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Abstrakt 

Nádorová krevní onemocnění vznikají akumulací mutací v krvetvorných kmenových buňkách. 

Vznikne tak maligní klon, který má selekční výhodu díky lepšímu přežívání a neomezené 

proliferaci, tento proces vývoje leukémie nazýváme leukemogeneze. Leukemogeneze je komplexní 

proces a je obtížné určit jedinou mutaci, která je za transformaci krvetvorných buněk zodpovědná. 

Kromě transkripční deregulace způsobené onkogenními fúzními proteiny, hrají v leukemogenezi 

zásadní roli také mutace specifických genů, které regulují kritické signální dráhy. Mezi takové geny 

patří například mutace v genech pro isocitrát dehydrogenázu 1 a 2 (mutIDH1/2). Přepokládá se, že 

tyto geny hrají významnou roli ve vývoji leukémie, na což ukazuje jejich vzrůstající frekvence v 

progresi myelodysplastického syndromu do akutní myeloidní leukémie. Mezi funkce mutIDH1/2 

patří epigenetická regulace, změny v metabolismu a redoxní homeostáze. Bylo zjištěno, že regulace 

produkce a eliminace reaktivních kyslíkatých látek (ROS), tzv. redoxní homeostáza je důležitá pro 

správnou funkci hematopoetických kmenových buněk a její narušení je častým jevem 

doprovázejícím maligní transformaci těchto buněk. Některé mutace, včetně mutIDH1/2, ovlivňují 

produkci a eliminaci ROS, a tím narušují redoxní homeostázu. Výsledkem je pak ovlivnění 

redoxních kaskád skrze modifikace proteinů, které přispívají k leukemogenezi. Mezi důsledky 

těchto změn patří neomezená proliferace a narušená diferenciace hematopoetických kmenových 

buněk. Cílem této práce je přiblížit aspekt redoxního metabolismu mutIDH1/2 v leukemogenezi. 

 

Klíčová slova: leukemogeneze, IDH1/2 mutace, redoxní signalizace, oxidační stres, hematopoeza 

 

 

  



  

Abstract 

Blood cancers are caused by the accumulation of mutations in haematopoietic stem cells. This 

creates a malignant clone that has a selection advantage due to improved survival and unrestricted 

proliferation, a process of leukaemia development called leukemogenesis. Leukemogenesis is a 

complex process and it is difficult to identify a single mutation that is responsible for the 

transformation of haematopoietic cells. In addition to transcriptional deregulation caused by 

oncogenic fusion proteins, mutations in specific genes that regulate critical signaling pathways play 

a critical role in leukemogenesis. Examples of such genes include mutations in the isocitrate 

dehydrogenase 1 and 2 genes (mutIDH1/2). These genes are thought to play an important role in the 

development of leukaemia, as indicated by their increasing frequency in the progression of 

myelodysplastic syndrome to acute myeloid leukaemia. The functions of mutIDH1/2 include 

epigenetic regulation, changes in metabolism and redox homeostasis. It has been shown that 

regulation of reactive oxygen species (ROS) production and elimination, so-called redox 

homeostasis, is important for the proper function of haematopoietic stem cells and its disruption is a 

frequent phenomenon accompanying malignant transformation of these cells. Some mutations, 

including mutIDH1/2, affect the production and elimination of ROS and thus disrupt redox 

homeostasis. As a result, redox cascades are affected through protein modifications that contribute 

to leukemogenesis. The consequences of these changes include unrestricted proliferation and 

impaired differentiation of haematopoietic stem cells. The aim of this study is to describe the redox 

metabolism aspect of mutIDH1/2 in leukemogenesis. 
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Seznam použitých zkratek 

 

α-KG  -ketoglutarát 

Akt protein kinase B 

AML  akutní myeloidní leukémie 

AMPK  adenosine monophosphate-activated protein kinase 

AP-1  activator protein 1 

ASXL1  additional sex combs-like 1 

ATM  ataxia telangiectasia mutated 

ATP  adenosin-5‘-trifosfát 

BCOR  B-cell lymphoma 6 co-repressor 

BCORL1  B-cell lymphoma 6 co-repressor-like 1 

biCEBPA  bialelická mutace v genu pro CCAAT/enhancer binding protein α  

BRCC3  BRCA1/BRCA2-containing complex subunit 3 

CEBPA  CCAAT/enhancer binding protein α 

CN-AML  cytogeneticky normální akutní myeloidní leukémie 

CREB  cyclin adenosine monophosphate response element-binding protein 

CTCF  CCCTC-binding factor 

CUX1  cut-like homeobox 1 

(D)-2HG  (D)2-hydroxyglutarát  

DNA deoxyribonucleic acid 

DNMT3A  DNA methyltransferase 3A 

EFS  přežití bez příhody 

ETV6  ETS variant transcription factor 6 

EZH2  enhancer of zeste 2 polycomb repressive complex 2 subunit 

FADH2  flavinadenindinukleotid 

FANCL  Fanconi anaemia complementation group L 

FLT3  Fms-like tyrosine kinase 3  

FLT3-ITD  Fms-like tyrosine kinase 3 internal tandem duplication 

FLT3-TKD  Fms-like tyrosine kinase 3 mutation in the tyrosine kinase domain 

FoxO  Forkhead box protein O 

GNB1  G protein subunit β1 

GPx  glutathion peroxidase  



  

HIF-1  hypoxia inducible factor 1  

HSC  hematopoetické kmenové buňky 

HSF1  heat shock factor 1 

IDH1  isocitrát dehydrogenáza 1 

IDH2  isocitrát dehydrogenáza 2  

IDH3  isocitrát dehydrogenáza 3 

IR-AML  akutní myeloidní leukémie se středním rizikem  

JAK2  Janus kinase 2 

JmjC  Jumonji C 

JNK  c-Jun N-terminal kinase 

KDM4A  lysine-specific demethylase 4A 

KEAP1  Kelch-like ECH asociated protein 1 

KIT  KIT proto-oncogene, receptor tyrosine kinase 

K-RAS  Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog  

LUC7L2  LUC7 like 2, pre-mRNA splicing factor 

MAPK  mitogen-activated protein kinase  

MDM2  MDM2 proto-oncogene  

MDS  myelodysplastický syndrom  

MLL4  myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia 4 

MPN  myeloproliferativní onemocnění 

mtDNA mitochondriální DNA 

mTOR  mammalian target of rapamycin  

mTORC1  mammalian target of rapamycin complex 1  

mut  mutovaný 

myr-AKT  myristoylovaný AKT 

NAC  N-acetylcystein 

NAD+ nikotinamidadenindinukleotid 

NADH  redukovaný nikotinamidadenindinukleotid 

NADP+  nikotinamidadenindinukleotidfosfát 

NADPH redukovaný nikotinamidadenindinukleotidfosfát 

NF1  nuclear factor 1 

NF-κB  nuclear factor kappa B  

NOX  nikotinamidadenindinukleotidfosfát oxidáza 

NPM1 nucleophosmin 1 



  

N-RAS  erythroblastoma RAS viral oncogene homolog  

NRF2  nuclear factor erythroid 2-related factor 2 

OS  celkové přežití  

PI3K  phosphatidylinositol-3-kinase  

PIGA  phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis class A 

PIN1  peptidyl-prolyl cis-trans isomerase NIMA-interacting 1  

PHD  prolylhydroxylase domain 

PPM1D  protein phosphatase, Mg2+/Mn2+-dependent 1D 

PRDX2  peroxiredoxin 2 

PRPF8  pre-mRNA processing factor 8 

PRPN11  protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 11 

PRx  peroxiredoxin 

PTEN  phosphatase and tensin homolog 

RAC1  Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 

Ral  RAS like 

RNS  reaktivní dusíkaté látky 

ROS  reaktivní kyslíkaté látky 

RUNX1  runt-related transcription factor 1  

s-AML  sekundární akutní myeloidní leukémie 

SCREB-1 sterol regulatory element-binding protein 1 

SF1  splicing factor 1 

SF3B1  splicing factor 3b subunit 1 

SMC1A  structural maintenance of chromosomes 1A 

SOD  superoxid dismutase 

SP1 specificity protein 1 

SRSF2  serine and arginine rich splicing factor 2 

STAG2  stromal antigen 2 

STAT  signal transducer and activator of transcription 

t-AML  akutní myeloidní leukémie související s léčbou 

TET2  tet methylcytosin dioxygenase 2  

TP53  cellular tumor antigen p53 

TSC2  tuberous sclerosis complex 2  

U2AF1  U2 small nuclear RNA auxiliary factor 1 

Wnt  wingless and int-1 



  

wt  wild-type 

WT1  Wilms tumour 1  

ZRSR2 zinc finger CCCH-type, RNA binding motif and serine/arginine rich 2  
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1 Úvod 

Oxidačně/redukční (redoxní) metabolismus je nedílnou součástí fyziologických procesů 

v buňkách. Pro jejich správné fungování je důležité udržování redoxní homeostázy, která je dána 

rovnováhou mezi produkcí a eliminací reaktivních kyslíkatých a dusíkatých látek (ROS/RNS). Je-li 

tato rovnováha narušená, nastává oxidační stres, který je pro buňku nebezpečný, jelikož může 

způsobovat závažná poškození různých intracelulárních struktur a vést ke stárnutí nebo tumorogenezi 

buněk. Za fyziologických koncentrací jsou však ROS, především pak peroxid vodíku, významnými 

signálními molekulami. ROS posttranslačně modifikují proteiny na thiolových zbytcích, a tím mohou 

změnit funkci proteinu, např. změnou struktury, aktivací, inaktivací či ovlivněním jiných signálních 

posttranslačních modifikací. Bylo zjištěno, že tento reversibilní proces reguluje důležité biologické 

funkce, např. apoptózu, buněčný cyklus, proteinovou homeostázu a další. Proto je nutné redoxní 

rovnováhu přísně regulovat. 

