nielen latkami dlhodobo vyuzivanymi v klinickej praxi, ale aj novymi molekulami.
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New research and therapeutic targets in molecular genetics of tumors — our research potential

Over the last few years, our knowledge on cancer disease has progressed substantially. This knowledge may help target tumor treatment
as well as personalize therapy. Genomic instability was recognized as one of the crucial factors causing malignant cell transformation
and subsequent tumor development. Research in the field of DNA damage response and repair succeeded in advances in unraveling
the effective drug combinations for the antitumor treatment. Alterations in the gene expression mediated by epigenetic regulations,
which are specific for tumor cells, are subject of research for their potential use as biomarkers and therapeutic targets. Similarly, the
identification of microRNA (miRNA) molecules present in the peripheral blood exosomes has the potential to be used in diagnostics as
liquid biopsy of tumor. In addition, a substantial advance in the field of nanomedicine in oncology has recently been achieved, bringing
new possibilities for the more effective and targeted tumor therapy with the drugs, which have been used in the clinic for a long time,

but also introducing new molecules.
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Uvod

Na pochopenie rozsiahlej diverzity neoplazif
je dolezité si uvedomit, Ze nddorové bunky maju
niekolko kli¢ovych spolo¢nych charakteristickych
vlastnosti. SU to sice odlisné, ale navzdjom kom-
plementdrne biologické znaky, ktoré umoznuju
rast nddoru a metastaticky rozsev. Genomicka in-
stabilitaa zmeny v schopnosti opravit poskodenie
DNA sa povazuju za jednu z tych charakteristik,
ktoré vytvaraju predpoklad na vznik genetickych
zmien, vedUcich nasledne k nddorovej progresii.
V reguldcii expresie génov méa velmi dolezitu
ulohu aj epigeneticka reguldcia, ktorej aberacie
v nadoroch sa sleduju s cielom vyuZzitia v dia-
gnostike aj v samotnej lie¢be.

Oprava DNA a instabilita genomu
DNA je permanentne vystavend vplyvu

réznych latok a procesov, ktoré v nej mozu vy-

volat Siroké spektrum poskodeni — chemickych

a fyzikalnych strukturdlnych modifikacii. Ich réz-
norodost je takd vysoka, Zze evoluc¢ne sa bun-
kdm vyvinulo viacero molekuldrne rozdielnych
mechanizmov opravy DNA. Niektoré z nich su
pomerne jednoduché a dokonca jednokrokové,
ako je oprava alkylovanej DNA, pri ktorej docha-
dza k jednoduchému prenosu alkylovej skupiny
z DNA na opravny protein, ktory je nasledne
inaktivovany a degradovany. Pri velkej vacsi-
ne opravnych procesov DNA vsak dochadza
k vystiepeniu dlhsieho jej Useku, ktory nesie
aj miesto samotného poskodenia. Tento typ
opravy sa nazyva excizna oprava DNA a zahfiia
1. nukleotidovu exciznu opravu (NER), ktord je
zodpovedna za opravu poskodeni DNA induko-
vanych UV svetlom, 2. bdzovu exciznu opravu
(BER), ktorej substradtom su prevazne oxidacné
poskodenia DNA endogénneho pévodu a 3. op-
ravu chybne sparovanych bazovych parov, ktora
koriguje chyby replikacie DNA. Dalsim typom
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poskodenia DNA su také poskodenia, ktoré bud
narusuju celistvost jej vldkien, alebo ich kova-
lentne spdjaju. Prvé predstavuju zlomy DNA
(jednovldknové a dvojvldknové) a druhé krizne
vazby DNA (vnutroretazcové a medziretazcové).
Jednovlaknové zlomy DNA su opravované pro-
strednictvom BER, zatial ¢o dvojvidknové zlomy
sU substratom pre sofistikovanejsie mechanizmy:
homologicku rekombinéciu (HR) a spéjanie ne-
homologickych koncov DNA. Vnutroretazcové
krizne vazby su rozpozndvané NER systémom.
Kooperacia viacerych opravnych dréh, zahrnu-
juca NER a HR, je potrebna na opravu medzire-
tazcovych kriznych vazieb DNA.

