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SÚHRN

Metabolomika sa v súčasnosti používa na identifiká-
ciu biomarkerov a zmenených metabolických dráh pri ra-
kovine. Hladiny metabolitov reprezentujú priame mole-
kulárne údaje o stave buniek, ktoré odrážajú zmysluplný 
fyziologický fenotyp. Cieľom tohto výskumu bolo sledo-
vať metabolomické zmeny v krvi laboratórnych potka-
nov a vytipovať najdôležitejšie metabolity so zameraním 
sa na aminokyseliny, biogénne amíny a acylkarnitíny 
po chemickom navodení nádorov mozgu. V experimen-
te bolo použitých 10 dospelých laboratórnych potkanov 
kmeňa Sprague Dawley a bolo detegovaných 81 metabo-
litov. Štatistickými multivariačnými metódami sa ukázali 
ako významné metabolity acylkarnitíny s krátkym (C3-
C5) resp. stredne dlhým reťazcom (C6) a metionín-sulfo-
xid (Met-SO), a to s ohľadom aj bez ohľadu na pohlavie. 
Zistené metabolity by mohli predstavovať potenciálne 
biomarkery, ktoré významne ovplyvňujú diagnostiku 
a liečbu.

Kľúčové slová: metabolomika, nádor mozgu, acylkar-
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ABSTRACT

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

Key words: the metabolomics, the brain tumor, acyl-
carnitines, amino acids, biogenic amines
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ÚVOD 

Nádory centrálneho nervového systému (CNS) tvo-
ria heterogénnu skupinu jednotlivých druhov nádorov, 
kde patria nádory benígne a malígne (F a d r u s  et al., 
2010). Gliómy predstavujú 75 % malígnych nádorov cen-
trálneho nervového systému s celosvetovou incidenciou 
7 na 100 000 obyvateľov (R e y n o s o - N o v e r ó n  
et al., 2021). Medzi najzhubnejšie a najagresívnejšie for-
my týchto nádorov patrí multiformný glioblastóm (GBM) 
(A b o u - A n t o u n  et al., 2017). Klasifikácia nádorov 
CNS je založená najmä na štyroch morfologických krité-
riách: cytologická atypia, mitotická aktivita, mikrovasku-
lárna proliferácia (proliferácia endotelových buniek) a ne-
króza (G u p t a, D w i v e d i, 2017). Najnovšia klasifikácia 
mozgových nádorov CNS podľa svetovej zdravotníckej 
organizácie (WHO). Táto klasifikácia z roku 2021 zahŕňa 
13 rôznych nádorov CNS (T o r p  et al., 2022). Klasifikácia 
vychádzajúca z WHO a gradingu delí gliómy na dve základ-
né skupiny, ktoré sa medzi sebou značne odlišujú svojimi 
biologickými vlastnosťami, a tým aj celkovou prognózou 
pacienta: gliómy nízkeho stupňa malignity (low grade glio-
ma – LGG) a gliómy vysokého stupňa malignity (high grade 
glioma – HGG) (F a d r u s  et al., 2015). Metabolomika, po-
dobne ako iné omické technológie, sa v súčasnosti používa 
na identifikáciu biomarkerov a metabolických dráh zme-
nených pri rakovine a používa sa na hodnotenie účinnosti 
lekárskych zásahov pri rakovine (B e g e r, 2013). Je dobre 
známe, že metabolizmus rakoviny sa líši od metaboliz-
mu normálneho tkaniva a dôležitá hypotéza publikovaná  
v 50.-tych rokoch Ottom Warburgom predpovedala, že ná-
dorové bunky sa spoliehajú na anaeróbny metabolizmus 
ako na zdroj energie, dokonca aj pri fyziologických hla-
dinách kyslíka (A r m i t a g e, B a r b a s, 2014). Rýchlosť 
metabolizmu glukózy prostredníctvom aeróbnej glykolýzy 
je však vyššia, takže dochádza k produkcii laktátu z glukózy 
10 až 100-krát rýchlejšie ako úplná oxidácia glukózy v mi-
tochondriách. V tomto procese sa zvýšená spotreba glukó-
zy využíva ako zdroj uhlíka pre anabolické procesy potreb-
né na podporu nekontrolovateľnej bunkovej proliferácie 
(L i b e r t i, L o c a s a l e, 2016). Nádorové bunky sa pri-
spôsobujú, aby maximalizovali svoju schopnosť syntetizo-
vať substráty pre membrány, nukleové kyseliny a proteíny 
pre zvýšenú rýchlosť proliferácie, čo je hlavná charakteris-
tika týchto buniek. Je potrebné veľké množstvo energie 
(adenozíntrifosfátu – ATP), ktoré sa získa mnohonásob-

ným zvýšením spotreby glukózy a glutamínu (M a r i e, 
S h i n j o, 2011). Na rozdiel od normálneho mozgu, ktorý 
na energiu oxiduje glukózu aj ketolátky, zhubné mozgové 
nádory z ľudských alebo zvieracích modelov nemajú takú 
metabolickú flexibilitu a sú do značnej miery závislé od 
glukózy ako energie (S e y f r i e d, M u k h e r j e e, 2005).