Mnoho studií uvádí, že redoxní signalizace hraje také významnou roli v normální a maligní 

hematopoeze. Kontrola nízké hladiny ROS je klíčová pro správnou funkci hematopoetických 

kmenových buněk (HSC). Její zvýšení vyvolá aktivaci drah vedoucích k proliferaci a diferenciaci 

HSC. Dojde-li však k akumulaci ROS v HSC, a to z extracelulárních nebo intracelulárních zdrojů, 

dochází k narušení správné funkce těchto buněk a může dojít k jejich maligní transformaci. Pro 

leukemické buňky je typická zvýšená hladina ROS. Nádorová krevní onemocnění jsou 

charakterizovaná ztrátou schopnosti HSC diferencovat se ve zralé krvinky. Předpokládá se, že k 

maligní transformaci dochází v průběhu života, kdy HSC postupně získávají řadu somatických 

mutací, které mohou vést k zablokování diferenciačního potenciálu a neomezenému růstu. Vzhledem 

k tomu, že leukemogeneze je vícestupňový proces, je obzvláště velmi obtížné určit jedinou hnací sílu 

tohoto procesu. Nicméně bylo prokázáno, že několik leukemogenních genových změn je schopno 

přeprogramovat metabolické dráhy, indukovat produkci ROS, a tím narušit celkové redoxní prostředí. 

Patří mezi ně i jedny z častých mutací genů kódujících metabolické enzymy isocitrát dehydrogenázu 

1 a 2 (IDH1, IDH2). 

Cílem této práce je popsat princip redoxní homeostázy, její funkci v krvetvorných buňkách za 

fyziologických podmínek a při maligní transformaci. Charakterizujeme vliv leukemogenních mutací 

na redoxní metabolické dráhy. Na závěr se zaměříme na mutace v genech pro isocitrát dehydrogenázu 

1 a 2, jejich onkogenní potenciál, vliv na buněčný metabolismus, redoxní homeostázu a jejich význam 

v progresi onemocnění.  
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2 Typy nádorových krevních onemocnění 

Nádorová krevní onemocnění jsou rozmanitou skupinou komplexních chorob. Vznikají 

maligní transformací HSC a progenitorových buněk nejčastěji v lymfatických uzlinách a v kostní 

dřeni. Podle fenotypu buněk se dělí na lymfoidní a myeloidní neoplazmy, které se pak dále dělí na 

leukémie (akutní a chronické), myelomy a lymfomy (Snowden et al., 2017). Tato práce je zaměřena 

zejména na myeloidní malignity, a to akutní myeloidní leukémie (AML) a myelodysplastický 

syndrom (MDS). 

 

2.1 Akutní myeloidní leukémie 

AML je skupina onemocnění, charakterizovaná akumulací nezralých myeloidních buněk, které 

ztratily schopnost diferenciace a odpovědi na regulační mechanismy proliferace (Estey & Döhner, 

2006; Hope et al., 2003). Příčinou této nádorové transformace hematopoetických prekurzorů je 

získání chromosomálních přestaveb a specifických mutací v genech (Rubnitz et al., 2010). SEER 

statistiky dat sesbíraných mezi lety 2015-2019 na populaci Spojených států amerických uvádějí 

incidenci AML 4,1 případů na 100 000 obyvatel ročně a úmrtnost 2,7 případů na 100 000 obyvatel 

ročně. AML se běžněji vyskytuje u starších pacientů, střední hodnota věku první diagnózy AML je 

cca 68 let. Existují však i případy výskytu u dětí. Častěji jsou navíc tímto onemocněním postiženi 

muži než ženy (National Cancer Institute, 2022). AML se klinicky manifestuje slabostí, horečkou, 

nadměrnou únavou, krvácením a snadnější tvorbou modřin. Nejčastějším způsobem léčby je 

chemoterapie, která může být následovaná transplantací kmenových buněk. Dalšími typy léčby jsou 

radiační terapie nebo cílená terapie, jako je např. podání monoklonálních protilátek. Navíc je běžná 

podpůrná péče v průběhu léčby (PDQ® Adult Treatment Editorial Board, 2022). Lindsley et al. 

(2015) uvádí klasifikaci AML do tří kategorií na základě klinické ontogeneze: de novo AML, AML 

související s léčbou (t-AML) a sekundární AML (s-AML), vycházející z MDS nebo 

myeloproliferativního onemocnění (MPN). 

 

2.2 Myelodysplastický syndrom a sekundární AML 

MDS tvoří skupinu klonálních onemocnění, charakterizovaných neúčinnou krvetvorbou 

v kostní dřeni, vedoucí k morfologicky abnormálnímu vývoji hematopoetických buněk a ke 

krevním cytopeniím. Ma et al. zpracovali data ze SEER databáze z let 2001 až 2003 sesbíraná z 

populace Spojených států amerických. MDS se nejčastěji vyskytuje u starších pacientů se střední 

hodnotou věku při diagnóze 76 let. Roční incidence se výrazně liší u mužů a žen, konktrétně 4,5 na 
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100 000 obyvatel u mužů a 2,7 na 100 000 obyvatel u žen (Ma et al., 2007). Klinické projevy MDS 

vycházejí z nedostatku buněk v periferní krvi a patří k nim dušnost, slabost, únava a snadnější 

krvácení a tvorba modřin. Léčba tohoto onemocnění zahrnuje podpůrnou péči, chorobu modifikující 

látky, jako je např. imunosupresivní terapie, nebo alogenní transplantaci HSC (PDQ® Adult 

Treatment Editorial Board, 2021). MDS často přechází v s-AML (Adès et al., 2014). Studie z roku 

2012, ve které Walter et al. osekvenovali genom pacientů s MDS před a po transformaci do AML, 

uvádí, že progrese do s-AML je poháněna ziskem nových mutací a klonální selekcí. AML je 

odlišitelná od MDS přítomností 20 a více % blastů v kostní dřeni nebo periferní krvi (Vardiman et 

al., 2002). S-AML je charakterizovaná horší prognózou oproti de novo AML (Renaud et al., 2016). 

Liší se i výskytem mutací v konkrétních genech. Lindsley et al. ve studii z roku 2015 přišli na to, že 

mutace v genech SRSF2, SF3B1, U2AF1, ZRSR2, ASXL1, EZH2, BCOR a STAG2 jsou vysoce 

specifické pro s-AML. Tyto geny jsou zároveň běžně mutované u MDS, což naznačuje, že hrají roli 

již v progresi MDS (Lindsley et al., 2015). 

3 Role mutací v leukemogenezi 

Transformace buněk v leukemogenezi spočívá v narušení schopnosti diferencovat se a v nabytí 

schopnosti neomezeně se množit. Tyto procesy jsou podmíněny ziskem několika genetických mutací 

v HSC, které dají vznik malignímu klonu (Corces-Zimmerman & Majeti, 2014). Gilliland & Griffin 

v roce 2002 popsali „2-hit“ model leukemogeneze, který spočívá v tom, že pro maligní transformaci 

buněk je nutná kooperace dvou tříd mutací v genech. Mutace první třídy je nezbytná pro neomezenou 

proliferaci buněk a mutace druhé třídy zasahuje do schopnosti diferenciace a apoptózy buněk 

(Gilliland & Griffin, 2002). Do mutací třídy I patří běžně se vyskytující mutace v genech Fms-like 

tyrosine kinase 3 (FLT3), KIT proto-oncogene, receptor tyrosine kinase (KIT), erythroblastoma RAS 

viral oncogene homolog (N-RAS) a Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog (K-RAS), cellular 

tumor antigen p53 (TP53) a další. Mutace třídy II zahrnují např. mutace v genech nucleophosmin 1 

(NPM1), CCAAT/enhancer binding protein α (CEBPA), runt-related transcription factor 1 (RUNX1) 

a GATA binding protein 2 (GATA-2) (Kihara et al., 2014). S postupnými objevy nových mutovaných 

genů běžně se vyskytujících v AML se ale ukázalo, že „2-hit“ model leukemogeneze není dostačující. 

Byly odhaleny další třídy mutací, které přispívají k maligní transformaci buněk. Především jde o 

mutace v genech důležitých v regulaci epigenetických procesů, methylace DNA a posttranslační 

histonové modifikace. Do těchto skupin genů jsou zahrnovány např. geny tet methylcytosin 

dioxygenase 2 (TET2), isocitrate dehydrogenase 1 a 2 (IDH1/2), additional sex combs-like 1 (ASXL1) 

a DNA methyltransferase 3A (DNMT3A) (Shih et al., 2012). 
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Obecně lze v tumorogenezi rozlišit mutace podle jejich potenciálu pohánět vývoj rakovinného 

onemocnění na driver a passenger mutace. Driver mutace udělují buňkám novou výhodnou schopnost 

růstu, což vede k selekci těchto mutací v rakovinných buňkách. Passenger mutace nezpůsobují zisk 

žádných schopností užitečných v tumorogenezi, pouze doprovázejí driver mutace (Stratton et al., 

2009). Mutace v genech vyskytující se v AML s určitou frekvencí uvádí přehledová Tabulka 1. 

 

 

Tabulka 1: Tabulka frekvence výskytu mutovaných genů u myelodysplastického syndromu (MDS), sekundární 

akutní myeloidní leukémie (s-AML) a akutní myeloidní leukémie (AML). Převzato z (Sperling et al., 2016) 

(pozměněno). 



 5 

 

3.1 Nejčastější mutace v AML a MDS 

Mezi nejčastěji se vyskytující genetické modifikace u pacientů s AML patří mutace v genech 

FLT3 a DNMT3A (Kihara et al., 2014). Ukázalo se, že mají signifikantní vliv na prognózu 

onemocnění, patří mezi driver mutace v leukemogenezi. FLT3 kóduje tyrosinkinázový receptor třídy 

III, důležitý v proliferaci a diferenciaci hematopoetických buněk. Mutace v tomto genu se vyskytuje 

přibližně u 25 % případů AML (Kihara et al., 2014; Schnittger et al., 2002), a to nejčastěji jako vnitřní 

tandemová duplikace v juxtamembránové doméně (FLT3-ITD), nebo jako bodová mutace 

v tyrosinkinázové doméně (FLT3-TKD). Vede k autofosforylaci a ke konstitutivní aktivaci receptoru, 

který aktivuje RAS/mitogen-activated protein kinase (MAPK), Signal transducer and activator of 

transcription (STAT) a phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) /protein kinase B (Akt) signální dráhy, 

čímž podporuje buněčnou proliferaci (Meshinchi & Appelbaum, 2009). Přítomnost FLT3-ITD u 

pacientů AML indikuje horší prognózu v porovnání s pacienty bez této mutace (Abu-Duhier et al., 

2000; Rombouts et al., 2000). DNMT3A je DNA methyltransferáza, která je zodpovědná za 

methylaci cytosinového zbytku na CpG dinukleotidech. Mutace v genu pro DNMT3A byla nalezena 

přibližně u 15-25 % pacientů s AML (Kihara et al., 2014; Ley et al., 2010) a je asociována se špatnou 

prognózou, s vyšší mírou relapsů a s krátkým celkovým přežitím (OS) pacientů (Shin et al., 2016). 