Ak poskodenia zostanu v DNA neopravené
alebo su opravené chybne, mézu sposobit in-
stabilitu genédmu, ktord sa povazuje za charak-
teristicky znak nadorovych buniek. Instabilita
gendmu nadorovych buniek je okrem samot-
nych poskodeni DNA sp&sobena aj poruchami



v génoch zodpovednych za odpoved buniek
na poskodenie DNA a jeho opravu, ako aj ne-
schopnostou tychto buniek zastavit progresiu
bunkového cyklu, aby sa zabranilo prenosu po-
skodenej DNA do dcérskej bunky. Z uvedenych
faktov nie je prekvapivé, Ze nddorové bunky su
Casto citlivejsie k latkam poskodzujucim DNA
ako normalne bunky. Aj preto ma velka vacsina
ldtok pouzivanych v protinddorovej terapii za
priméarny farmakologicky ciel prave DNA.

Synergia $pecifického typu poskodenia
DNA navodeného terapeutickou latkou a ne-
schopnosti buniek U¢inne ho opravit sa vyuziva
v klinickej onkologickej praxi uz polstorocie bez
toho, aby sa spociatku poznala jeho molekuldrna
podstata. T je uz v stc¢asnosti dobre zndma a su
nou poruchy v mechanizmoch zodpovednych
za odpoved buniek na poskodenie DNA a jeho
opravu. Elegantnym prikladom takejto synergie,
ktord sa nazyva aj synteticka letalita a dnes je
cielene dizajnovana na zaklade molekuldrnych
podkladov, je pouzitie inhibftorov enzymu, ktory
katalyzuje poly(ADP-ribozyl)aciu (PARP) niekto-
rych proteinov zahrnutych v metabolizme DNA
a architekture chromatinu (1). Inhibitory PARP se-
lektivne a velmi Ucinne zabijaju nddorové bunky
s poruchou v HR (napriklad bunky nesidce muta-
cie v génoch BRCAT alebo BRCA2), pretoze spo-
sobuju vznik dvojvldknovych zZlomov DNA, ktoré
zostéavaju v tychto bunkach neopravené, kedze
HR patri k esencidlnym mechanizmom zodpo-
vednym za opravu dvojvldknovych zlomov DNA
v fudskych bunkéch. Neopravené dvojvldknové
zlomy DNA nésledne vedu k ich smrti buniek
prostrednictvom apoptdzy. Selektivita ucinku
inhibitorov PARP pri zabfjani buniek s poruchou
v HR je dokumentované faktom, ze v podmien-
kach in vitro si bunky nestice mutdciu v BRCAT
alebo BRCA2 géne 1000-ndsobne citlivejsie k ta-
kymto inhibitorom ako bunky bez poruchy v HR
(2). PARP inhibitory su v predklinickej a klinickej
faze testovania.

Nielen znizeng, ale aj zvy3ena Ucinnost me-
chanizmov zodpovednych za odpoved buniek
na poskodenie DNA a jeho opravu koliduje s lie¢-
bou onkologickych pacientov, pretoze predsta-
vuje bariéru v ich lie¢be. Dnes je uz zndme, Ze
rezistencia niektorych typov nadorov k apliko-
vanej terapii je spdsobena zvysenou expresiou
génov zodpovednych za odpoved buniek na
poskodenie DNA a jeho opravu. V takychto pri-
padoch sa velmi nddejnou ukazuje ich inhibicia.
Najlepsim prikladom v tomto kontexte je protein
nazyvany O°-alkylguanin DNA alkyltransfera-
za (O°-ATaza, kddovand génom MGMT), ktory
odstranuje z DNA alkyla¢né poskodenia. Tento

protein je vo zvysenej miere velmi ¢asto expri-
movany v nadorovych bunkach v porovnanf
s norméalnymi bunkami. Inhibicia tohto proteinu,
cez jeho inaktivaciu prostrednictvom vézby na
pseudosubstraty, sa ukazuje ako schodna cesta
k navodeniu citlivosti nddorov so zvysenou ex-
presiou O°-ATazy. Inhibitory O°-ATazy su vo faze
Il klinického testovania (3).

