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ABSTRAKT 
 

Univerzita Karlova 

Farmaceutická fakulta v Hradci Králové 

Katedra farmakológie a toxikológie 

Študentka: Patrícia Rečná 

Školiteľ: doc. PharmDr. Martina Čečková, Ph.D. 

Konzultant: Mgr. Simona Dudičová 

Názov diplomovej práce: Hodnotenie vplyvu chemokínu CXCL14 na rast AML 

bunkových línií v ko-kultiváciách so stromálnou HS-5 bunkovou líniou. 

Akútna myeloidná leukémia (AML) predstavuje heterogénne nádorové 

ochorenie, pri ktorom sa v kostnej dreni a periférnej krvi hromadia nezrelé myeloidné 

bunky (blasty), čo vedie k útlmu normálnej hematopoézy. Napriek pokroku v AML 

liečbe, zahŕňajúcom chemoterapiu, cielenú terapiu a alogénnu transplantáciu 

hematopoetických kmeňových buniek (allo-HSCT), dlhodobé prežívanie pacientov 

zostáva nízke a relaps po allo-HSCT predstavuje častý klinický problém. 

Mikroprostredie kostnej drene zohráva významnú úlohu v prežívaní a proliferácii 

leukemických kmeňových buniek (LSC), ako aj v rozvoji rezistencie voči liečbe. 

Jedným z menej preskúmaných faktorov tohto prostredia je chemokín CXCL14, 

produkovaný najmä stromálnymi bunkami kostnej drene.  

Cieľom tejto práce bolo zistiť, či prítomnosť chemokínu CXCL14 v ko-

kultiváciách stromálnej bunkovej línie HS-5 s AML bunkovými líniami MOLM-13, 

MV4-11 a THP-1 dokáže inhibovať rast leukemických buniek.  

Získané výsledky tejto diplomovej práce naznačujú, že účinok chemokínu 

CXCL14 na rast AML buniek môže závisieť od biologických vlastností jednotlivých 

bunkových línií. V niektorých experimentoch sa pri prítomnosti CXCL14 pozoroval 

len mierny efekt k inhibícii alebo stimulácii rastu AML buniek, pričom sme v týchto 

experimentoch nepotvrdili signifikantne inhibičný efekt. Tieto zistenia by bolo vhodné 

overiť pomocou dlhodobých klonálnych esejí a v modeloch bližších fyziologickému 

mikroprostrediu AML, napríklad s primárnymi mezenchymálnymi kmeňovými 



 
 

bunkami a LSC od AML pacientov. Výsledky zároveň poskytujú priestor pre ďalší 

výskum a lepšie pochopenie úlohy CXCL14 v mikroprostredí AML. 

Kľúčové slová: AML, CXCL14, ko-kultivácia, bunková proliferácia  
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Consultant: Mgr. Simona Dudičová 

Student: Patrícia Rečná 

Title of thesis: Assessment of the impact of chemokine CXCL14 on the growth of 

AML cell lines in co-cultures with HS-5 stromal cell line. 

Acute myeloid leukemia (AML) represents a heterogeneous tumour disease 

characterized by the accumulation of immature myeloid cells (blasts) in the bone 

marrow and peripheral blood, leading to suppression of normal hematopoiesis. Despite 

advances in AML treatment, including chemotherapy, targeted therapy, and allogeneic 

hematopoietic stem cell transplantation (allo-HSCT), long-term survival of patients 

remains low, and relapse after allo-HSCT is a common clinical problem. The bone 

marrow microenvironment plays a significant role in the survival and proliferation of 

leukemic stem cells (LSCs), as well as in the development of treatment resistance. One 

of the less-studied factors in this environment is the chemokine CXCL14, primarily 

produced by bone marrow stromal cells.  

The aim of this work was to determine whether the presence of the chemokine 

CXCL14 in co-cultures of the stromal cell line HS-5 with AML cell lines MOLM-13, 

MV4-11, and THP-1 can inhibit the growth of leukemic cells.  