Mezi nejčastější mutace v MDS a s-AML patří mutace genů TET2 a ASXL1. TET2 

dioxygenáza je důležitá v udržování rovnováhy mezi přežitím, růstem a diferenciací normálních HSC 

(Delhommeau et al., 2009). Mutace v TET2 je asociována s delším OS (Kosmider et al., 2009). 

Mutace v genu pro regulátor transkripce homeotických genů, ASXL1, má nepříznivý vliv na prognózu 

pacientů. Je spojována se sníženým OS (Thol et al., 2011). Obě tyto mutace se vyskytují přibližně u 

20 % pacientů s MDS (Delhommeau et al., 2009; Thol et al., 2011) 

V naší práci se zaměříme na mutace v genech pro isocitrát dehydrogenázu 1 (IDH1) a 2 (IDH2) 

(IDH1/2). 
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4 Isocitrát dehydrogenáza 1 a 2 

4.1 Normální funkce Isocitrát dehydrogenáz 

Enzym isocitrát dehydrogenáza se v buňce vyskytuje ve třech izoformách s různou lokalizací, 

IDH1 v cytosolu a peroxisomech, IDH2 a isocitrát dehydrogenáza 3 (IDH3) v mitochondriích. Dosud 

bylo identifikováno pět genů kódujících lidské IDH, z toho tři kódují podjednotky heterotetramerní 

IDH3 a zbylé dva kódují IDH1 a IDH2. Gen IDH3A lokalizován na chromozomu 9 kóduje dvě -

podjednotky, IDH3B na chromozomu 13 -podjednotku a IDH3G na chromozomu X -podjednotku 

IDH3. Gen IDH2 leží na chromozomu 15 a IDH1 na chromozomu 2 (Al-Khallaf, 2017). 

IDH1/2, které fungují ve formě homodimerů, katalyzují oxidativní dekarboxylaci isocitrátu na 

-ketoglutarát (α-KG) za současné redukce nikotinamidadenindinukleotidfosfátu (NADP+) na 

redukovaný NADP+ (NADPH) a jejich reverzní reakci, reduktivní karboxylaci. IDH3 se účastní 

citrátového cyklu, katalyzuje ireverzibilní reakci isocitrátu na -KG za současné redukce 

nikotinamidadenindinukleotidu (NAD+) na redukovaný NAD+ (NADH). Liší se od izoforem 1 a 2 

zejména tím, že obsahuje regulační podjednotky, je tedy možné jeho funkci regulovat (Al-Khallaf, 

2017).  

IDH1 a 2 jsou důležitou součástí procesů v normálních, ale i nádorových buňkách. 

Mitochondriální IDH3 je inhibována zvýšenou hladinou NADH a adenosin-5‘-trifosfátu (ATP) 

(Gabriel et al., 1985). Proto při zvýšeném poměru NADH/NAD+ v mitochondriích roste hladina 

isocitrátu. V těchto podmínkách se uplatňují zbylé dvě izoformy enzymu. Část isocitrátu je 

metabolizována v mitochondriích IDH2 za vzniku NADPH. Zbytek je konvertován na citrát 

reverzibilní akonitázou. Citrát je poté transportován do cytosolu, kde je buď přeměněn zpět na 

isocitrát a zpracován pomocí IDH1 opět na NADPH a -KG, nebo je metabolizován ATP citrát 

lyázou na acetylkoenzym A, který je využit v anabolických procesech buňky (Al-Khallaf, 2017) 

(Obrázek 1). 

IDH1/2 hrají důležitou roli i v nádorových buňkách, zvláště při zpomalení mitochondriální 

respirace, ať už z důvodu poškození respiračních komplexů anebo kvůli nedostatečnému okysličení 

buněk (Al-Khallaf, 2017). Při inhibici nebo poškození oxidativní respirace musí mít buňky záložní 

mechanismus pro tvorbu prekurzorů pro makromolekulární syntézu, jako je citrát. Za tímto účelem 

v těchto buňkách slouží reduktivní karboxylace závislá na glutaminu. Dochází k využití glutaminu 

pro syntézu -KG, který je reduktivní karboxylací pomocí IDH2 v mitochondriích a IDH1 v cytosolu 

přeměněn na isocitrát, prekurzor pro citrát (Wise et al., 2011). Citrát je po transportu do cytosolu 

využit pro anabolické procesy, které jsou v nádorových buňkách maximalizovány, pro syntézu 
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mastných kyselin, fosfoglyceridů a cholesterolu, důležitých prekurzorů buněčných membrán (Al-

Khallaf, 2017). 

 

 

Obrázek 1: Funkce a lokalizace jednotlivých izoforem IDH. Převzato z (Al-Khallaf, 2017) (pozměněno). 

 

4.2 Mutace v genech IDH1/2 

Mutace v genech kódujících enzymy IDH1/2 se nachází u různých typů nádorových 

onemocnění. Poprvé byly objeveny v gliomech v roce 2008 (Williams Parsons et al., 2008). U 

pacientů s AML byly odhaleny v roce 2009, kdy Mardis et al. pomocí paralelního DNA sekvenování 

AML genomu s normálním karyotypem identifikovali mutované (mut) IDH1 u 16 ze 188 vzorků, kde 

u všech byla nalezena záměna argininu v pozici 132 za cystein, histidin nebo serin. Později byly 

objeveny mutace i genu kódujícím mitochondriální IDH2. Ward et al. v roce 2010 prokázali výskyt 

IDH1/2 mutací u 23 % (18 ze 78) pacientů s AML. Na rozdíl od mutovaných IDH v gliomech se u 

AML signifikantně běžněji vyskytují mutace v izoformě IDH2 než IDH1 (Ward et al., 2010). 

Kosmider et al. v roce 2010 nalezli mutované IDH1/2 v 5 % MDS, 8,8 % MDS/MPN a v 9,7 % s-

AML. Tyto mutace byly vždy heterozygotní a vzájemně se vylučující. 
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4.3 Funkce mutovaných IDH1/2 

Mutace IDH1/2 je způsobená specifickou záměnou klíčových argininů za jiné aminokyselinové 

zbytky. Jedná se o R132 u IDH1 a R140 a R172 u IDH2 (Ward et al., 2010; Yan et al., 2009). U 

akutních myeloidních leukémií je u mutovaných IDH1 R132 nejčastěji substituován histidinem a 

cysteinem (Dang et al., 2009; Mardis et al., 2009), u mutovaných IDH2 je obvykle R140 nahrazen 

glutaminem a R172 lysinem (C. L. Green et al., 2011; Ward et al., 2013). Záměna argininu v aktivním 

místě enzymu způsobí snížení afinity IDH1 pro isocitrát (S. Zhao, Lin, Xu, Jiang, Zhai, et al., 2009), 

což vede ke ztrátě schopnosti katalyzovat oxidativní dekarboxylaci isocitrátu na -KG (Yan et al., 

2009). Zároveň bylo zjištěno, že mutované enzymy IDH1 a IDH2 katalyzují ireverzibilní reakci -

KG na nový produkt, (D)2-hydroxyglutarát ((D)-2HG), za současné spotřeby NADPH (Dang et al., 

2009; Ward et al., 2010) (Obrázek 2). 

IDH1 mutace je vždy heterozygotní a IDH funguje ve formě dimerů. Proto se teoreticky bude 

v buňkách vyskytovat 25 % wild-type/wild-type (wt/wt) homodimerů, 25 % mut/mut homodimerů a 

50 % mut/wt heterodimerů (S. Zhao & Guan, 2010). U heterodimeru mut/wtIDH1 v cytosolu je 

neomorfní enzymatická aktivita závislá na normální aktivitě wt podjednotky, jejíž reakce produkuje 

potřebné NADPH a -KG. (Dang et al., 2009; Ward et al., 2013). Naopak pro neomorfní aktivitu 

mitochondriálních mutIDH2 nejspíš není aktivita wt enzymu potřeba, protože v mitochondriích je 

hladina -KG udržována různými anaplerotickými reakcemi a obvykle se tam vyskytuje větší poměr 

NADPH/NADP+ (Ward et al., 2013), zejména díky proton-translokujícím transhydrogenázám 

(Rydström, 2006). 

 

 

Obrázek 2: Znázornění vnitrobuněčné lokalizace a chemických reakcí katalyzovaných wild-type a 

mutovanými IDH. Převzato z (Tommasini-Ghelfi et al., 2019). 
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4.4 Role (D)-2hydroxyglutarátu v leukemogenezi 

Nově vznikající produkt (D)-2HG je onkometabolit. Jeho hladina je za normálních okolností 

regulována enzymy 2-Hydroxyglutarát dehydrogenázami, které jej přeměňují zpět na -KG (Achouri 

et al., 2004). (D)-2HG je dikarboxylová kyselina složená z 5 uhlíků. Od -KG se liší hydroxylovou 

skupinou na 2., chirálním, uhlíku, která nahrazuje ketonovou skupinu u -KG. Chemické vzorce 

těchto dvou látek jsou znázorněny na Obrázek 3. 

 

 

Obrázek 3: Chemický vzorec -ketoglutarátu (-KG) a 2-hydroxyglutarátu (2-HG) 

 

 Na základě této strukturní podobnosti (D)-2HG v tumorogenezi kompetitivně inhibuje -KG 

dependentní dioxygenázy, včetně histon demethyláz, TET 5-methylcytosin hydroxyláz a proteinů 

obsahujících prolylhydroxylázovou doménu (PHD) (W. Xu et al., 2011; S. Zhao et al., 2009). Tato 

inhibice může vést ke změnám exprese genů důležitých ve fyziologických procesech buněk, čímž 

může (D)-2HG přispívat k jejich maligní transformaci. 

(D)-2HG potlačuje aktivitu -KG dependentních TET 5-methylcytosin hydroxyláz (W. Xu et 

al., 2011). TET katalyzují přeměnu 5-methylcytosinu na 5-hydroxymethylcytosin a jsou důležité v 

demethylaci DNA v oblastech CpG ostrůvků (Tahiliani et al., 2009). Inhibice těchto enzymů vede k 

hypermethylaci DNA (Figueroa et al., 2010) a je asociována s krevními nádorovými onemocněními 

(Tahiliani et al., 2009). 