METÓDA 

Materiál a indukcia GBM
V experimente bolo použitých 10 dospelých labora-

tórnych potkanov kmeňa Sprague Dawley (5 samíc 
a 5 sam cov; Velaz, Praha, Česká republika). Zvieratá boli 
kŕmené štandardnými granulovanými peletami Altromin 
1328 (Velaz, Praha, Česká republika) podľa legislatívy EÚ 
o krmivách pre zvieratá a mali voľný nepretržitý prístup 
k vode. Rodičovské samice sa párili so samcami, pričom 
ich potomstvo sa využilo na ďalšie experimenty. So zvie-
ratami sa zaobchádzalo podľa usmernení ustanovených 
zákonom č. 377 a 436/2012 Slovenskej republiky o sta-
rostlivosti a používaní laboratórnych zvierat a schválených 
Štátnou veterinárnou a potravinovou správou Slovenskej 
republiky (číslo schválenia: Ro-2219/19 -221/3).

Gravidné samice boli rozdelené do dvoch skupín. Jedna 
skupina slúžila ako kontrolná resp. intaktná skupina. Tejto 
skupine nebol podaný chemokarcinogén a potomstvu ne-
vznikali nádory. Druhá skupina bola opísaná ako skupina 
GBM (zvieratá nesúce nádor). Na vyvolanie nádoru bola 
jednorazovo podaná intraperitoneálna dávka chemo-
karcinogénu etylnitrozourea (ENU) gravidným samiciam 
na 15. deň gravidity v dávke 100mg/kg hmotnosti. Po na-
rodení bolo potomstvo držané s matkami. Vo veku 30 dní 
po narodení bolo potomstvo rozdelené podľa pohlavia. 
Vytvorili sa 4 experimentálne skupiny – zdravé samice 
a samce (FEMALE a MALE) a samice a samce s nádorom 
na mozgu (FEMALE + GBM a MALE + GBM). Vo veku 4 me-
siacov boli potkany usmrtené a tiež bola odobratá krv, aby 
sa zistili rozdiely v jednotlivých metabolitoch.

Odoberanie vzoriek a analýza metabolitov
Krv bola odoberaná z vena caudalis v celkovom objeme 

100 μl do mikroskúmaviek. Miesto odberu bolo ošetrené 
dezinfekčným prostriedkom. Získané krvné sérum bolo 
následne uskladnené pri –80 °C. Následne bolo sérum roz-
mrazené na suchom ľade a bolo použité na ďalšiu analýzu. 
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Vzorky boli merané súpravou AbsoluteIDQ p180 (BIOCRA-
TES Life Sciences AG, Innsbruck (Rakúsko) – prietokovou 
injekčnou analýzou (FIA) s cieleným metabolomickým me-
raním na báze kvapalinovej chromatografie a tandemovej 
hmotnostnej spektrometrie (LCMS/MS) vybraných skupín 
metabolitov – aminokyselín, biogénnych amínov a acyl-
karnitínov (Tab. 2). Nasledoval plne automatizovaný test, 
počas ktorého boli vzorky najskôr podrobené derivatizácii 
PITC (fenylizotiokyanát) v prítomnosti vnútorných štan-
dardov, následne prebehla FIA-MS/MS a LC-MS/MS s po-
užitím prístroja SCIEX 4000 QTRAP® (SCIEX, Darmstadt, 
Nemecko) alebo prístroja Waters XEVO™ TQMS (Waters, 
Viedeň, Rakúsko) s elektrosprejovou ionizáciou. Údaje 
boli transformované log2, aby sme získali relevantné hod-
noty a stabilizoval sa rozptyl.

Štatistická analýza
Výpočet koncentrácií metabolitov a hodnotenie kvali-

ty získaných údajov sme uskutočnili pomocou softvérové-
ho balíka MetIQ (BIOCRATES Life Sciences AG, Innsbruck, 
Rakúsko). Vnútorné štandardy slúžili ako referencia pre 
výpočty koncentrácie metabolitov. Údaje sme spracovali 
v programe GraphPad Prism 8.0, a to nepárovým t-tes-
tom na porovnanie vybraných skupín dát. Porovnávali 
sme zdravé jedince s nádorovými, a to s prihliadnutím na 
pohlavie alebo bez ohľadu na pohlavie. Okrem toho boli 
vykonané i jednorozmerná (t-test) a viacrozmerná štatis-

tika (diskriminačná analýza – partial least squares – PLS-
-DA), ako aj premenná dôležitosť v projekčnom (VIP) grafe 
pomocou voľne dostupného internetového štatistického 
softvéru MetaboAnalyst 5.0 (Xia Lab @ McGill, Ste. Anne 
de Bellevue, Quebec, US). Taktiež bola vykonaná PCA ana-
lýza (Principal Component Analysis), ktorá analyzuje úda-
je, v ktorých sú pozorovania opísané niekoľkými vzájomne 
korelovanými kvantitatívnymi závislými premennými.