Na zéklade uvedeného klasifikicia nddorov
podla U¢innosti mechanizmov zodpovednych
za odpoved buniek na poskodenie DNA a jeho
opravu sa javi perspektivnym pristupom v lietbe
onkologickych ochorent. Pouzitie profilov génov
determinujlcich tieto mechanizmy a identifi-
kacia molekuldrnych a funkénych biomarkerov
tychto génov bude znamenat velmi uzito¢nu
informaciu pre klinikov, ktori by na ich zéklade
mohli racionalizovat a zlepsit terapiu nadorové-
ho ochorenia, takzvane personalizovat onkolo-
gicku lie¢bu (4). V dnednych ¢asoch, ked ziskanie
sekvencie celého genédmu bunky nie je ¢asovo
naroc¢né a stdva sa zo dra na den finan¢ne re-
alnejsie, sa informacia o mechanizmoch odpo-
vede bunky na poskodenie DNA a jeho oprave
da ziskat aj celogenémovym sekvenovanim. Na
zaklade sekvencie gendmu nadorovych buniek
ziskanych z biopsie a naslednej identifikdcie pa-
togénnych mutdcii sa bude dat konkrétne urcit,
ktoré z tychto mechanizmov sa na ich vytvarani
podielali. TieZ sa bude dat odhadnut rozsah po-
skodenia genomu a faktory, ktoré ho sposobili.
Ukézalo sa, Ze nadory s poruchou v HR maju cha-
rakteristické mutacné spektrum, ktoré vyplyva
z vyuzitia inych drdh pri oprave dvojvldknovych
zlomov DNA (5). Preto sekvencie genému na-
dorov, v ktorych sa identifikuje porucha v HR,
mozu byt ndpomocnym faktorom pri zvazovani
pouZzitia PARP inhibitorov priich lie¢be. Aj pouZi-
tie inych metodik, ako je microarray a mikroRNA
(miRNA) array, méze byt velmi ndpomocné pri
klasifikacii nddorov z hladiska ich defektu v pro-
cesoch odpovede buniek na poskodenie DNA
a jeho opravy. Dnes uZ je velmi dobre zndme,
Ze expresia niektorych miRNA koresponduje
s U¢innostou protinddorovej liecby, a Ze mnohé
gény determinujuce faktory odpovede buniek
na poskodenie DNA a jeho opravy su regulované
prave tymito RNA (6).

Vo svetle novych, molekuldrne dobre defi-
novanych suvislosti medzi onkologickym ocho-
renim a mechanizmami odpovede bunky na
poskodenie DNA a jeho opravy, ako aj vdaka
rychlemu napredovaniu v oblasti celogenémo-
vych analyz a ich vyuziti v medicine, je uz dnes
evidentné, Ze naddorova taxondmia zalozend na
klinickych a histopatologickych vlastnostiach

nadoru a na mieste jeho primarneho vyskytu
bude musiet byt pre koncept personalizovanej
liecby prinajmensom doplnend o sekvenc¢né
a expresné profily génov determinujicich tieto
mechanizmy, ako aj o molekuldrne a funk¢né
biomarkery tychto génov.

Epigeneticka deregulacia a zmeny
expresie génov

Epigenetické mechanizmy, medzi ktoré sa
zaraduju metyldcia DNA a modifikdcia histo-
nov a s nimi stvisiaca remodeldcia chromatinu,
patria spolu s nekddujucimi RNA ku klucovym
regulatorom expresie génov. Vo fyziologickych
podmienkach hraju délezitu tlohu v udrziavani
normalnej funkcie bunky a bunkovej identity.
Aberantné epigenetické procesy vedu k signifi-
kantnym zmendam v profiloch génovej expresie,
ktorych désledkom médze byt vznik maligneho
fenotypu.