Histon demethylázy obsahující Jumonji C (JmjC) doménu jsou dalším z inhibičních cílů (D)-

2HG. Jsou to enzymy modifikující chromatin, které odstraňují methylovou skupinu z histonů, a tím 

kontrolují genovou expresi (Chowdhury et al., 2011). Jejich inhibice vede ke zvýšené methylaci 

histonů (W. Xu et al., 2011). Demethylace histonů je důležitá pro diferenciaci progenitorových buněk, 

jejich inhibice tedy způsobuje narušení myeloidní diferenciace (Lu et al., 2012).  

Proteiny obsahující PHD, které podporují degradaci hypoxia inducible factor 1 (HIF-1) 

prostřednictvím hydroxylace, jsou také závislé na -KG. HIF-1 je součástí HIF-1, což je 

transkripční faktor, regulující důležité metabolické procesy při hypoxii, které jsou klíčové pro 
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nádorový růst. Hladina tohoto faktoru je u mutovaných IDH1 zvýšená, což indikuje možnou inhibici 

proteinu obsahujícího PHD onkometabolitem (D)-2HG. Tato inhibice vede tedy ke stabilizaci HIF-

1, čímž může přispívat k tumorogenezi prostřednictvím aktivace HIF-1 dráhy, která aktivuje 

expresi genů důležitých pro nádorový růst (S. Zhao et al., 2009).  

 

4.5 Vliv IDH1/2 mutací na prognózu pacientů 

Mutace v genech pro IDH1 nebo 2 u AML jsou obvykle asociovány s vyšším věkem pacientů, 

s nižší hladinou leukocytů a s vyšší průměrnou hladinou krevních destiček než wtIDH. Nejčastěji se 

vyskytují u pacientů s cytogeneticky normální AML (CN-AML) (S. Abbas et al., 2010; Paschka et 

al., 2010). Ve studii Paschka et al. z roku 2010 se nejvíce vyskytovaly u CN-AML spolu s mutacemi 

v NPM-1 a byly asociovány s horší prognózou u AML s mutovanými NPM-1 bez FLT3-ITD. Různé 

studie však popisují odlišné výsledky výzkumu vlivu IDH mutací na prognózu u AML. Patel et al. v 

roce 2012 popsali souvislost mutace v IDH2 se zvýšeným OS. Dále zjistili, že pacienti AML se 

středním rizikem (IR-AML), kteří zároveň nesli mutace i v NPM1 i v IDH1 nebo 2, vykazovali vyšší 

OS (89 %) ve srovnání s pacienty s mutNPM1 a wtIDH (31 %). V jiné studii byli schopni najít 

signifikantní vliv na prognózu až při analýze mutIDH1 a 2 separátně (Q. Xu et al., 2017). U pacientů 

s mutIDH1 popsali nižší OS a přežití bez příhody (EFS) než u wtIDH1. Naopak u pacientů s mutIDH2 

objevili prodloužení OS, které bylo signifikantní zejména u pacientů IR-AML. Ve studii z roku 2020 

Sara Zarnegar-Lumley et al. uvedli, že samotná mutace nepředvídá výsledek onemocnění u pacientů 

s AML. EFS pacientů s mutIDH se signifikantně nelišilo od EFS u pacientů bez mutací v těchto 

enzymech (39 % pro mutIDH a 40 % pro wtIDH). Přišli však na to, že při současné mutaci NPM1 

došlo ke zvýšení EFS (76 % pro mutNPM1/mutIDH a 24 % pro mutIDH/wtNMP1), což tedy 

znamenalo lepší prognózu. Tento objev byl signifikantní u pacientů do 60 let. Pokud nesli navíc 

mutaci v DNMT3A, tzn. mutIDH/mutNPM1/mutDNMT3A, došlo u pacientů ve středním věku (30-

59 let) opět ke zhoršení prognózy oproti mutIDH/mutNPM1, EFS kleslo z 57 % na 25 % (Sara 

Zarnegar-Lumley et al., 2020). Z této studie tedy vyplývá, že vliv IDH mutací na prognózu u AML 

závisí na kontextu, na dalších mutacích vyskytujících se zároveň s mutacemi v IDH1 nebo 2. 

Na základě dosavadních výsledků není možné vyvodit jednoznačný závěr co se týče vlivu mutací 

v genech pro enzymy IDH1 a 2 na prognózu u pacientů s AML. Většinou se však studie shodují 

v tom, že IDH2 mutace je asociována s lepší prognózou onemocnění (A. Green & Beer, 2010; Patel 

et al., 2012; Q. Xu et al., 2017). 
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4.6 Vývoj léčiv cílených na mutované IDH1/2 

Objev častých výskytů IDH mutací v rakovinných onemocněních vedl k vývoji léků cílených na 

inhibici onkogenního mechanismu působení těchto mutovaných enzymů. Prvním schváleným lékem 

pro pacienty s AML s mutIDH2 je Enasidenib (také IDHIFA, AG-221). Je to selektivní alosterický 

inhibitor mutIDH2. Naváže se na místo na enzymu a stabilizuje jeho otevřenou konformaci, čímž 

znemožní syntézu (D)-2HG. Normalizuje hladinu (D)-2HG v buňkách, což vede k obnově myeloidní 

diferenciace (Yen et al., 2017). 

Ivosidenib (také TIBSOVO, AG-120) je alosterický inhibitor mutIDH1 (Popovici-Muller et al., 

2018). Soutěží o navázání na konkrétní místo v enzymu s hořečnatými ionty, které jsou důležitými 

kofaktory mutIDH1. Tímto navázáním brání průběhu neomorfní reakce (Deng et al., 2015). Stejně 

jako Enasidenib snižuje hladinu (D)-2HG, a tím obnovuje myeloidní diferenciaci (Popovici-Muller 

et al., 2018). 

Další inhibitory mutIDH u AML jsou ve vývoji. Zároveň také probíhají klinické studie 

Enasidenibu a Ivosidenibu v kombinaci s dalšími již osvědčenými léky, jako je např. hypomethylační 

činidlo Azacytidin (DiNardo et al., 2019; MacBeth et al., 2021). 

5 Redoxní metabolismus 

Oxidačně/redukční (redoxní) homeostáza je rovnováha mezi produkcí a eliminací ROS. Tyto 

látky hrají roli v důležitých fyziologických procesech, jako je imunitní obrana nebo redoxní 

signalizace. Mezi nejčastěji vyskytované ROS v buňkách patří superoxidový radikál, peroxid vodíku, 

hydroxylový radikál, singletový kyslík a další. Zvýšená koncentrace ROS, která je charakteristická 

pro rakovinné buňky, vede k narušení buněčné redoxní rovnováhy a k navození oxidačního stresu, 

při kterém mohou tyto vysoce reaktivní látky poškodit biologické makromolekuly, a postupně 

způsobit smrt buňky (Valko et al., 2007). Proto eukaryotické organismy vyvinuly několik 

mechanismů pro eliminaci ROS, které se společně nazývají buněčný antioxidační obranný systém.  

 

5.1 Reaktivní kyslíkaté a dusíkaté látky 

Jedním z hlavních zdrojů ROS v buňkách je mitochondriální respirační řetězec. Funguje na 

principu přenosu elektronů z redukovaného koenzymu NADH a flavinadenindinukleotidu (FADH2) 

přes 4 proteinové komplexy na terminální akceptor elektronů, kyslík, který je redukován na vodu. 

Zároveň vzniká protonový gradient přes vnitřní mitochondriální membránu, který je posléze využit 

na produkci ATP. Během transportu elektronů však může dojít k předčasnému uvolnění elektronu 
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z komplexu I nebo III a k redukci kyslíku na superoxidový radikál a dále na peroxid vodíku (R. Z. 

Zhao et al., 2019). Dalším hlavním producentem ROS jsou NADPH oxidázy (NOX), 

transmembránové proteiny, které transportují elektrony z cytoplazmatického NADPH přes FAD a 

dva hemové kofaktory přes membrány na kyslík za vzniku superoxidového radikálu (Magnani & 

Mattevi, 2019).  

Hlavním představitelem reaktivních dusíkatých látek (RNS) je oxid dusnatý. Jeho produkci 

v buňkách zprostředkovávají NO syntázy, které katalyzují přeměnu L-argininu, NADPH a 

molekulárního kyslíku na L-citrulin, NADP+ a oxid dusnatý. Oxid dusnatý je poměrně stabilní, přesto 

ale může reagovat s molekulárním kyslíkem za vzniku radikálu oxidu dusičitého. Tento radikál se 

může spojit s dalším stejným radikálem a vytvořit oxid dusitý. V přítomnosti superoxidového 

radikálu probíhá reakce s oxidem dusnatým na peroxynitrit (Paulsen & Carroll, 2013). 

ROS a RNS ve vysokých koncentracích způsobují závažná poškození v buňce. Tyto reaktivní 

látky mohou vázat proteiny, lipidy i nukleové kyseliny, čímž mění jejich strukturu a funkci. Dochází 

k peroxidaci lipidů za vzniku malondialdehydů nebo 4-hydroxy-2-nonenalů, což jsou mutagenní a 

toxické látky. Může dojít k strukturní modifikaci DNA, která vede k mutagenezím a posléze ke 

karcinogenezi. Hrozí přímé poškození DNA od bodových mutací v menším rozsahu až po alterace na 

úrovni chromosomálních přestaveb. ROS i RNS také oxidují proteiny, především jejich cysteinové 

nebo methioninové zbytky, což může způsobit nevratné změny a vést ke ztrátě funkce proteinu a jeho 

následné degradaci (Valko et al., 2007). Aby těmto závažným poškozením buňka zabránila, potřebuje 

speciální systémy, které ji před nimi ubrání – antioxidační systém. 

 

5.2 Antioxidační systém buněk 

Hladina ROS je za fyziologických podmínek udržována antioxidačními enzymatickými systémy 

buňky. Superoxidový radikál může být přeměněn spontánně nebo za katalýzy superoxid dismutázou 

(SOD) na peroxid vodíku a kyslík. Peroxid vodíku je mírný oxidant, jehož koncentrace je v buňce 

regulována enzymy Katalázou, Peroxiredoxinovým (PRx) a Glutathion peroxidázovým (GPx) 

enzymatickým systémem, které jej přemění na vodu. Peroxid vodíku, který není úspěšně eliminován, 

může reagovat se stopovými kovovými ionty za vzniku hydroxylového radikálu, což je velmi 

reaktivní oxidant, jehož hladina v buňce není žádným známým mechanismem regulována (Paulsen 

& Carroll, 2013) (Obrázek 4). 
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Obrázek 4: Hlavní představitelé ROS a reakce antioxidačního systému buňky. Převzato z (Sulivan & Chandel, 

2014). 