VÝSLEDKY 

Celkovo sme v našej štúdii detegovali 81 metaboli-
tov zo skupín aminokyselín (21), biogénnych amínov (20) 
a acylkarnitínov (41). Po nameraní hodnôt sme zistili, 
že spermín nameraný nebol (pravdepodobne chyba prí-
stroja) a vylúčili sme ho z analýz. Získané dáta sme najprv 
vyhodnotili bez ohľadu na pohlavie, aby sme „simulova-
li“ situáciu, aká by mohla nastať v klinickej praxi, kde pri 
množstve dát nie je možné zameriavať sa na pohlavia a zá-
roveň sme chceli vytipovať metabolity, všeobecne charak-
teristické pre nádorové ochorenia mozgu.

Zo skúmaných metabolitov sme zistili 18 štatisticky 
významných metabolitov pri porovnávaní intaktnej sku-
piny a skupiny s GBM bez ohľadu na pohlavie. Najväčšiu 
skupinu tvorili acylkarnitíny, ktorých bolo trinásť a všetky 
vykazovali zvýšené koncentrácie, konkrétne išlo o C2, C5, 

Obr. 1. Scores plot diagram PCA analýzy metabolitov intaktnej sk-
upiny a GBM skupiny bez ohľadu na pohlavie

Obr. 2. VIP skóre (PLS-DA test) – porovnanie koncentrácie 
metabolitov skupiny zdravých jedincov so skupinou jedincov 

s GBM bez ohľadu na pohlavie
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Obr. 3. Scores plot diagram PCA analýzy metabolitov 
experimentálnych skupín samíc

Obr. 4. VIP skóre (PLS-DA test) – porovnanie koncentrácie 
metabolitov experimentálnych skupín samíc 

Obr. 5. Scores plot diagram PCA analýzy metabolitov 
experimentálnych skupín samcov

Obr. 6. VIP skóre (PLS-DA test) – porovnanie koncentrácie 
metabolitov experimentálnych skupín samcov

C3, C4, C0, C3-DC (C4-OH), C5-OH (C3-DC-M), C18:2, C5:1, 
C6 (C4:1-DC), C16:2, C14:2, C14:1. K zvýšenej koncentrácii 
došlo aj v prípade troch biogénnych amínov, a to kreatiní-
nu, dopamínu a karnozínu. Znížená koncentrácia bola na-
meraná v prípade dvoch biogénnych amínov, konkrétne 
ADMA – asymetrický dimetylarginín a Met-SO – metionín 
sulfoxid. Zo skupiny aminokyselín sme nezistili ani jednu 
signifikantnú aminokyselinu (dáta nie sú zobrazené).

Analýza hlavných komponentov (PCA) je matematická 
štatistická metóda, ktorá hľadá kombinácie pozorovaní 
so zachovaním čo najväčšieho množstva informácií o tých-
to pozorovaniach (premenných). Obr. 1. znázorňuje sco-
res plot diagram, ktorý bol vyhodnotený PCA analýzou. 
Diagram porovnáva intaktnú skupinu so skupinou jedin-
cov s GBM, pričom jasne znázorňuje viditeľnú separáciu 
skupín, čo signalizuje značnú zmenu koncentrácie detego-
vaných metabolitov.



Laboratórna diagnostika 1/2023

71

PLS-DA analýza (partial least squares-discrimination 
analysis) využíva prvky PCA analýzy a na základe závis-
lých a nezávislých premenných hľadá vo vzorke dát vzťahy 
a rovinu medzi nimi. Na základe týchto vzťahov je možné 
v dátach určiť tie najvýznamnejšie na základe VIP skóre 
(Variable Importance Point). Pri porovnaní skupiny zdra-
vých jedincov so skupinou jedincov s chemicky navode-
ným nádorom mozgu bolo zistené zvýšenie koncentrácie 
trinástich významnejších metabolitov v skupine jedincov 
s GBM – Obr. 2. Najväčšiu časť z nich tvoria acylkarnitíny, 
konkrétne C4, C3, C2, C5, C5-OH (C3-DC-M), C0, C6(C4:1-
-DC), C3-DC (C4-OH), C18:2, C14:2. Zo skupiny biogénnych 
amínov ide o karnozín, dopamín a spermidín. Naopak 
k zníženej koncentrácii v skupine jedincov s GBM došlo 
len v prípade metionín-sulfoxidu (Met-SO) a aminokyse-
liny arginínu (Arg).

V skupinách experimentálnych samíc sme detegova-
li 5 štatisticky najvýznamnejších metabolitov vyhodno-
tených t-testom. U 4 z nich ide o zvýšenie koncentrácie 
v skupine samíc s GBM oproti skupine zdravých samíc. Ide 
o tri ACs, ktoré vykazujú zvýšenie koncentrácie, konkrétne 
C5, C2 a C0 a dva biogénne amíny, konkrétne spermidín 
(zvýšená koncentrácia) a Met-SO (znížená koncentrácia) 
(dáta nie sú zobrazené).

Scores plot diagram, ktorý bol vyhodnotený PCA ana-
lýzou, znázornený na Obr. 3. porovnáva experimentálnu 
skupinu zdravých samíc a skupinu samíc s vyvolaným 
GBM. Diagram zreteľne segreguje uvedené skupiny, keď-
že nedochádza k žiadnemu prekryvu, čo značí podstatnú 
zmenu koncentrácie skúmaných metabolitov.