The results obtained in this thesis suggest that the effect of the chemokine 

CXCL14 on AML cell growth may depend on the biological properties of the 

individual cell lines. In some experiments, only a mild effect on inhibition or 

stimulation of AML cell growth was observed in the presence of CXCL14, and no 

significant inhibitory effect was confirmed in these experiments. These findings 

should be verified using long-term clonal assays and models closer to the physiological 

microenvironment of AML, for example with primary mesenchymal stem cells and 



 
 

LSCs from AML patients. The results also provide scope for further research and a 

better understanding of the role of CXCL14 in the AML microenvironment. 

Keywords: AML, CXCL14, co-cultivation, cellular proliferation 
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Zoznam skratiek  

 

ACKR2 Atypical Chemokine Receptor 2, Atypický chemokínový receptor 2  

Allo-HSCT Alogénna transplantácia kostnej drene  

AML  Acute myeloid leukemia, Akútna myeloidná leukémia  

Auto-HSCT Autológna transplantácia kostnej drene  

BCL-2  B-bunkový lymfóm 2  

CML  Chronic myeloid leukemia, Chronická myeloidná leukémia  

CR  Complete remision, úplná remisia  

CXCL12  Chemokínový ligand 12  

CXCL14 Chemokínový ligand 14  

CXCR4 Bunkový chemokínový receptor typ 4 spriahnutý s G proteínom  

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle's Medium, rastové médium cicavčích 

bunkových línií  

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid, Kyselina ethyléndiamíntetra octová  

ELN European leukemic net, Európska leukemická sieť  

EtOH  Ethanol, Etanol  

FBS  Fetal Bovine Serum, Fetálne hovädzie sérum  

FITC  Fluorescein isothiocyanate, Fluorescein izotiokyanát  

FLT3 FMS-like tyrosine kinase 3, Cytokínový receptor patriaci receptorovej 

tyrozínkinázy triedy 3  

FLT3-ITD FMS-like tyrosine kinase 3 - internal tandem duplication, Vnútorná 

tandémová duplikačná mutácia v géne tyrozínkinázy triedy 3 podobnej 

FMS  
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FLT3-TKD FMS-like tyrosine kinase 3 - tyrosine kinase domain, Bodová mutácia 

v géne tyrozínkinázy triedy 3 podobnej FMS  

FLT3-wt FMS-like tyrosine kinase 3 - wild type, Cytokínový receptor patriaci 

receptorovej tyrozínkinázy triedy 3 divoký typ  

FSC Forward scatter, rozptyl svetla vpred  

GVHD Graft-versus-host disease, Reakcia štepu proti hostiteľovi  

HMA Hypomethylating agents, Hypomethylačné činidlá  

HSC Hematopoetické kmeňové bunky  

IDH Izocitrát dehydrogenáza  

IL  Interleukín  

IMDM Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium  

KMT2A Lysine (K) MethylTransferase 2A, Lyzínmethyltransferáza 2A  

LSC Leukemické kmeňové bunky  

MDS Myelodysplastický syndróm  

miRNA MikroRNA  

MRD Merateľné reziduálne ochorenie  

MSC Mezenchymálne stromálne bunky  

NMP1 Nukleofosmín 1  

P/S  Penicillin streptomycin  

PBS  Phosphate Buffer Saline, Fosfátový puferový/tlmivý roztok  

PI  Propidium jodid  

R/R AML Relapsujúce/refraktérna akútna myeloidná leukémia  

RPMI-1640 Roswell Park Memorial Institude Medium  

sAML Sekundárna akútna myeloidná leukémia  
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SD Standard deviation, smerodajná odchýlka  

SSC Side scatter, bočný rozptyl  
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1. ÚVOD  

 

Akútna myeloidná leukémia (AML) je heterogénne hematologické nádorové 

ochorenie, ktoré vzniká z hematopoetických kmeňových buniek (HSC), 

multipotentných progenitorových buniek alebo skorých myeloidných progenitorov. 

Toto nádorové ochorenie je charakterizované akumuláciou nezrelých, blastických 

buniek myeloidného fenotypu (blastov) v krvi, kostnej dreni alebo iných tkanivách. 

Nekontrolovateľná proliferácia týchto buniek vedie k útlmu normálnej krvotvorby. 