 

Jak již bylo zmíněno, superoxidový radikál může reagovat s oxidem dusnatým na peroxyntrit, 

který je velmi reaktivní a nebezpečný pro buněčné struktury (Niles et al., 2006; Rubbosi et al., 1994; 

Salgo et al., 1995). Proto je důležitá role superoxid dismutázy, která představuje klíčovou obranu 

buňky proti kyslíkatým volným radikálům. Doposud jsou známé tři izoformy, které se liší v lokalizaci 

a v kovovém kofaktoru, který vyžadují pro svou katalytickou činnost, cytosolická Cu/ZnSOD 

(SOD1) (Crapo et al., 1992), mitochondriální MnSOD (SOD2) (Karnati et al., 2013) a extracelulární 

Cu/ZnSOD (SOD3) (Marklund et al., 1982). Kataláza působí v cytosolu a peroxisomech, kde udržuje 

nízkou hladinu peroxidu vodíku.  

Dva důležité antioxidační enzymatické systémy jsou systém PRx a GPx. Rozkládají peroxid 

vodíku na vodu mechanismem zahrnujícím oxidaci cysteinu v aktivním místě enzymu. PRx je 

oxidován za současné redukce peroxidu vodíku. Oxidovaný PRx je poté redukovaný thioredoxinem, 

který pro svou redukci pomocí thioredoxin reduktázy využívá vlastní volné thioly. GPx využívá pro 

svou redukci polypeptid glutathion. Oba enzymy pro regeneraci vyžadují NADPH (Liou & Storz, 

2010). NADPH je hlavním redukčním činidlem v buňkách a je klíčový pro správnou funkci 

antioxidačního systému. NADPH neproniká přes mitochondriální membránu, a proto každý enzym, 

který jej syntetizuje, přispívá ke dvěma hlavním poolům NADPH v buňkách: cytosolovému a 

mitochondriálnímu (Ying, 2007). Nedostatek NADPH vede ke špatné regeneraci antioxidačních 

enzymů, a tedy ke zvýšené hladině ROS uvnitř buněk. To může způsobit nevratná poškození, ale 

zároveň narušit důležitý způsob redoxní signalizace. 
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5.3 Vliv IDH mutací na redoxní homeostázu 

Bylo prokázáno, že mutace IDH1/2 přímo ovlivňují oxidačně/redukční (redoxní) stav 

v nádorových buňkách (Shi et al., 2014; Tang et al., 2020). Zatímco wtIDH1/2 se významně podílejí 

na hladině NADPH v cytosolu a mitochondriích, jejich mutované varianty mají podstatně sníženou 

schopnost produkovat NADPH a místo toho spotřebovávají značné množství NADPH (Gelman et al., 

2018; Tang et al., 2020). Buňky s mutovanou IDH se snaží přepracovat svůj metabolismus tak, aby 

udržely buněčný NADPH/NADP+ v rovnováze a udržely tak redoxní homeostázu. Přesun 

energetického metabolismu na pentosofosfátovou dráhu, závislost na glutamátu nebo zvýšená aktivita 

nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2), regulátoru buněčné odpovědi na oxidační stres, jsou 

často pozorované kompenzační mechanismy u buněk s mutIDH1/2 (Gelman et al., 2018; Tang et al., 

2020; Tiburcio et al., 2020). Zdá se však, že tyto mechanismy nestačí k plné kompenzaci spotřeby 

NADPH, a kladou tak na tyto buňky vysoké metabolické nároky, což je činí zranitelnějšími vůči 

oxidačnímu stresu (Gelman et al., 2018). Změny v redoxní homeostáze vyvolané mutovanými IDH1 

nebo IDH2 navíc přetrvávají, i když mutace již není přítomna, a proto se obecně uznává, že 

přepracování redoxní sítě iniciuje adaptační mechanismy předcházející vzniku rezistence k 

inhibitorům IDH (Mugoni et al., 2019). 

 

5.4 Vliv redoxního prostředí na proteom 

ROS nejsou pouze škodlivými vedlejšími produkty metabolismu, ale v nízkých netoxických 

koncentracích hrají důležitou roli ve fyziologických procesech. Příkladem je buněčná signalizace, ve 

které působí jako sekundární posli (Paulsen & Carroll, 2013). 

Schreck et al. v roce 1991 zjistili, že peroxid vodíku, který je volně permeabilní přes membránu, 

specificky aktivuje transkripční nuclear factor kappa B (NF-κB). Později byly objeveny další důležité 

transkripční faktory, regulovatelné ROS (Myrset et al., 1993; Wasylyk & Wasylyk, 1993). Redoxní 

regulaci řady z nich (AP-1, NRF2, CREB, HSF1, HIF-1, TP53, NF-κB, NOTCH, SP1 and SCREB-

1) ve zkratce popsali v roce 2014 Marinho et al. Přestože je nejčastěji s buněčnou signalizací 

asociován peroxid vodíku, důležitou roli hrají i jiné ROS a RNS. Několik studií popisuje například 

klíčovou roli superoxidového radikálu (Huang et al., 2002; Winterbourn & Metodiewa, 1999). 

Redoxní signalizace funguje na principu místně specifické posttranslační modifikace 

signalizačních proteinů. ROS oxidují aminokyselinové zbytky, nejčastěji thiolové skupiny cysteinů. 

Oxidační modifikace thiolů je regulována sensitivitou proteinů obsahujících cysteinové zbytky k 

ROS. Ta se liší v závislosti na jejich ionizační konstantě (pKa), jelikož reakce probíhá mechanismem 

nukleofilního ataku thiolu na peroxid vodíku, thioly s nižší pKa jsou reaktivnější (Little & O’brien, 
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1969; Winterbourn & Metodiewa, 1999). Dále pak přístupností volných thiolových skupin a 

koncentrací ROS v jejich blízkosti. Reakcí ROS s volnými thioly vzniká celá škála posttranslačních 

modifikací, viz Obrázek 5. Reakcí volných thiolů s peroxidem vodíku dochází k reverzibilní oxidaci 

thiolu na kyselinu sulfenovou. Při větším přebytku peroxidu vodíku však může dojít k ireverzibilní 

přeměně thiolu na kyselinu sulfinovou a poté na kyselinu sulfonovou (Davis & Billmers, 1981; Little 

& O’brien, 1969). Výjimkou jsou určité PRx, u kterých je přeměna na kyselinu sulfinovou 

reverzibilní (Hyun et al., 2005). Kyselina sulfenová je nestabilní, a tedy velmi reaktivní. Existuje jen 

několik případů, kdy byla nalezena v buňce za fyziologických podmínek (Nakamura, 1983; Pal et al., 

1969).  Kyselina sulfenová může reagovat s okolními thioly na stejném proteinu za tvorby 

intramolekulárních disulfidických můstků, nebo na odlišném proteinu, což má za následek tvorbu 

intermolekulárních disulfidických můstků (Rehder & Borges, 2010). Může formovat cyklické 

sulfenamidy s dusíky okolních aminokyselin (Yang et al., 2007). Kyselina sulfenová může také 

podléhat S-glutathionylaci, což je tvorba disulfidického můstku mezi sulfidem cysteinu na tripeptidu 

glutathionu a sulfidem kyseliny sulfenové (Barrett et al., 1999). Glutathionylace ale může probíhat i 

bez intermediátu kyseliny sulfenové přímo z thiolů, přes thiosulfinátové intermediáty nebo přes thiyl 

radikály. Různé potenciální mechanismy S-glutathionylace proteinů byly popsány autory Mieyal et 

al. v roce 2008. RNS také zprostředkovávají modifikace thiolů cysteinů, a to mechanismem S-

nitrosylace (Stamler et al., 1992). Tyto thiolové modifikace je možné zvrátit zpětnou reakcí pomocí 

antioxidačních systémů, zejména thioredoxinu a glutaredoxinu. Například reverzní reakce 

glutathionylace, deglutathionylace, je ve většině případech katalyzována glutaredoxinem (Mieyal & 

Gravina, 1993; Peltoniemi et al., 2006). Byly však popsány případy, kdy probíhá i za pomoci 

thioredoxinu, proteinu disulfid isomerázy (Jung & Thomas, 1996) či sulfiredoxinu (Park et al., 2009).  
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Obrázek 5: Přehled posttranslačních modifikací cysteinových thiolů proteinů prostřednictvím ROS. Hlavními 

produkty těchto reakcí jsou kyselina sulfenová, částečně ireverzibilní kyselina sulfinová a kompletně nevratná 

kyselina sulfonová. Dochází k S-glutathionylaci, k tvorbě intramolekulárních či intermolekulárních 

disulfidických můstků nebo cyklických sulfenamidů a dále sulfinamidů. Převzato z (Groitl & Jakob, 2014). 

 

Oxidace cysteinových thiolů vede k tvorbě mnoha různých produktů a umožňuje buňkám 

rozpoznat změny v redoxní rovnováze a proteinům přizpůsobit se aktuálnímu redoxnímu prostředí v 

buňce (Groitl & Jakob, 2014). Prostřednictvím těchto modifikací může být ovlivněna struktura a 

funkce proteinů. Tato redoxní regulace enzymů je důležitá v mnoha klíčových metabolických 

drahách. Příkladem je regulace komplexu II respiračního řetězce. Pro jeho správnou funkci je nutná 

S-glutathionylace cysteinu na 70 kDa podjednotce, která váže její substrát FAD (Y. R. Chen et al., 

2007). Dalším příkladem je hexokináza, která katalyzuje fosforylaci glukózy na glukóza-6-fosfát a 

jako důležitého enzymu glykolýzy je její funkce přísně regulovaná. Oxidace thiolů hexokinázy 2 

inhibuje její aktivitu (Xiao et al., 2020). Dále ROS prostřednictvím redoxní signalizace inhibují 

progresi buněčného cyklu (Deshpande et al., 2002; Li et al., 2009), vyvolávají apoptózu buňky 

(Deshpande et al., 2002; Jiang et al., 2003) nebo ovlivňují míru degradace proteinů (Davies & 

Goldberg, 1987; Fligiel et al., 1984). 
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6 Role redoxní homeostázy v hematopoeze 

Podstatou krvetvorby je unikátní schopnost sebeobnovy a diferenciace HSC lokalizovaných na 

vrcholu hematopoetické hierarchie do různých typů krevních buněk. HSC sídlí v kostní dřeni, kde se 

asymetricky dělí, za vzniku další multipotentní HSC a buňky diferencované, která již schopnost 

sebeobnovy nemá. Tyto progenitorové buňky jsou posléze základem buněčných linií (Orkin & Zon, 

2008). Přibývá stále více důkazů o tom, že udržování redoxní homeostázy v HSC hraje důležitou roli 

v jejich správné funkci, a tím i v krvetvorbě. Regulace redoxní homeostázy v HSC závisí jednak na 

mikroprostředí, ve kterém se nacházejí, tzv. niche (Orkin & Zon, 2008), ale také na produkci a 

eliminaci ROS intracelulárně. 