PLS-DA testom bolo vykonané aj VIP skóre experimen-
tálnych skupín s ohľadom na pohlavie jedincov, pričom 
bolo zistených tiež pätnásť štatisticky najvýznamnejších 
metabolitov. V prípade intaktnej skupiny zdravých sa-
míc v porovnaní so skupinou samíc s indukovaným GBM 
tvoria najväčšiu skupinu signifikantných metabolitov ACs 
(Obr. 4.). V skupine samíc s GBM došlo k zvýšeniu koncen-
trácie desiatich ACs, konkrétne – C5, C2, C4, C0, C3, C5-OH 
(C3-DC-M), C3-DC (C4-OH), C18:2, C6 (C4:1-DC), C14:2. 
Vyššia koncentrácia v uvedenej skupine bola zistená aj 
v prípade spermidínu, karnozínu a dopamínu. Naopak 
znížená koncentrácia bola pozorovaná v prípade Met-SO 
a aminokyseliny orinitínu (Orn). 

V rámci porovnania experimentálnych skupín samcov 
došlo k výrazným štatistickým zmenám u 13 metabolitov, 
pričom až u 12 z nich ide o zvýšenie koncentrácie v skupi-

ne samcov s GBM oproti zdravým samcom. Nemalú skupi-
nu tvoria acylkarnitíny, ktorých je desať a všetky vykazujú 
zvýšenie koncentrácie, konkrétne ide o C3, C2, C4, C5, C3-
-DC (C4-OH), C18:2, C5:1, C5-OH (C3-DC-M), C0 a C5-DC 
(C6-OH). Zvýšenú koncentráciu vykazuje aj kreatinín a zní-
ženie koncentrácie bolo zistené len v prípade kynurení-
nu, oba zo skupiny biogénnych amínov. Zo skupiny ami-
nokyselín patrí medzi štatisticky významnejšie len jedna 
aminokyselina, konkrétne ornitín, kde bola zaznamenaná 
zvýšená koncentrácia v skupine samcov s GBM (dáta nie 
sú zobrazené).

Scores plot diagram, znázornený na Obr. 5. porovná-
va experimentálnu skupinu zdravých samcov a skupinu 
samcov s GBM. Na diagrame pozorujeme z väčšej časti 
oddelenie uvedených skupín, čo signalizuje značnú zmenu 
koncentrácie sledovaných metabolitov. 

PLS-DA testom vyhodnotené VIP skóre experimentál-
nych skupín samcov znázorňuje Obr. 6. Ide o porovnanie 
skupiny zdravých samcov so skupinou samcov s vyvola-
ným nádorom mozgu, kde najväčšiu skupinu signifikant-
ných metabolitov tvoria ACs. V skupine samcov s GBM 
došlo k zvýšeniu koncentrácie desiatich ACs, konkrétne – 
C4, C3, C2, C5, C5-OH (C3-DC-M), C6 (C4:1-DC), C0, C3-DC 
(C4-OH), C18:2, C14:2. Zvýšenie koncentrácie v skupine 
samcov s GBM bolo zistené aj v prípade karnozínu a dopa-
mínu. Oproti tomu stoja znížené koncentrácie Arg, C3-OH 
a kynurenínu.

DISKUSIA 

Keďže abnormálny energetický metabolizmus a bio-
logický chaos charakterizujú nádory mozgu, všeobecné 
princípy analýzy metabolickej kontroly môžu byť účin-
né pri liečbe rakoviny mozgu. Táto hypotéza je založená 
na rozdieloch v energetickom metabolizme medzi normál-
nymi mozgovými bunkami a neoplastickými nádorovými 
bunkami. Pokiaľ majú mozgové nádory fyziologické pro-
stredie vhodné pre ich energetické potreby, prežijú. Keď 
je toto prostredie nevyhovujúce, obmedzené alebo náhle 
zmenené, rastú pomalšie, rast sa zastaví alebo zahynú 
(S e y f r i e d  et al., 2011). Rozmanitosť gliómov je zako-
renená v ich pôvode, ako aj v oblasti nádoru, z ktorej sa 
vzorky odoberajú. Gliómy sa vyznačujú pozoruhodnou bio-
chemickou plasticitou, pokiaľ ide o prispôsobenie sa mik-
roprostrediu, čo môže viesť k rozvoju rezistencie na liečbu. 
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Metabolizmus nádorových buniek je definovaný mnohými 
faktormi, ako je zvýšená spotreba glukózy, hypoxia alebo 
infiltrácia imunitných buniek, ktoré by sa mali všetky zvá-
žiť pri určovaní najvhodnejšej liečby. Súčasným „zlatým 
štandardom“ v terapii gliómu je odstránenie najväčšej 
časti nádoru, ktorá je bezpečne možná chirurgickou resek-
ciou, po ktorej nasleduje temozolomid a radiačná terapia. 
Temozolomid je alkylačný liek, ktorý je schopný prejsť 
hematoencefalickou bariérou a pacient ho zvyčajne dob-
re znáša. Napriek tomu rezistencia rakoviny na tento liek 
stále predstavuje výzvu, vďaka čomu je štandardná liečba 
menej ako uspokojivá. Okrem toho výskumníci predpokla-
dali, že zvýšenú mieru prežitia pacientov možno dosiah-
nuť resekciou >98% nádoru, no žiaľ, v mnohých prípadoch 
je to veľmi ťažké dosiahnuť (G a c a - T a b a s z e w- 
s k a  et al., 2022). 