K najlepsie prestudovanym epigenetickym
mechanizmom patri metylacia DNA, pri ktorej
dochdadza k prenosu metylovej skupiny na py-
rimidin cytozinu, umiestneny v molekule DNA
pred guanozinom (CpG dinukleotid). Dvojice
CpG dinukleotidov su roztrdsené nerovnomer-
ne v gendme ¢loveka, ¢asto su lokalizované
v rozsiahlych repetitivnych sekvenciach alebo
v oblastiach nazyvanych CpG ostrovceky, ktoré
sa vyskytuju takmer pri 60 % génov kddujlcich
protefny. Vyskyt CpG ostrovcekov je charakteris-
ticky pre tie Casti génov, ktoré kontroluju génovu
expresiu — napriklad prométory. Promotorové
CpG ostroveeky su vacsinou nemetylované,
¢im je umoznena ich transkripcia za pritom-
nosti prislusnych transkrip¢nych faktorov a ostat-
nych komponentov transkripéného komplexu.
Repetitivne sekvencie su, naopak, vysokomety-
lované, ¢o zabranuje aktivacii endoparazitickych
sekvencii a zvysuje ochranu chromozomalnej
integrity. Metylacia DNA mé rozhodujucu Ulohu
vo viacerych fyziologickych procesoch, ako su
diferenciacia tkaniv, inaktivacia X chromozému,
genomicky imprinting a ochrana pred reaktiva-
ciou transpozdénov. Pre tumorigenézu su typické
globalna hypometyldcia gendmu, paradoxne
sprevadzana hypermetylaciou promotorovych
sekvencii génov (7).

V epigenetickej reguldcii génovej expresie
su dalsimi kldcovymi hra¢mi modifikacie histo-
nov. Histénové proteiny, okolo ktorych je tesne
zbalena DNA, tvoria nukleozom. Na ich kon-
coch sa nachadza mnozstvo miest pre modifi-
kécie, ako su acetylacia, metylécia, fosforylacia,
SUMOylacia, ubiquitinacia alebo ATP ribozylacia
(8). Kombinéacia histénovych modifikacii pod-
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mienuje interakciu DNA a histénu, ktord vedie
bud'k uvolneniu chromatinovej struktdry, umoz-
nujucej aktivny prepis génu, alebo, naopak, ku
kompaktnej chromatinovej strukture spojenej
s potlacenim transkripcie. Pocas tumorigenézy
prechadzaju bunky globalnymi zmenamiv mo-
difikaciach histonov ako aj v distribucii histéno-
vych variantov, ktoré prispievaju k aberantnej
expresii génov (9).

V poslednych rokoch doslo k vyznamnému
narastu mnozstva poznatkov o epigenetickych
zmenéach v nddoroch a o ich moznom vyuzi-
ti v klinickej praxi ako nadorové biomarkery.
Napriklad hodnotenie metyldcie DNA by mohlo
byt pouZité pri v¢asnej diagnostike nadoroy,
v ur¢ovani prognoézy a odpovede pacientov na
lie¢cbu. Napriek rozsiahlemu vyskumu v tejto
oblasti len malé mnozstvo vysledkov preniklo
do klinickej praxe. Pri karcindme prostaty k his-
topatoldgii, ktord byva casto falosne negativna,
je mozné uskutoc¢nit doplnkovy diagnosticky
test, pri ktorom sa zistuje metylacia génov GSTP1
a APC na potvrdenie pritomnosti onkologické-
ho ochorenia. Dalsim z méla je testovanie pri-
tomnosti metylacie MLHT génu ako doplnkovy
diagnosticky test pri dedi¢nej nepolypdznej
rakovine hrubého creva (10). Testovanie metyla-
cie prométora génu MGMT je klinicky vyuzivané
u pacientov s glioblastdmom mozgu, ako do-
lezity prognosticky a prediktivny biomarker na
predpovedanie efektivity chemoterapie a dlzky
prezivania.