 

6.1 Role mikroprostředí kostní dřeně na hladinu ROS v HSC 

HSC v klidovém stádiu přebývají v kostní dřeni v hypoxických podmínkách. Hypoxické 

prostředí je důležité pro udržení HSC v G0 fázi buněčného cyklu (Hermitte et al., 2006), a také 

přispívá k udržení nízké hladiny ROS. Udržování nízké hladiny ROS je klíčové pro sebeobnovu HSC. 

Vypovídá o tom např. práce Jang & Sharkis z roku 2007, kde autoři definovali dvě populace HSC 

podle intracelulární hladiny ROS: ROSlow a ROShigh a zjistili, že ROSlow populace vykazuje větší 

schopnost sebeobnovy. Naopak u ROShigh docházelo k diferenciaci a postupnému vyčerpání 

kmenových buněk (Jang & Sharkis, 2007). Jang & Sharkis také uvedli, že ROSlow HSC se vyskytují 

v v osteoblastické (endosteální) niche s nízkou hladinou kyslíku a navrhli, že aktivace HSC, která 

vede k jejich diferenciaci, je iniciována jejich translokací do mikroprostředí s vyšší hladinou kyslíku, 

do vaskulární niky. To naznačuje, že hladina ROS přímo úměrně souvisí s mírou diferenciace HSC a 

přechodem klidových HSC do aktivního stavu, ve kterém jsou schopny dělit se a diferencovat v 

případě, kdy je potřeba doplnit krevní pool (Cao et al., 2016; Kubota et al., 2008; Takubo et al., 2010). 

Z toho plyne, že hladina kyslíku v mikroprostředí, ve kterém se buňky nacházejí, je důležitým 

faktorem regulujícím jejich aktivitu. 

 

6.2 Intracelulární zdroje ROS v HSC 

Mezi hlavní intracelulární zdroje ROS u HSC patří, jak již bylo zmíněno výše, mitochondriální 

dýchací řetězec. HSC mají relativně nízkou mitochondriální aktivitu 

a nízký mitochondriální membránový potenciál a při tvorbě energie spoléhají hlavně na anaerobní 

glykolýzu (Simsek et al., 2010). Tak udržují nízké hladiny ROS, které jsou zásadní pro jejich 

schopnost sebeobnovy a pluripotence (Maryanovich et al., 2015; Takubo et al., 2013). Nicméně 



 18 

 

upregulace mitochondriální aktivity v součinnosti se zvýšenou hladinou ROS je klíčová pro 

diferenciaci HSC a poškození oxidativní fosforylace nebo podání antioxidantů vede k narušení tohoto 

procesu (C. Chen et al., 2008; Maryanovich et al., 2015; Yu et al., 2013).  

Dalším klíčovým zdrojem ROS u HSC jsou enzymy NOX, konkrétně izoformy NOX1, NOX2 

a NOX4. Jejich aktivita se zdá být v malé míře konstitutivní i v klidových HSC, které jsou vybaveny 

systémy kontrolujícími tuto nízkou produkci ROS, jako je např. SOD3 (Piccoli et al., 2005, 2007). 

Aktivitu těchto enzymů však lze i stimulovat. Míra exprese podjednotek NOX2 se v průběhu 

diferenciace buněk zvyšuje (Dakik et al., 2021). Zdá se, že aktivita NOX1 a NOX2 je stimulována 

prostřednictvím signálních drah aktivovaných pomocí ROS (Piccoli et al., 2007), což naznačuje 

přítomnost mechanismu pozitivní zpětné vazby.  

 

6.3 Kontrola hladiny ROS v HSC 

Pro funkční hematopoézu je tedy důležité udržovat nízkou hladinu ROS, a tím udržovat HSC 

v klidovém stádiu, dokud není potřeba doplnit krevní pool. Pro udržení nízké hladiny ROS jsou 

důležité antioxidační systémy. Saretzki et al. zjistili, že během diferenciace dochází k utlumení 

antioxidační a antistresové obrany, což potvrzuje fakt, že se HSC během tohoto procesu vyskytují v 

prostředí s vyšší koncentrací ROS (Saretzki et al., 2004). Produkci a eliminaci ROS v HSC kontrolují 

speciální transkripční faktory a signální dráhy citlivé na redoxní změny (tzv. redoxní sensory) jako 

jsou například subrodina transkripčních faktorů Forkhead O (FoxO), Ataxia telangiectasia mutated 

(ATM) nebo Kelch-like ECH asociated protein 1 (KEAP1) (Essers et al., 2004; Guo et al., 2010; Paul 

et al., 2014). 

Tothova et al. (2007) deletovali FoxO1, FoxO3 a FoxO4 v dospělém hematopoetickém 

systému a ukázali, že myši bez těchto transkripčních faktorů vykazovaly zvýšení hladiny ROS. Tato 

delece vedla k redukci počtu HSC, způsobené zvýšenou diferenciací a nedostatečnou sebeobnovou 

těchto buněk. Po podání antioxidantu N-acetylcysteinu (NAC) došlo k obnově fenotypu HSC, což 

indikuje, že způsobené poškození souvisí se zvýšenou hladinou ROS a FoxO transkripční faktory 

jsou tedy důležité v obraně proti nim. FoxO totiž aktivují klíčové antioxidační systémy v buňkách, 

MnSOD (Kops et al., 2002) a katalázu (Tan et al., 2008), a také hrají důležitou roli v opravě poškozené 

DNA (Tran et al., 1999). FoxO transkripční faktory jsou regulované prostřednictvím různých 

posttranslačních modifikací. Příkladem je signální dráha PI3K/Akt, která je aktivovaná např. 

růstovými faktory během HSC diferenciace (Miyamoto et al., 2007). Akt fosforyluje FoxO v jádře, 

což vede k jeho translokaci do cytoplazmy, a tedy zabránění jeho aktivitě v regulaci exprese genů 

(Brunet et al., 1999). U HSC v klidové fázi je PI3K/Akt dráha reprimována, FoxO transkripční faktory 
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se vyskytují v jádře, kde mohou regulovat transkripci a bránit buňku před akumulací ROS (Yamazaki 

et al., 2006). FoxO ovšem mohou být aktivovány signálními dráhami zprostředkovanými zvýšenou 

hladinou ROS. Příkladem je fosforylace prostřednictvím c-Jun N-terminal kinase (JNK). Ve studii 

Essers et al. z roku 2004 přišli na to, že po vyvolání mírného oxidačního stresu podáním peroxidu 

vodíku v buňkách došlo k aktivaci malé RAS like (Ral) GTPase, ta fosforyluje a aktivuje JNK, která 

fosforyluje specifická místa na FoxO4. Tím zprostředkovává translokaci FoxO4 do jádra a aktivuje 

jeho transkripční aktivitu. Při aktivaci této signální dráhy zvýšenou hladinou ROS tedy dochází 

k FoxO-zprostředkované aktivaci transkripce genů pro antioxidační obranu buňky (Essers et al., 

2004). Tyto transkripční faktory jsou tedy přímými redoxními sensory.  

ATM hraje roli v udržování stabilního genomu a je také důležitý pro regulaci hladiny ROS v 

HSC (Ito et al., 2004). Ito et al. v roce 2004 popsali zvýšení hladiny tumorových supresorů p16INK4a 

a p19ARF v buňkách s deficitním ATM, které vede k narušení funkce HSC. Po podání NAC se jejich 

hladina opět snížila, což implikuje, že zvýšení bylo v důsledku akumulace ROS a že ATM protein 

kináza je důležitá v regulaci jejich hladiny (Ito et al., 2004). ATM je přímo aktivována 

prostřednictvím redoxní signalizace, je tedy dalším z redoxních sensorů. V přítomnosti ROS dochází 

k tvorbě dimerů ATM spojených intermolekulárními disulfidickými můstky (Guo et al., 2010). 

Alexander et al. (2010) ve své studii prokázali funkci ATM v obraně proti ROS. Zjistili, že aktivace 

ATM v odpovědi na zvýšenou hladinu ROS vede k aktivaci tuberous sclerosis complex 2 (TSC2), 

což je tumorový supresor, který inhibuje aktivitu mammalian target of rapamycin complex 1 

(mTORC1) (Alexander et al., 2010). Mammalian target of rapamycin (mTOR) zaujímá důležitou 

funkci v hematopoéze a v udržování HSC v klidovém stavu. Jelikož aktivace mTOR je asociována se 

zvýšenou produkcí ROS v HSC (Jang & Sharkis, 2007), TSC prostřednictvím inhibice mTOR (Inoki 

et al., 2002) reguluje hladinu ROS v těchto buňkách (C. Chen et al., 2008). TSC2 je inaktivován 

PI3K/Akt dráhou, což pozastavuje inhibici mTOR (Inoki et al., 2002; Manning et al., 2002). PI3K/Akt 

dráha je negativně regulovaná tumor supresorovým genem Phosphatase and tensin homolog (PTEN) 

(Stambolic et al., 1998), který je inhibován prostřednictvím ROS (Lee et al., 2002). Zhang et al. 

(2006) pozorovali u myší s mutovaným PTEN snížení počtu HSC v klidové fázi a ukázali, že tato 

mutace vede k mobilizaci HSC z kostní dřeně do periferní krve a do sleziny, což má za následek jejich 

vyčerpání. V případě mutovaného PTEN dochází ke konstitutivní aktivitě dráhy PI3K/Akt, která 

způsobuje depleci HSC a vede k rozvoji nádorových onemocnění (Kharas et al., 2010). Toto narušení 

funkce HSC, pozorované i ve studii Yilmaz et al. (2006), bylo možné zvrátit podáním inhibitoru 

mTOR, rapamycinu, což značí, že bylo zprostředkováno kinázou mTOR (Yilmaz et al., 2006). 