GBM dospelých je jedným z najsmrteľnejších a naj-
odolnejších zo všetkých malígnych solídnych nádorov. 
Incidencia sa dramaticky zvyšuje po dosiahnutí veku 
54 rokov a dosahuje maximálnu incidenciu vo veku 75 
až 84 rokov (A l e x a n d e r, C  l o u g h e s y, 2017). V 
Spojených štátoch má GBM priemernú ročnú mieru inci-
dencie upravenú podľa veku s konštantným rastom o 3 % 
ročne u mužov aj žien. Zatiaľ čo incidencia gliómov níz-
keho stupňa je takmer podobná u mužov a žien, zhubné 
nádory mozgu, vrátane GBM, sa vyskytujú 1,6-krát častej-
šie u mužov (C a r r a n o  et al., 2021). Doba perzistencie 
je u pacientov s diagnózou GBM mimoriadne nízka. Pri 
diagnostikovanom GBM je priemerná miera prežitia 8 až 
15 mesiacov (A n j u m  et al., 2017). Napriek niekoľkým 
medzinárodným snahám je liečba GBM stále najnáročnej-
šou úlohou v klinickej onkológii. Počas posledného desať-
ročia sa skúmalo množstvo rôznych spôsobov liečby s veľ-
mi obmedzeným úspechom. Hlavné výzvy v terapii GBM 
súvisia s lokalizáciou ochorenia a jeho komplexnou a he-
terogénnou biológiou. Prognóza pacientov s GBM je stále 
deprimujúca aj napriek postupným pokrokom v chirurgic-
kých prístupoch, rádioterapii a adjuvantnej chemoterapii. 
Na zlepšenie prežitia a kvality života pacientov je však 
potrebné výraznejšie tempo na dosiahnutie analogických 
výsledkov s tými, ktoré sa vyskytujú pri niektorých iných 
druhoch rakoviny (H a n i f  et al., 2017). 

Metabolomika ako „omická“ veda poskytuje funkčné 
údaje o bunkovej aktivite, ktoré výrazne prispievajú k po-
chopeniu biológie rakoviny vrátane biológie mozgových 
nádorov. Metabolity sú vysoko informatívne ako priamy 

znak biochemickej aktivity, preto sa profilovanie meta-
bolitov stalo sľubným prístupom pre klinickú diagnostiku 
a prognostiku (P a n d e y  et al., 2017). Objav onkometa-
bolitov (prostredníctvom metabolomiky) bol tiež doplne-
ný objavom mnohých ďalších metabolitov spojených s ra-
kovinou, ktoré by mohli potenciálne slúžiť ako biomarkery 
rakoviny. Patria sem početné biomarkery metabolitov na-
chádzajúce sa v sére, plazme, moči, slinách a vzorkách 
tkanív (W i s h a r t  et al., 2016). 

V oblasti mozgových nádorov sú biomarkery získavané 
neinvazívnymi alebo minimálne invazívnymi technikami 
veľmi žiadané vzhľadom na ich potenciálne využitie ako 
doplnok preventívnej medicíny alebo na skrátenie obdo-
bia medzi prvými nešpecifickými príznakmi a konečnou 
diagnózou (P i e n k o w s k i  et al., 2022).

V našej štúdii sa ukázala ako najviac signifikantná sku-
pina metabolitov – acylkarnitíny (ACs), ktoré dominujú 
pri porovnávaní jedincov bez ohľadu na pohlavie, ale aj 
pri porovnaní experimentálnych skupín s ohľadom na po-
hlavie. V oboch pohlaviach, ale aj v skupine jedincov bez 
ohľadu na pohlavie, ide o zvýšenie koncentrácie v skupi-
nách s GBM oproti zdravým intaktným jedincom. Medzi 
najvýznamnejšie ACs môžeme zaradiť C5 (izovalerylkarni-
tín/valerylkarnitín), C3 (proprionylkarnitín), C0 (karnitín), 
C4 (butyryl/ izobutylkarnitín), C2 (acetylkarnitín), C5-OH 
(C3-DC-M) (hydroxyizovalerylkarnitín), C6 (C4:1-DC) (he-
xanoylkarnitín), či C3-DC (C4-OH) (hydroxybutyrylkarni-
tín). Uvedené ACs patria medzi ACs s krátkym reťazcom 
(C3-C5) a stredne dlhým reťazcom (C6). 