Nadorovo $pecifické epigenetické zmeny
je mozné detegovat nielen vo vzorkach tkaniv
nadoroy, ale aj vo volnej DNA v krvnej plazme
a inych telesnych tekutindch. Maju vyznamny
potencial byt vyuzité ako diagnostické alebo
prognostické biomarkery pre ich nizku inva-
zivnost a moznost sledovat priebeh epigene-
tickych zmien aj po odstraneni primarneho
nadoru. V praxi sa viak stretdvame s mnohymi
metodologickymi problémami, predovsetkym
nizkou senzitivitou a specificitou tychto vyset-
reni. Metylacia promotora tumor-supresorové-
ho génu SEPT9 vo volnej DNA z krvnej plazmy
pri kolorektalnom karcinéme je jedinym klinicky
dostupnym skriningovym biomarkerom v USA
a v Eurdpe, ktory vykazuje 90 % senzitivitu a 88 %
Specificitu (11).

Predmetom nasho vyskumu je identifikacia
novych epigenetickych markerov, ktoré by sa
mohli vyuzivat na skoré odhalenie onkologic-
kého ochorenia, presnejsiu diagnostiku, sta-
novenie progndzy a monitorovanie Ucinnosti
lieCby. Zameriavame sa na detekciu nddorovo
$pecifickych epigenetickych zmien, a to nielen

v nddorovych tkanivach, ale aj v periférnej krvi.
Jednym z nasdich cielov je objasnenie pricin vzni-
ku metastatického ochorenia prostrednictvom
studia génov regulujucich procesy metastazo-
vania a invazivity (12, 13). Snazime sa identifiko-
vat mechanizmy, prostrednictvom ktorych na-
dorové bunky z primarneho nadoru uskutocnia
jednotlivé kroky metastickej kaskady. Pokisame
sa odlisit epigenetické zmeny typické pre meta-
stdzovanie hematogénnou cestou, analyzou cir-
kulujucich nddorovych buniek a metastdzovanie
prostrednictvom lymfatickych ciev, Studiom me-
tastaz z lymfatickych uzlin. Reverzibilny charakter
metylacie DNA a histénovych modifikacii nam
ddva 3ancu na aplikdciu epigenetickej terapie,
ktord sa uz zac¢ina vyuzivat v praxi pre rozne
typy onkologickych ochoreni (Vidaza, Dacogen,
Decitabin, Zebularin, Vorinostat a Istodax).
Pochopenie epigenetickych procesov a iden-
tifikdcia novych terapeutickych cielov umoznia
rozvoj personalizovanej mediciny a efektivnejsi
transfer vysledkov zdkladného vyskumu do kli-
nickej praxe.

Exozomova miRNA - malo
znamy regulator medzibunkovej
komunikacie

miRNA zohrdvaju vyznamnu ulohu
v posttranskripénej reguldcii génovej expresie
(14). Bolo publikovanych viac ako 800 cielo-
vych sekvencii pre miRNA a predpoklada sa,
Ze mnoho daldich bude este objavenych. Kym
v normalnych bunkdch je expresia miRNA pris-
ne regulovang, pre tumorigenézu je typicka
deregulacia ich expresie, ¢o mbdze ovplyvnit
riziko vzniku rakoviny, Ucinnost liecby, a teda
progndzu pacientov. Funkeéné prepojenie miRNA
s karcinogenézou, ich velkost a potencidl vplyvat
sti¢asne na mnozstvo génov ich robi jedinec-
nymi kandidadtmi na epigenetické biomarkery.
miRNA mozu byt sekretované z bunky viazané
na lipoproteiny alebo v extraceluldrnych veziku-
lach, ako su exozdmy.

Exozémy su bunkami produkované vezikuly
s velkostou 40 — 100 nm, ktoré sa nachadzaju
prakticky vo vietkych telesnych tekutinach. Ich
ndklad (RNA a miRNA), kompozicia membra-
ny, ako aj pohyblivost v cievnom systéme im
umoznuju byt potentnymi medzibunkovymi
komunikatormi nielen v mikroprostred;, ale aj
so vzdialenymi bunkami, ako bolo ukdzané pri
T bunkovej aktivacii pomocou exozémov z den-
dritovych buniek (15). SU dokazy, ze nddorové
exozémy ovplyviuju angiogenézu a formova-
nie premetastatickej niky. Existuju experimen-
talne dokazy, Zze formovanie mikroprostredia