Keap1/Nrf2 systém hraje klíčovou roli v hematopoeze. U myší s deficitním proteinem Keap1 

dochází k neustálé aktivaci Nrf2, což vede k indukci vstupu HSC do buněčného cyklu za účelem 
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diferenciace. Správná rovnováha aktivity Nrf2 a její regulace proteinem Keap1 je tedy důležitá v 

regulaci HSC (Murakami et al., 2017). Zvýšená hladina ROS inaktivuje Keap1, čímž aktivuje Nrf2 

(Murakami et al., 2017; Paul et al., 2014) a vede tedy k přechodu HSC z klidového stavu a k jejich 

diferenciaci. Nrf2 zároveň aktivuje expresi genů kódujících proteiny důležité v antioxidační obraně 

buňky (Itoh et al., 1997). 

 

6.3.1 ROS regulované dráhy s rolí v hematopoeze  

 

ROS také modulují molekuly, které mají důležité funkce v oblasti kmenových buněk, 

diferenciaci nebo reakci na stres, jako je HIF-1α, p38 MAPK a TP53.  

HIF-1 je klíčovým transkripčním faktorem, důležitým pro adaptaci HSC v hypoxickém 

prostředí. Tento protein je stabilizován u HSC v klidovém stádiu (Takubo et al., 2010). Důležitou 

funkcí HIF-1 je regulace glykolytické dráhy (Semenza et al., 1994), která je klíčovou součástí 

adaptace buněk v prostředí s nízkou koncentrací kyslíku a která může přispívat k nižší hladině ROS 

ve srovnání s buňkami využívajícími oxidativní metabolismus. U buněk s defektním HIF-1 byla 

prokázána zvýšená hladina ROS, která způsobuje přemnožení těchto buněk a ztrátu kmenovosti. Příliš 

velká stabilizace HIF-1 ale také vede k narušení správného fungování HSC, proto je důležitá přísná 

regulace udržování hladiny tohoto faktoru (Takubo et al., 2010). HIF-1 také aktivuje wingless and 

int-1 (Wnt)/-katenin signalizační dráhu, která je potřebná pro udržování HSC v klidovém stádiu 

(López-Ruano et al., 2015; Mazumdar et al., 2010). Wnt/-katenin signální kaskáda je inhibovaná 

redoxní signalizací prostřednictvím nukleoredoxinu (Funato et al., 2006).  

p38 MAPK je dalším důležitým proteinem regulovaným pomocí ROS, který ovlivňuje funkci 

HSC. Ito et al. v roce 2006 pozorovali zvýšenou hladinu ROS spolu se zvýšenou mírou fosforylace 

p38 MAPK v HSC s deletovaným ATM, což vedlo k narušení klidové fáze HSC. Tyto defektní účinky 

se podařilo zvrátit podáním inhibitoru p38 MAPK nebo antioxidantu (Ito et al., 2006). Ve studii z 

roku 2007 Miyamoto et al. zjistili, že HSC s deletovaným Foxo3a zároveň vykazují zvýšenou 

fosforylaci p38 MAPK, která je způsobená akumulací ROS. Aktivace této kaskády prostřednictvím 

zvýšené hladiny ROS tedy vede k narušení funkce sebeobnovy HSC. 

Pro udržování HSC v klidovém stádiu je důležitý TP53 (Liu et al., 2009). Zároveň ale zvýšená 

hladina tohoto proteinu, pozorovaná v nepřítomnosti jeho inhibitoru mouse double minute 2 (Mdm2) 

a v přítomnosti oxidativního stresu, vede k akumulaci dalších ROS, což vyvolává zastavení 

buněčného cyklu HSC a jejich následné vyčerpání (H. A. Abbas et al., 2010). Z těchto studií vyplývá, 

že pro správné fungování HSC je důležitá rovnováha v hladině genu p53 a jeho inhibitoru Mdm2.  
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7 Role redoxní homeostázy v leukemogenezi 

Leukemogeneze je komplexní proces, který zahrnuje několik kroků, jejichž výsledná souhra 

vede k neomezené proliferaci a poruše diferenciace krvetvorných buněk. Mnoho studií podporuje 

fakt, že ROS hrají důležitou roli v tomto procesu.  

 

7.1 Extracelulární zdroje ROS a jejich role v leukemogenezi 

Bylo ukázáno, že ROS mohou být iniciátory genetických změn vedoucích k leukemogenezi. 

Jedná se o případy sekundární produkce ROS v důsledku vnějších zdrojů jako např. expozice 

oxidačním látkám, jako je benzen nebo záření. Expozice benzenu vede ke zvýšení hladiny ROS, 

poškození DNA, aktivaci dráhy NF-B a poruše tvorby erytroidních a myeloidních kolonií (Badham 

& Winn, 2010a). Působením SOD nebo katalázy jsou tyto dopady inhibovány (Badham & Winn, 

2010b; Tung et al., 2012). ROS tedy hrají klíčovou roli v narušení signálních drah krvetvorných buněk 

při benzenem iniciované toxicitě (Badham & Winn, 2010a). Mezi další toxické látky, které poškozují 

HSC tím, že vyvolají oxidační stres, patří např. BDE 47. Expozice fetálních HSC BDE 47 způsobuje 

ztrátu životaschopnosti HSC, pokles mitochondriálního membránového potenciálu, zvýšení apoptózy 

a stimulovaný nárůst oxidačního stresu v důsledku zvýšené produkce ROS a peroxidace lipidů. 

Mitochondriální membránový potenciál a životaschopnost HSC lze obnovit předchozí inkubací HSC 

s NAC (Shao et al., 2008). Ionizující ozařování jako běžná metoda léčby leukémie vede ke zvýšené 

expresi několika receptorů a genů zapojených do regulace oxidačního stresu, včetně genů pro heme 

oxygenase 1 a NAD(P)H quinone oxidoreductase 1 (Monzen et al., 2011). 

 

7.2 Intracelulární zdroje ROS v leukemických buňkách 

Mezi intracelulární zdroje ROS v leukemických buňkách patří především mitochondriální 

dýchací řetězec. Leukemické buňky jsou závislé na mitochondriální produkci ATP, oxidativní 

fosforylaci (Lagadinou et al., 2013). Sriskanthadevan et al. měřili aktivitu citrát syntázy a počet kopií 

mitochondriální DNA (mtDNA). Přišli na to, že AML buňky vykazovaly větší mitochondriální hmotu 

oproti normálním HSC. Navíc v nich byla objevena zvýšená exprese faktorů pozitivně regulujících 

mitochondriální biogenezi. Tato zvětšená hmota mitochondrií ale nebyla doprovázena zvýšenou 

aktivitou respiračních komplexů I, III a IV nebo ATP syntázy, což znamená, že AML buňky obsahují 

menší rezervní kapacitu dýchacího řetězce než normální HSC. To vede k vyšší náchylnosti k 

oxidačnímu stresu (Sriskanthadevan et al., 2015). V leukemických buňkách byla také zpozorována 

vyšší frekvence výskytu mutací v mtDNA (He et al., 2003). Ta může být způsobená oxidačním 
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stresem, který vede k poškozením DNA, jež mohou pozměnit expresi genů a vést k defektní oxidativní 

fosforylaci. Tyto alterace v mitochondriálním genomu mohou podporovat leukemogenezi (Kang et 

al., 2016). 

Mezi další zdroje ROS v leukemických buňkách patří NOX, xantin oxidoreduktáza a další 

oxidázy zahrnuté v zánětlivých reakcích, jako jsou cyklooxygenázy a lipoxygenázy (Prieto-Bermejo 

et al., 2018). Zvýšená aktivita NOX2 enzymů byla nalezená u více než 60 % AML pacientů a vedla 

k akumulaci ROS u AML (Hole et al., 2013). NOX2 je všudypřítomně exprimován v blastických 

buňkách AML. V leukemických kmenových buňkách a v recidivující AML je jeho exprese snížena 

(Dakik et al., 2021). 

Podobně jako je tomu u HSC, k regulaci hladiny ROS v leukemických buňkách přispívá 

mikroprostředí AML buněk a hraje roli v udržování jejich správné funkce. Zvýšená produkce ROS 

NOX enzymy vyvolává přenos mitochondrií stromálních buněk kostní dřeně do AML buněk 

prostřednictvím tunelovací nanotrubice (angl. tunneling nanotubes). Tyto mitochondrie jsou poté 

využívány AML buňkami (Marlein et al., 2017). Kooperace mezi AML a stromálními buňkami kostní 

dřeně za účelem podpory přežití a růstu AML buněk však probíhá různými mechanismy. Dalším 

příkladem je přenos acetátu ze stromálních buněk do AML buněk, který je v těchto buňkách využit v 

trikarboxylovém cyklu pro výrobu energie. Tento acetát je ve stromálních buňkách syntetizován z 

pyruvátu, což je stimulováno ROS, které byly přeneseny z AML buněk skrz gap junctions (Vilaplana-

Lopera et al., 2021). 

 

7.3 Mutace v genech vedoucí k akumulaci ROS v myeloidních leukemických 

buňkách 

K narušení hladiny ROS dochází také v důsledku mutací v genech hrajících roli 

v leukemogenezi. Ty mohou způsobit navýšení produkce ROS prostřednictvím regulace různých 

signálních drah, které se účastní mechanismů kontroly hladiny ROS. FLT3-ITD mutace, běžně se 

vyskytující v AML, se projevují konstitutivní aktivací receptoru FLT3. Ten prostřednictvím 

fosforylace proteinů Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 (RAC1) a STAT5 zvyšuje aktivitu 

NOX a následně produkci ROS (Sallmyr et al., 2008; Stanicka et al., 2015). Výsledná akumulace 

ROS vede ke dvouřetězcovým zlomům v DNA a jejich nepřesné a neefektivní opravě mechanismem 

„non-homologous end joining“. Tato poškození DNA mohou vést k zisku dalších mutací, hrajících 

roli v leukemogenezi a v rezistenci leukemických buněk na léky (Sallmyr et al., 2008). Dalším fúzním 

onkogenem, jehož exprese vyvolává produkci ROS v leukemických buňkách, je BCR-ABL. BCR-ABL 

onkogen produkuje onkogenní tyrosin kinázu (Sattler et al., 2000) a nachází se u většiny pacientů 
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s chronickou myeloidní leukémií (Rohrbacher et al., 2008). Produkce ROS v důsledku BCR-ABL 

exprese přispívá k maligní transformaci, buněčnému růstu, rezistenci k apoptóze a zvýšenému DNA 

poškození (Kim et al., 2005; Sattler et al., 2000). Podobně také MLL-AF9 fúzní onkogen reguluje 

hladinu ROS v leukemických buňkách. U leukemií s MLL-AF9 dochází k expresi MEIS1, který 

omezuje produkci ROS a zajišťuje tak jejich přežívání. Knockout Meis1 v MLL-AF9 myším modelu 

vyvolal zřetelné zvýšení produkce ROS a apoptózu (Roychoudhury et al., 2015). Podobnou funkci 

má myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia 4 (MLL4), jehož delece v MLL-AF9 způsobuje 

zvýšení kromě hladiny ROS také myeloidní diferenciace leukemických blastů (Santos et al., 2014). 