B j ö r k b l o m, B.  a kol. vykonali komplexnú analýzu 
metabolomického profilovania metabolitov odvodených 
z nádorového tkaniva, kde detegovali 224 gliových ná-
dorov resekovaných dospelým pacientom vo veku 25 až 
84 rokov. Zo všetkých gliových nádorov predstavoval GBM 
až 72,3 %. Táto štúdia ukázala, že najzreteľnejšie boli níz-
ke hladiny širokého spektra ACs nájdené v mutovanom 
astrocytóme v porovnaní s mutovaným oligodendroglió-
mom a GBM, kde boli hladiny ACs vysoké (B j ö r k b l o m 
et al., 2022). ACs sú považované za kľúčovú skupinu meta-
bolitov, v ktorej dochádza k narušeniu metabolických dráh 
v GBM (G i l a r d  et al., 2021). Primárnou funkciou karni-
tínu v bunkách je metabolizmus mastných kyselín. Estery 
AC sú transportované do mitochondrií na následnú oxidá-
ciu mastných kyselín a produkciu energie. Pri rýchlom ras-
te nádoru a zlyhaní správneho zásobovania krvou chýba 
nádorovým bunkám dostatok kyslíka pre metabolizmus 
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energetických zdrojov. V glykolytickej dráhe sa cytosolic-
ká glukóza normálne premieňa na pyruvát v aeróbnych 
podmienkach a laktát, keď je nedostatok kyslíka. Hoci sa 
glukóza považuje za primárny zdroj energie pre normálny 
mozog dospelých, modelové štúdie ukázali, že hypoxické 
prostredie podnecuje nádorové bunky k syntéze mast-
ných kyselín a k využívaniu oxidácie mastných kyselín ako 
primárneho zdroja energie (B j ö r k b l o m  et al., 2022).

Štúdia R a n d a l l, E. C. a kol. ukázala zvýšené hladiny 
ACs na okraji nádoru v porovnaní s jadrom nádoru, ako aj 
na rozhraní medzi nádorom a normálnym tkanivom a nie 
na okraji nádoru susediaceho s vonkajším okrajom mozgu. 
Toto zistenie naznačuje, že GBM bunky v jadre a na pro-
liferujúcom okraji nádoru podliehajú rôznym úrovniam 
metabolizmu mastných kyselín, čo vedie k intratumorovej 
metabolickej heterogenite (R a n d a l l  et al., 2020).

Y u, D.  a kol. vykonali štúdiu, v ktorej odoberali po-
čas operácie tkanivá mozgového nádoru u 76 pacientov. 
Uskutočnený výskum bol zameraný na metabolické zme-
ny súvisiace s rôznymi stupňami gliómov na pochopenie 
molekulárneho mechanizmu progresie gliómu. Detegovali 
štyri ACs s krátkym reťazcom, ktoré boli významne zvýšené 
v gliómovom tkanive stupňa III/IV v porovnaní s tkanivami 
gliómu stupňa II, konkrétne išlo o acetyl-(C2-), propionyl- 
(C3-), butyryl-(C4-) a hexanoylkarnitín (C6-). Je dobre zná-
me, že ACs úzko súvisia s metabolizmom BCAA a oxidáciou 
mastných kyselín, pričom pri β-oxidácii mastných kyselín 
s krátkym reťazcom zohráva kľúčovú úlohu aj séria acylko-
enzým A (CoA) dehydrogenáz. Ide o dehydrogenázy, ktoré 
sa špecificky zameriavajú na butanoyl-CoA (C4-CoA) a he-
xanoyl-CoA (C6-CoA). V tkanivách gliómu vysokého stup-
ňa boli zistené zvýšené C4- a C6-, avšak hladiny ich dehyd-
rogenáz boli znížené. Táto štúdia naznačuje, že viac ACs 
s krátkym reťazcom sú silne spojené s progresiou gliómu 
a ďalej ovplyvňujú prežitie pacientov s gliómom, čo môže 
byť kľúčový cieľ liečby gliómu a hodnotenia prognózy  
(Y u  et al., 2020).

Na definovanie špecifických metabolických progra-
mov, ktoré prispievajú ku gliomagenéze vykonali metabo-
lomické profilovanie nádorov a bunkových línií vo svojej 
štúdii aj  K a n t, S. a kol. (2020). Skúmali profil astrocytó-
mu nízkeho stupňa (LGA) a GBM, kde všetky identifiko-
vané ACs boli zvýšené v GBM v porovnaní s LGA, pričom 
niektoré vykazovali viac ako 20-násobné zvýšenie. Pri pod-
robnejšom skúmaní GBM pozorovali značnú heterogenitu 
a zároveň preukázali dva fenotypy, ktoré definovali ako 

AC „vysoký“ a „nízky“. Tieto fenotypy vykazovali rozdiely 
aj pri vykonaní analýz s použitím RNA (profilovania géno-
vej expresie v mezenchymálnych bunkách) a DNA (mu-
táciou izocitrátdehydrogenázy – IDH1 a metyláciou pro-
mótora O-6-metylguanín-DNA metyltransferázy) (K a n t  
et al., 2020). 

Okrem zvýšenej koncentrácie ACs s krátkym resp. 
stredne dlhým reťazcom pozorujeme v našej štúdii aj zvý-
šené množstvo karnitínu. Bogusiewicz, J. a kol. porovná-
vali vzorky rakoviny s rôznym stupňom. Ich štúdia ukázala, 
že hladina karnitínu bola významne vyššia v gliómoch vy-
sokého stupňa (HGG) v porovnaní s gliómami nízkeho stup-
ňa (LGG). Karnitín je neoddeliteľnou súčasťou správneho 
fungovania enzýmov (CPT-1, CPT-2, CACT), ktoré sa podie-
ľajú na transporte mastných kyselín s dlhým reťazcom cez 
vnútornú mitochondriálnu membránu. Tento metabolit 
sa teda považuje za rozhodujúci regulátor karni tínového 
kyvadlového systému. Hrá dôležitú úlohu pri plasticite 
rakoviny a umožňuje splnenie metabolických požiadaviek 
proliferujúcich nádorových buniek aj v nepriaznivých pod-
mienkach (B o g u s i e w i c z  et al., 2021). 