v miestach buducich vzdialenych metastaz su
dosledkom ucinku exozémov produkovanych
nadorovymi bunkami (TEX — tumor exosomes)
(16). Exozdmy sa viazu na cielové bunky po-
mocou adhezivnych molekul, ktoré zahffaju
tetraspaninové komplexy (tetraspanin — protein
so Styrmi transmembranovymi dsekmi). miRNA
v exozémoch pohltenych bunkou je pIne funk-
¢nd, preto moéze po prestupe do cytoplazmy
ovplyvnit stabilitu aktudlne syntetizovanych
miRNA hostitelskej bunky. Napriklad miR-150,
ktord sa nachadza v exozomoch produkovanych
bunkami akdtnej myeloblastovej leukémie, po
vstupe tychto exozémov do hematopoetickych
prekurzorov znizi hladinu expresie chemokino-
vého receptora 4 (CXCR4) a zabrani ich migréacii
v nike (17). Nastava tak situdcia, ze napriek absen-
cii mutacie v urcitom géne a aktivnemu prepisu
genetickej informéacie do miRNA nie je v bunke
pritomny produkt — protein, ktory je kédova-
ny danym génom. Exozémy malignych buniek
ovplyviauju imunitny systém napriklad stimu-
laciou apoptdzy aktivovanych cytotoxickych
lymfocytov, znizenim vyzrievania dendritovych
buniek alebo indukciou myeloidnych supreso-
rovych buniek a T regulacnych buniek (18). Ale
aj opacne, exozémy stromalnych buniek mézu
ovplyvnit rast nddorovych buniek. Stréma zdra-
vych fudi produkuje exozémy obsahujtce tumor
supresorovd miRNA (miR-15), ktord zabranuje
translacii onkogénov v myelémovych bunkach,
avsak jej hladina v exozémoch stréomy pacien-
tov s mnohopocetnym myelémom je nizka, ¢o
pomaha prezivaniu malignych buniek (19).
Ovaridlne nddory patria medzi najzavaznej-
Sie malignity u zien a dodnes chybaju biomar-
kery na skoru detekciu. Takmer 70 % pripadov je
diagnostikovanych v pokrocilych $tadidch ocho-
renia a iba $tvrtina dosahuje 5-ro¢né prezivanie.
V pripade v¢asného zachytu je vak prezivanie
vyse 90 %. Preto zlepsenie diagnostiky zalozenej
na analyze obsahu exozémov periférnej krvi
— tekutd biopsia” ma velky potencial, beridc
do Uvahy pomerne dobru stabilitu exozomov
a schopnost odlisit maligne a nemaligne sta-
vy (20, 21). Navyse, bola popisand kombinécia
miRNA, ktord je asociovand s rezistenciou ova-
ridlneho karcindmu na cisplatinu a paklitaxel,
ked mnozstvo let-7e bolo zvysené a miR-125b
znizené pri rezistencii na paklitaxel a naopak,
znizené a zvysené pri rezistencii na cisplatinu.
Znizena expresia miR-30c, miR-130a a miR-335
bola pri oboch typoch rezistencie (22). Pomerne
slubnym pristupom je vyuzitie exozémov na
imunizaciu, lebo TEX nesd nddoroveé antigény,
modzu ich prezentovat T bunkdm a navodit pro-



tinddorovy cytotoxicky uc¢inok (23). Uzatvara
sa tak Siroky okruh poznatkov o exozémoch
vychéddzajuci z poznadvania molekularnych de-
jov ich vzniku, sekrécie, interakcie a analyzy ich
obsahu na vyuzitie v diagnostike az po cielené
modulovanie imunitného systému na apliko-
vanie v lie¢be.