Z těchto dat plyne, že Meis1 i MLL4 geny jsou nezbytné pro iniciaci MLL-fusion leukemií. Mutace 

v GTPase Ras také vede k její konstitutivní aktivaci. Hole et al., ukázali, že přítomnost mutací N-Ras 

nebo H-Ras v CD34+ hematopoetických progenitorových buňkách vyvolala produkci ROS 

zprostředkovanou NOX. Navíc se ukázalo, že takto vzniklé ROS podporují proliferaci těchto buněk, 

a to nezávisle na růstových faktorech (Hole et al., 2010). Aydin et al. popsali zvýšenou produkci ROS 

enzymem NOX2 vyvolanou mutovanou K-Ras (Aydin et al., 2018). Mutace v genu kódujícím Janus 

kinase 2 (JAK2), konkrétně JAK2V617F, se běžně vyskytuje v MPN. Podněcuje produkci ROS, a to 

aktivací NOX (Hurtado-Nedelec et al., 2013) nebo snížením exprese katalázy prostřednictvím 

fosforylace Akt. Tato akumulace ROS vede k oxidativním poškozením DNA (Marty et al., 2013).  

S výskytem mutací v leukemogenezi úzce souvisí přítomnost onkometabolitů, které také 

mohou podporovat produkci ROS. Jedním z nich je onkometabolit (D)-2HG, produkovaný 

mutovanými IDH1 a 2, který reverzibilně vyvolává leukemickou transformaci buněk. Zvýšená 

hladina (D)-2HG spolu s (D)-2HG-zprostředkovanou inhibicí TET2 blokuje diferenciaci TF-1 buněk 

(Losman et al., 2013). Ukázalo se, že (D)-2HG zvyšuje hladinu ROS v buňkách. ROS potom 

prostřednictvím ERK-dependentní dráhy zvyšují míru fosforylace NF-B, čímž vyvolají navázání 

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase NIMA-interacting 1 (PIN1). To vede k aktivaci genové exprese 

zprostředkované NF-B. Geny kontrolované NF-B dráhou zahrnují cytokiny, které posléze stimulují 

proliferaci buněk (J. Y. Chen et al., 2016). Dále bylo zjištěno, že (D)-2HG narušuje stabilizaci 

proteinu HIF-1, čímž ovlivňuje preferenci buněk pro metabolické dráhy, konkrétně přesměrovává 

metabolismus směrem k oxidativní fosforylaci (Böttcher et al., 2018). Tento onkometabolit navíc 

inhibuje lysine-specific demethylase 4A (KDM4A), která je součástí Jumonji domain 2 rodiny lysin 

demethyláz a prostřednictvím navázání DEP domain-obsahujícího mTOR-interagujícího proteinu 

inhibuje aktivitu mTORC1 a 2. Inhibice KDM4A tedy vede k aktivaci mTOR (Carbonneau et al., 

2016). (D)-2HG působí jako onkometabolit, a to prostřednictvím ovlivnění několika různých procesů 

v buňkách. Mezi ně patří zvýšení proliferace a blokování diferenciace, podpora akumulace ROS, 

aktivace mTOR signalizace a také přesměrování preference buňky k oxidativní fosforylaci.  
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7.4 Antioxidační systémy v leukemogenezi 

Různé studie naznačují změnu v hladině antioxidačních systémů u leukemických buněk. 

Snížená aktivita těchto enzymů by mohla vést ke zvýšení oxidačního stresu a přispívat tímto 

způsobem k leukemogenezi. Rasool et al. popsali signifikantně sníženou hladinu SOD, katalázy, GPx 

a redukovaného glutathionu (Rasool et al., 2015). Studie Agrawal-Singh et al. naznačuje, že by 

snížení hladiny antioxidačních systémů mohlo být důsledkem epigenetického utišení genů. Přišli na 

to, že v AML buňkách docházelo ke snížení transkripce genu pro PRx2 (PRDX2), a to v důsledku 

snížené acetylace histonu 3 a hypermethylace promotoru tohoto genu. Ztráta transkripce PRDX2 byla 

asociovaná s horší prognózou pacientů s AML (Agrawal-Singh et al., 2012).  

Existují však případy, které ukazují naopak zvýšení aktivity antioxidačních systémů u buněk 

AML oproti normálním buňkám (Kato et al., 2003). V nedávné studii byla popsána zvýšená aktivita 

SOD v buňkách obsahujících IDH mutaci, ale snížená aktivita SOD v buňkách s mutací v DNMT3A. 

Hladina antioxidačních systémů by tedy mohla být ovlivněna i výskytem genetických mutací, které 

by mohly tímto způsobem mít vliv na proliferaci leukemických buněk (Mondet et al., 2019).  

 

7.5 Adaptace buněk v leukemogenezi 

Zvýšená produkce ROS vyvolává proliferaci AML buněk a vede k potlačení aktivity p38MAPK 

(Hole et al., 2013), která je v normálních buňkách naopak aktivovaná akumulací ROS a způsobuje 

ztrátu schopnosti sebeobnovy buněk (Ito et al., 2006). Aktivace p38MAPK funguje jako obrana proti 

proliferaci AML buněk vyvolané oxidačním stresem. Inhibice této odpovědi je tedy pravděpodobně 

jedna z adaptací leukemických buněk ke zvýšené hladině ROS a může docházet k selekci buněk 

vykazujících tuto inhibici (Hole et al., 2013). Zvýšená produkce ROS vede ke zvýšené míře aktivity 

glykolýzy, a to prostřednictvím vyvolání exprese uncoupling protein 2 a fosforylace adenosine 

monophosphate-activated protein kinase (AMPK), což vede ke zvýšení exprese klíčového enzymu 

pozitivně regulujícícho glykolýzu, 6-fosfofrukto-2-kinázy/fruktóza-2,6-bisfosfatázy. Růst a přežití 

AML buněk se navíc ukázalo být závislé na aktivaci tohoto enzymu (Robinson et al., 2020). 

V AML je běžná konstitutivní aktivace PI3K/Akt signalizace. Kharas et al. analyzovali buňky z 

transplantovaného myšího modelu kostní dřeně, do kterých vnesli myristoylovaný AKT1 (myr-

AKT). Zjistili, že fosforylace proteinu AKT hraje roli v transformaci buněk. Po podání myr-AKT 

byla v příjemcích pozorována progrese do MPN nebo T-lymfomu a s nižším výskytem i transformace 

do AML (Kharas et al., 2010). AKT inhibuje FoxO transkripční faktory, které aktivují expresi 

několika antioxidačních genů, čímž konstitutivní aktivace proteinu AKT přispívá k oxidačnímu stresu 

v buňkách. 
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Pro AML buňky je typická zvýšená hladina ROS, která je důsledkem mutovaných genů, 

potlačení antioxidačních systémů nebo v důsledku jiných aktivit důležitých v transformaci buněk. 

Akumulované ROS mohou způsobovat poškození DNA, které vedou k dalším mutacím, nebo mohou 

ovlivňovat různé redoxní signalizační dráhy, a tím zvyšovat přežití a míru růstu buněk.  
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8 Závěr 

Leukemogeneze je komplexní proces, který je výsledkem postupně nahromaděných mutací 

v HSC během života. Tyto mutace ovlivňují celou škálu biologických procesů jako je genová exprese, 

epigenetické mechanismy, signální dráhy klíčové pro přežití a proliferaci, ale také energetický a 

redoxní metabolismus. Mezi časté mutace v metabolických drahách, jejichž frekvence výskytu 

vzrůstá během leukemogeneze, jsou mutace v enzymech IDH1/2. Funkce mutovaných enzymů leží 

na křižovatce epigenetické regulace, metabolismu a redoxní homeostázy. V této práci byla 

představena role redoxních signalizačních drah důležitých v leukemogenezi. Úvodem byla popsána 

vybraná nádorová krevní onemocnění a nejčastější mutace, které hrají roli ve vzniku těchto 

onemocnění.  Byly uvedeny mechanismy onkogenního působení mutovaných IDH 1/2 a jejich 

význam v ovlivnění epigenetických a metabolických procesů v leukemických buňkách, vliv na 

prognózu a vývoj léčiv cílených na IDH1/2. Byl zdůrazněn vliv mutovaných IDH1/2 na redoxní 

homeostázu. A to ať už deplecí NADPH, který je klíčovým redukčním činidlem nezbytným pro 

antioxidační obranu buňky, nebo inhibicí důležitých -KG-dependentních dioxygenáz. 

Práce poukázala na důležitou roli ROS v buněčné signalizaci a v regulaci mnoha procesů v 

normální i maligní krvetvorbě. Pro zachování správné funkce těchto procesů musí být hladina ROS 

přísně regulována, což je zajištěno antioxidačním obranným systémem buňky. V práci byly popsány 

hlavní enzymy účastnící se této obrany. Pro leukemické buňky je typická zvýšená hladina ROS, 

jejichž intracelulární i extracelulární zdroje jsou v práci uvedeny. Akumulace těchto reaktivních látek 

hraje roli v adaptaci buněk na změny spojené s nádorovou transformací, a to prostřednictvím redoxní 

signalizace, která působí na různé signalizační kaskády a reguluje metabolické změny v buňkách. 

Mezi ně patří zvýšená proliferace a potlačená diferenciace buněk, rezistence k apoptóze nebo změny 

v preferenci energetického metabolismu. Tyto nově získané vlastnosti poskytují leukemickým 

buňkám výhody, vedoucí k jejich přežívání a ztrátě odpovědi na léčbu. 

Na závěr bych tedy uvedla, že pro komplexní pochopení funkce mutovaných IDH1/2 je nezbytné 

porozumět jejich vlivu také na redoxní homeostázu pro vývoj a zlepšení účinnosti současných a 

případně i nových terapeutických přístupů k léčbě IDH-mutovaných leukemií. Tomuto aspektu IDH-

mutovaných leukemií se budu věnovat ve své diplomové práci. 
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