Klinicky sa toto ochorenie prejavuje zníženým počtom krvných buniek, zvýšeným 

rizikom na infekcie, krvácaním a rýchlym zhoršením zdravotného stavu pacienta 

(Wachter & Pikman, 2024; Döhner et al., 2015; Döhner et al., 2022).  

Liečba AML je náročná, pretože ju ovplyvňujú genetické či epigenetické 

zmeny a tiež interakcia leukemických buniek s mikroprostredím kostnej drene, ktoré 

pomáha leukemickým bunkám k ich prežitiu, proliferácii a rezistencii voči terapii. 

Terapia AML štandardne pozostáva z intenzívnej chemoterapie - kombinácia 

cytarabínu (7 dní) a antracyklínu (3 dni), predovšetkým daunorubicínu 

alebo idarubicínu - hovorovo označovaná ako „7+3“, s cieľom dosiahnutia remisie. 

Následne dochádza ku konsolidačnej terapii, ktorá napomáha v prevencii relapsu čo 

môže zahŕňať ďalšiu terapiu alebo transplantáciu HSC. Z transplantácií je alogénna 

transplantácia (allo-HSCT) jedna z najlepších volieb pre pacientov s vysokým rizikom 

relapsu alebo pri relapsujúcom priebehu ochorenia, pričom cieľom je nahradiť 

leukémiou postihnutú kostnú dreň zdravými darcovskými HSC (Kantarjian et al., 

2025; Shimony et al., 2025).  

V posledných rokoch sa čoraz viac pozornosti venuje práve mikroprostrediu 

kostnej drene, ktoré ovplyvňuje prežívanie leukemických buniek a samotnú účinnosť 

terapie. Súčasťou tohto mikroprostredia sú aj cytokíny a chemokíny, ktoré regulujú 

komunikáciu medzi leukemickými a stromálnymi bunkami. Jedným z menej 

preskúmaných, no potenciálne významných chemokínov je CXCL14, ktorý má 

významnú úlohu v regulácii mikroprostredia kostnej drene. CXCL14 môže modulovať 

funkcie leukemických buniek, vrátane ich proliferácie a citlivosti na terapiu, a taktiež 

vplýva na interakcie buniek v kostnej dreni. Tento chemokín týmto predstavuje 
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potenciálny terapeutický cieľ, najmä v kontexte chronickej myeloidnej leukémie 

(CML), ako naznačujú výsledky najnovšej štúdie (Dolinska et al., 2023). Zatiaľ čo 

účinky CXCL14 boli doteraz detailnejšie skúmané predovšetkým pri CML, jeho úloha 

v mikroprostredí AML zostáva málo preskúmaná.  

Vzhľadom na jeho schopnosť modulovať interakcie medzi leukemickými a 

stromálnymi bunkami kostnej drene sme sa v tejto diplomovej práci rozhodli 

preskúmať účinok CXCL14 v prostredí AML. Pomocou ko-kultivačných exprimentov, 

ktoré pozostávali zo stromálnej bunkovej línie HS-5 a AML bunkových línií (MOLM-

13, MV4-11 a THP-1), sme sa snažili zistiť, či CXCL14 dokáže ovplyvniť rast 

leukemických buniek.  
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2. TEORETICKÁ ČASŤ  

 

2.1  Akútna myeloidná leukémia  

AML predstavuje agresívne a rýchlo rozvíjajúce sa nádorové ochorenie vznikajúce 

z HSC/progenitorových buniek. Je charakterizovaná nepretržitým hromadením a 

množením primitívnych HSC alebo progenitorových buniek, nazývaných aj ako blasty 

(nezrelé myeloidné bunky) v kostnej dreni. Ich nekontrolované množenia viedlo k ich 

nahromadeniu nie len v kostnej dreni, ale aj v periférnej krvi, pričom postupne môžu 

infiltrovať aj iné orgány. Tento proces narúša normálnu hematopoézu, čo následne 

vedie ku nedostatočnej tvorbe červených krviniek (erytrocytov), krvných doštičiek 

(trombocytov) čo sa klinicky prejaví ako zlyhanie kostnej drene. AML vykazuje 

vysokú biologickú variabilitu, a preto sa jej priebeh a prognóza líšia v závislosti od 

kombinácie viacerých faktorov, vrátane molekulárnych a genetických charakteristík, 

veku a celkového zdravotného stavu pacienta (Vakiti et al., 2024; Trino et al., 2022; 

Döhner et al., 2015; Short et al., 2018).  