Nanomedicina v liecbe
onkologickych ochoreni

Pre klinickd prax je dolezité nielen pochope-
nie patofyziologickych mechanizmov pri oprave
poskodeni DNA, mechanizmov epigenetickej
regulécie bunkovych procesov, ktoré mézu byt
novymi terapeutickymi cielmi, ale klu¢ovym je
urcite aj technologicky pokrok veduci k zlepse-
nému transportu lieciv a efektivnemu cielenému
ovplyviovaniu v mieste nddoru. Intenzivny bio-
medicinsky vyskum sa zameriava najma na vyvoj
1. nanovektorov/nosi¢ov na cieleny transport
lieciv/génoy, 2. mediatorov tepla pri hyper-/
fototermalnej terapii alebo 3. kontrastnych ¢i-
nidiel pre zobrazovacie techniky. V sti¢asnosti sa
v klinickej praxi vyuziva viac ako 40 produktov
na béze nanomatridlov (tzv. ,nanolie¢iv’) a mno-
ho dalsich je v réznych fazach (pred)klinickych
testov (24). Prvym lie¢ivom schvdlenym FDA
v USA a uvedenym na trh v roku 1995 bol Doxil®
urceny na lie¢bu Kaposiho sarkému. V Eurépe
bol schvéleny v roku 1997 s ndzvom Caelyx®.
Toto nanolie¢ivo vyznamnou mierou zlepsilo
farmakokinetiku a biodistribdciu doxorubicinu
a vyraznou mierou znizilo riziko kardiotoxicity
v porovnani s volnym lie¢ivom (25). V klinickej
praxi sa uz taktiez dlhodobo vyuZivaju viaceré
kontrastné ¢inidld na baze oxidov zeleza, ako
sU Feridex, Endorem, Gastromark, Sinerem.
Uplatnenie nanotechnoldgil umoziuje nielen
zlepsit rozlisovacie schopnosti standardnych
diagnostickych postupov (MRI, PET), ale aj roz-
Sirit sposoby monitorovania 1ézif, zavadzanim
novych technoldgif (napriklad NIR tomografia,
fotoakusticka tomografia a iné).

Dominantna ¢ast intenzivneho vyskumu
v oblasti nanomediciny je zamerana na liecbu
onkologickych ochoreni. Prva generacia nano-
lie¢iv vyuzivala na cieleny transport lieciva EPR
(enhanced permeability and retention) efekt,
t. j. k akumulacii nanolieciva v nadore docha-
dza v désledku chybnej de novo angiogenézy
a nefunk¢nosti lymfatického systému (pasivne
zacielenie). V solidnom nadore sa tymto sp&so-
bom akumuluje priblizne 10 % z podanej davky
pri molekuladch vacsich ako 45 kDa, kym mensie
molekuly sa vracaju spat do krvného obehu.
Vyvoj novej generacie nanolieciv sa zameriava

na aktivne zacielenie, t.j. aby sa liecivo selektivne
akumulovalo a uvolfiovalo v nadorovych bun-
kdch alebo v jej subceluldrnych Strukturach, ¢im
sa zabréani pred¢asnému metabolizmu liec¢iva
aznizia sa jeho vedlajsie Ucinky. Vdaka pokrokom
v oblasti -omics technolégif (genomika, proteo-
mika, metabolomika a pod.) nanolie¢iva novej
generacie maju na svojom povrchu naviazané
Specifické molekuly (@aptaméry, peptidy, ligandy
atd’) ktoré sa selektivne viazu na nadorové bun-
ky a pomahaju ich internalizacii (26). V sicasnosti
je do predklinickych testov zaradenych okolo
13 perspektivnych nanolieciv novej generacie
oznacovanych ako ligand-targeted nanopar-
ticles (LTN; nanocastice nesuce $pecificky ligand
pre naddorovu bunku). Hoci predbezné vysledky
z tychto testov neukazali jednoznacne rozdiely
v mnozstve akumulovanych nanolieciv novej
generacie v nadoroch v porovnani s prvou ge-
nerdciou nanolie¢iv oznacovanych ako ligand-
-lacking nanoparticles (LLN; nanocastice bez
$pecifického ligandu pre nddorovu bunku), LTN
nanoliecivd st zadrziavané v nadore dlhsie v po-
rovnani s LLN nanoliecivami, ¢im sa zvysuje ich
terapeuticky efekt (27).