Pohlavné dimorfné mechanizmy majú veľký vplyv na 
biológiu rakoviny a génovú expresiu v mozgových ná-
doroch, ako je GBM. Hoci sú v GBM dobre opísané účin-
ky špecifické pre pohlavie v incidencii, fenotype choroby 
a výsledku, je k dispozícii len málo poznatkov na rozlíšenie 
mužských a ženských pacientov s GBM na molekulárnej 
úrovni (C a r r a n o  et al., 2021). V našom experimente 
pri porovnávaní experimentálnych skupín samíc a sam-
cov tvoria najväčšiu skupinu signifikantných metabolitov 
ACs, u ktorých došlo k zvýšeniu koncentrácie. Medzi 
významné metabolity, u ktorých koncentrácia naopak 
klesla patrí Met-SO, ktorý patrí do skupiny biogénnych 
amínov. Pokles pozorujeme v skupine samíc s GBM, ale 
aj v skupine s GBM pri porovnaní jedincov bez ohľadu 
na pohlavie, a teda Met-SO môže vystupovať ako poten-
ciálny biomarker. 

Met-SO je hlavným produktom oxidácie metionínu 
(Met), ktorý je vysoko citlivý na oxidáciu prostredníctvom 
reaktívnych foriem kyslíka. Oxidácia proteínov sa považu-
je za jeden z hlavných mechanizmov, ktorým je oxidačný 
stres integrovaný do dráh bunkovej signálnej transdukcie. 
Vo veľkej miere sa uvádza, že oxidačný stres sa podieľa na 
progresii rôznych ľudských chorôb vrátane rakoviny, neuro-
degeneratívnych porúch a cukrovky (G a r c i a - G a r c i a 
et al., 2012). Met je esenciálna aminokyselina, ktorá sa 
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podieľa na niekoľkých kritických metabolických proce-
soch (L e e, G l a d y s h e v, 2011). Normálne bunky sa 
množia in vitro v prítomnosti homocysteínu, metabolic-
kého prekurzora metionínu, zatiaľ čo mnohé rakovinové 
bunkové línie to nedokázali. Pozorovanie tejto závislos-
ti na metioníne predstavuje biochemický rozdiel medzi 
normálnymi a malígnymi bunkami (S o w e r s, S o w e r s, 
2022). N a w a s h i r o , H. a kol. preukázali vysokú ex-
presiu aminokyselinového transportéra, a tým zvýšený 
transport metionínu do gliómových buniek, čo naznačuje 
mechanizmus reakcie na defekty v intracelulárnej syntéze 
metionínu (N a w a s h i r o  et al., 2005). Wang, Z. a kol. 
vo svojej štúdii zistili vysokú aktivitu metionínového cyk-
lu čo spôsobuje, že spotreba metionínu ďaleko prevyšuje 
jeho regeneráciu, čo vedie k návyku na exogénny metio-
nín (W a n g  et al., 2019). Je pravdepodobné, že viaceré 
faktory v nádorových bunkách sa kombinujú a vytvárajú 
závislosť od exogénneho metionínu a relatívny príspevok 
týchto faktorov by sa mohol líšiť od jednej bunky k druhej 
a silne závisieť od podmienok v mikroprostredí nádoru 
(S o w e r s, S o w e r s, 2022). Bol zistený priamy vzťah 
medzi oxidačným stresom a rakovinou (M a r t í n e z  
et al., 2017). Nádorové bunky sú vo všeobecnosti závislé 
od metionínu v dôsledku povahy ich nepretržitej proli-
ferácie. W a n g, L.  a kol. vo svojej štúdii vytvorili bunky 
tolerantné voči metionínu, aby študovali odpoveď gliómu 
na prostredie s obmedzeným metionínom, pričom zistili, 
že došlo k zníženiu proliferácie nádorových buniek pri ne-
dostatku metionínu (W a n g  et al., 2021). 

F u k a g a w a, N. K. a kol. študovali rozdiely súvisia-
ce s pohlavím v kinetike metionínového cyklu. Ide o prvú 
štúdiu, ktorá uvádza a kvantifikuje rozdiely v rýchlosti re-
metylácie homocysteínu medzi mužmi a ženami. Štúdie sa 
zúčastnilo 11 mužov a 11 žien, pričom zistili podobné kon-
centrácie homocysteínu nalačno. Po perorálnom podaní 
metionínu boli miery remetylácie a transmetylácie vyššie 
u žien ako u mužov. Uvedené zistenia pripisujú rozdielom, 
ktoré súvisia s pohlavím v metionín syntáze (5-metyltet-
rahydrofolát-homocysteín metyltransferáza) alebo betaín 
homocysteín metyltransferázovej dráhe alebo v oboch 
uvedených metabolických krokoch (F u k a g a w a  et al., 
2000). Posúdenie úlohy akumulácie a metabolizmu Met 
pri zvýšenej citlivosti mužských hepatocytov na toxici-
tu Met v porovnaní so ženskými hepatocytmi vykonali 
aj D e v e r  a  E l f a r r a. Ich štúdia preukázala vyššie cel-
kové hladiny Met v mužských hepatocytoch ako v žen-