Keďže AML je úzko spätá s poruchami myeloidnej línie krvotvorby, kľúčovú 

úlohu v jej patogenéze zohrávajú HSC, ktoré sú za fyziologických podmienok  

zodpovedné za reguláciu hematopoézy (Yamashita et al., 2020). Hematopoéza je 

proces pri ktorom dochádza ku tvorbe a neustálej obnove obrovského množstva 

krvných a kostných dreňových elementov, konkrétne erytrocytov, lymfocytov, 

trombocytov, granulocytov a monocytov (Chapman & Zhang, 2023).  

HSC predstavujú východiskový bod krvotvorby. Majú schopnosť buď sa samo-

obnovovať alebo sa diferencovať na multipotentné progenitorové bunky. Tie následne 

strácajú schopnosť seba-obnovy a nastáva séria delení, ktoré vedú k tvorbe zrelých 

krvných elementov. Multipotentné progenitorové bunky sa ďalej delia na spoločné 

myeloidné progenitory a spoločné lymfoidné progenitory, ktoré tvoria základ pre 

myeloidnú a lymfoidnú líniu hematopoézy.  

• Myeloidný progenitor vedie ku tvorbe erytrocytov, megakaryocytov, bazofilov, 

neutrofilov, eozinofilov a monocytov.  
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• Lymfoidný progenitor zase produkuje prirodzené zabíjačské bunky 

a lymfocyty, vedúce ku tvorbe B a T lymfocytov (Obr. 1) (Chapman & Zhang, 

2023; Cheng et al., 2020).  

Osud HSC a ich progenitorov, teda smer ich diferenciácie je do značnej miery 

určený špecifickými signálnymi faktormi, ako sú erytropoetín, interleukín (IL) – napr. 

IL-2, IL-3, IL-6, IL-7, rôzne faktory stimulujúce kolónie a mikroprostredie kostnej 

drene (tzv. nika), v ktorej sa HSC nachádzajú a vyvíjajú (Chapman & Zhang, 2023). 

Nika je zodpovedná za reguláciu mnohých procesov, pričom jedným z nich 

predstavuje udržiavať a regulovať HSC (Morrison & Scadden 2014). Súčasťou  niky 

sú aj aj mezenchymálne kmeňové bunky (MSC), ktoré produkujú chemokín CXCL12 

(Su et al.,, 2021). Ten sa viaže na CXCR4 receptor, čo podporuje prežívanie HSC 

a udržiava ich v kľudovom stave, čím zabraňuje ich vyčerpaniu – pomáha im zotrvávať 

v nike a zároveň umožňuje dlhodobú hematopoézu (Agarwal et al., 2019; Nagasawa 

T., 2015). Ďalšie aspekty mikroprostredia kostnej drene budú detailnejšie opísané 

v samostatnej kapitole.  

Udržiavanie krvnej homeostázy si vyžaduje schopnosť HSC dynamicky reagovať 

na stresové podmienky. Dysregulácia týchto adaptačných mechanizmov je jeden z 

kľúčových faktorov, ktorý môže prispieť k rozvoju myeloidnej leukémie. 

Leukemogenéza, proces pri ktorom vzniká leukémia, je zdĺhavý a viacstupňový 

priebeh vedúci k abnormálnej proliferácii krvných buniek pochádzajúcich z 

transformovaných primitívnych HSC alebo následných progenitorových buniek 

(Yamashita et al., 2020). V prípade AML ide predovšetkým o myeloidné 

progenitorové bunky, ktoré za fyziologických podmienok dozrievajú na rôzne typy 

myeloidných krviniek. Tie však môžu získať mutácie, ktoré môžu viesť až k narušeniu 

ich diferenciácie a k následnému nekontrolovateľnému rozmnožovaniu do nezrelých 

leukemických blastov (Fisher et al., 2019). Tieto blasty si zachovávajú niektoré 

biologické vlastnosti kmeňových buniek, aj schopnosť samo-obnovy. Okrem toho, 

LSC si prisvojujú veľa mechanizmov prežitia typických pre HSC, aby prežili aj cez 

intenzívne cytotoxické a imunologické prekážky. Predpokladá sa, že práve LSC sú 

cieľovou bunkovou populáciou zodpovedajúcou do značnej miery za relaps ochorenia 

po liečbe. Jej eliminácia znižuje pravdepodobnosť relapsu. ktorý je v najlepšom 
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prípade eliminovaný (Yamashita et al., 2020; Long et al., 2022; Reinhardt & 

Ochsenbein, 2025).  