Atraktivnou oblastou vyskumu je vyvoj
multifunkénych nanolieciv, ktoré budu niest
nielen terapeutikum (pripadne viac lieciv), ale
aj zobrazovaciu molekulu, ktord umozni dlho-
dobo sledovat Ucinnost zvolenej terapie a vcas
odhalit progresiu ochorenia. Vyvoj multifunk-
¢nych nanolieciv je zékladom teranostickej
nanomediciny, ktord vyznamnou mierou
prispeje k rozvoju personalizovanej lie¢by on-
kologickych pacientov. Zékladom pre vyvoj
multifunkénych nanolieciv su anorganické na-
nomateridly (ANMs), ako su oxidy Zeleza alebo
zlato. Na rozdiel od tradi¢nych nanomateridlov
(lipozémy, dendriméry alebo polymérne Castice),
ANMs nadobudaju cielenou upravou velkosti,
tvaru a povrchu unikdtne fyzikdlno-chemické
vlastnosti (optické, magnetické), ktoré sa neda-
ju dosiahnut pri osvedcenych nosicoch lieciv.
ANMs maju siroku skalu vyuZitia nielen v dia-
gnostike (zobrazovacie techniky), ale aj v lokéInej
(medidtory tepla) a cielenej (nanovektory) terapii
onkologickych ochorenf (28).

Nanocastice oxidu Zeleza (magnetit — MNPs)
sa okrem magnetickej rezonancie vyuzivaju ako
suplement na lie¢bu anémie (Venofer, Ferrlecit,
Cosmofer), su perspektivne medidtory tepla pri
hypertermalnej terapii ako aj nosice lieciv/génov
pri cielenej terapii. Ich superparamagnetické
vlastnosti navyse zvysuju efektivnost cieleného
transportu lieciva a jeho udrzanie v cielovom
tkanive/organe prostrednictvom externého

magnetického pola. Nanocastice zlata okrem
vyuzitia v zobrazovacich technikach rozsirili
spektrum fototermalnych latok. V sti¢asnosti
existuje niekolko potencidlnych nanolieciv na
bdze zlata, ktoré st zaradené do klinickych testov
(Auroshell, Aurimmune, Auritol).

Vyuzitie nanocastic v diagnostike a liecbe
onkologickych ochoreni predstavuje nepo-
chybne velké benefity. Vyskum mechanizmov
transportu nanocastic cez cytoplazmaticku
membranu, charakterizacia faktorov, ktoré ten-
to proces ovplyviuju, je nevyhnutny pre vyvoj
vhodnych multifunkénych nanolie¢iv novej
generacie. Neoddelitelnou sucastou tohto vy-
skumu je taktieZ posudenie bezpec¢nosti nano-
materidlov pre fudsky organizmus ako aj detailné
skumanie a pochopenie zékonitostf vzdjomnych
nano:bio (nanomateridl:bunka) interakcif, comu
sa venujeme na nasom pracovisku.

Zaver

Nase dnesné poznatky o onkologickom
ochoreni prindsaju mnohé nové moznosti pre
klinicku prax. Je to aj vdaka rychlemu napredo-
vaniu v oblasti celogendmovych pristupov a ich
vyuzitl v medicine. Dnes je uz zrejmé, Zze nddorova
taxondmia zaloZend na klinickych a histopatolo-
gickych vlastnostiach primarneho nadoru bude
musiet byt pre koncept personalizovanej liecby
doplnena o molekularne a funkéné biomarke-
ry. Tieto prispeju nielen k rozsireniu palety dia-
gnostickych moznosti, ale aj k efektivnejsiemu
kombinovaniu terapie u konkrétneho pacienta,
¢o umozni vhodnejsiu a cielengjsiu liecbu je-
ho onkologického ochorenia. K spomenutému
nepochybne prispeje: 1. identifikicia moleku-
larnych a funkenych biomarkerov spomedzi
faktorov zodpovednych za odpoved bunky na
poskodenie DNA a jeho opravu, 2. pochopenie
epigenetickych procesov majucich za ciel identifi-
kaciu novych terapeutickych ciefov, 3.identifikcia
miRNA pritomnych v exozémoch v periférnej
krvi a pochopenie ich vztahu k vzniku a priebe-
hu onkologického ochorenia a 4. dizajn novych
nanolie¢iv na béze nanocastic.
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