ských, čo môže naznačovať zvýšenú citlivosť mužských 
hepatocytov na toxicitu Met (D e v e r, E l f a r r a, 2009). 
V našej štúdii sme detegovali Met-SO ako signifikantný 
metabolit, avšak v znížených koncentráciách v skupinách 
s GBM oproti zdravým jedincom. Mnohé štúdie popisujú 
závislosť nádorových buniek od metionínu. Met-SO môže 
byť redukovaný spätne na Met (L e e, G l a d y s h e v, 
2011), a teda významne znížená koncentrácia Met-SO 
môže signalizovať zvýšenú spotrebu Met nádorovými 
bunkami, aj napriek tomu, že samotný Met nepatrí medzi 
významné metabolity nášho experimentu.

Z h a o, H.  a kol. vykonali metabolomické profilovanie 
vzoriek plazmy od pacientov s gliómom a získali päť meta-
bolitov, arginín, uracil, laktát, cysteamín a ornitín, ktorých 
hladiny sa medzi pacientmi s LGG a HGG významne líšili. 
Hladiny arginínu boli vyššie v LGG ako v HGG. Viaceré štú-
die naznačujú, že zvýšená závislosť od exogénneho arginí-
nu je typická pre mnohé malígne nádorové bunky in vitro 
aj in vivo. Tieto zistenia naznačujú významné zmeny v drá-
hach súvisiacich s metabolizmom aminokyselín (Z h a o  
et al., 2016). V našej štúdii sa ukázal arginín ako význam-
ný metabolit, ktorého koncentrácia v skupinách jedincov 
s GBM bez ohľadu na pohlavie, ako aj v skupine samčích 
jedincov s GBM klesla.

Cieľom mnohých štúdií v súčasnosti je detegovať vý-
znamné metabolity, ktoré by obsiahli funkciu biomarke-
rov, a tým poskytli priaznivejšiu predpoveď pre pacientov 
nielen s rakovinou mozgu, ale aj inými typmi rakoviny. 
Je dobre známe, že nádorové bunky sú charakterizované 
metabolickým preprogramovaním a agresívnym postu-
pom, preto je nevyhnutné určiť správne medicínske po-
stupy na zlepšenie života pacientov.

ZÁVER 

V tejto štúdii boli analyzované krvné séra experimen-
tálnych zvierat po chemicky indukovanom nádore mozgu. 
Vytvorili sa experimentálne skupiny, ktoré sa následne 
vyhodnocovali pomocou štatistických multivariačných 
metód ako je PCA analýza, PLS-DA analýza alebo t-test. 
Hlavným cieľom tejto práce bolo vytipovať najdôležitejšie 
metabolity zmenené v študovaných mozgových ochore-
niach so zameraním sa na aminokyseliny, biogénne amí-
ny a acylkarnitíny. Štatistickou analýzou 81 metabolitov 
boli porovnávané skupiny zdravých intaktných jedincov 
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so skupinami jedincov s indukovaným glioblastómom, 
či už s ohľadom alebo bez ohľadu na pohlavie. Pri nedife-
rencovanom rode bolo detegovaných 15 signifikantných 
metabolitov, kde najväčšiu skupinu tvorili acylkarnitíny 
s krátkym resp. stredne dlhým reťazcom, ktorých kon-
centrácie boli zvýšené v skupinách s vyvolaným nádorom 
mozgu. Tie patrili medzi štatisticky významné aj pri po-
rovnávaní samčích a samičích experimentálnych skupín, 
čo naznačuje, že nádorové bunky v hypoxickom prostredí 
sú podnecované k využitiu ako primárneho zdroja energie 
oxidáciu mastných kyselín. 

Ako ďalší signifikantne významný metabolit sa ukázal 
metionín-sulfoxid (Met-SO), ktorého koncentrácia oproti 
acylkarnitínom klesla v skupinách jedincov s vyvolaným 
nádorom mozgu. Viaceré štúdie dokázali závislosť ná-
dorových buniek na metioníne. Ten sa v oxidačnom stre-
se oxiduje na Met-SO, ktorý môže byť spätne redukovaný 
na metionín. Keďže došlo k zníženiu koncentrácie Met-SO 
predpokladáme spätnú reakciu v prospech metionínu pre 
potreby proliferácie nádorových buniek. 

Našou štúdiou sme vytipovali štatisticky najvýznam-
nejšie metabolity, no napriek veľkej pozornosti rôznych 
výskumov je dôležité realizovať ďalšie experimenty, ktoré 
by uvedené metabolity, ako potenciálne biomarkery, po-
tvrdili resp. vyvrátili. Využitie biomarkerov v praxi, či už 
pri včasnej diagnostike alebo pri samotných liečebných 
postupoch, predstavuje základný pilier metabolomiky na 
určenie účinnosti lekárskych zásahov pri rakovine.
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