AML je medzi všetkými onkologickými ochoreniami zriedkavá, percentuálne 

predstavuje 1 % všetkých nových prípadov rakoviny u dospelých. Existencia AML je 

prevalentná u pacientov vyššieho veku (Wachter & Pikman, 2024). Pri diagnóze 

medián veku predstavuje okolo 68 rokov a je odhadované 5-ročné celkové prežitie vo 

výške 32 % (u mladých pacientov je to až 50 % a u pacientov starších ako 60 rokov je 

to 10 %) (Shimony et al., 2025). Vo veku 60 rokov a starších je výskyt tohto ochorenia 

približne 3 - 4 prípady na 100-tisíc osôb za rok. Výskyt AML u mladých dospelých vo 

veku 15 až 30 rokov je nižší v porovnaní so staršími dospelými. Odhaduje sa na 

približne 0,7 až 2,0 prípadov na 100-tisíc osôb za rok. Pediatrická AML tvorí približne 

15 - 20 % všetkých prípadov detskej leukémie, pričom výskyt AML u detí je najvyšší 

v dojčenskom veku a v prvých rokoch života (Wachter & Pikman, 2024). Medián veku 

u detských pacientov s AML je približne 10,5 roka v rozsahu 0 - 10 rokov (Morais et 

al., 2021). U dojčiat je výskyt AML približne 1,5 prípadu na 100-tisíc osôb za rok 

(Wachter & Pikman, 2024). K rozvoju AML prispievajú rôzne rizikové faktory medzi 

ktoré zaradzujeme napr. myelodyspláziu/myelodysplastický syndróm (MDS), 

nebezpečnú chemickú expozíciu, predchádzajúcu chemo- poprípade radiačnú terapiu, 

genetickú predispozíciu atď. (Mayo clinic, 2024).  

MDS predstavujú klonálne poruchy krvotvorby charakterizované zhoršenou 

tvorbou krvných buniek. Diagnostikované je to najčastejšie u starších pacientov, s 

mediánom veku 76 rokov a vyšším výskytom u mužov. Incidencia v USA dosahovala 

v roku 2015 približne 4 prípady na 100 000 osôb. Prognóza ochorenia je nepriaznivá, 

s trojročnou mierou prežitia len 35 % a s významným rizikom transformácie do AML 

(Gou et al., 2025). Pacienti s MDS majú menej než 20 % blastov v kostnej dreni, zatiaľ 

čo AML je definovaná počtom blastov 20 % alebo viac. U niektorých pacientov môže 

časom dôjsť k transformácii MDS do AML (tzv. sekundárna AML (sAML)), čo 

predstavuje významnú komplikáciu v priebehu ochorenia. Ide o postupný proces, pri 

ktorom sa v bunkách kostnej drene postupne menia a rozrastajú čiastočne mutované 

klony buniek (subklóny), ktoré vznikajú z pôvodných HSC. Tieto zmeny sa postupne 

vyvíjajú a vedú k postupnému zhoršeniu ochorenia. Pacienti s MDS, u ktorých sa 

ochorenie vyvinie do sAML, obyčajne dosahujú nižšiu frekvenciu úplnej remisie 
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(CR), kvôli zložitejšiemu biologickému a klinickému profilu v porovnaní s pacientmi, 

u ktorých AML vznikla ako de novo (Menssen & Walter, 2020). sAML sa biologicky 

a klinicky odkláňa od de novo AML (Kuykendall et al., 2018). Zhoršený biologický a 

klinický profil predstavujú nepriaznivé cytogenetické zmeny a mutácie, ktoré sa 

postupne hromadia z predchádzajúcej poruchy (Capelli et al., 2022; Green et al., 

2025).  

 

 

Obrázok 1: Hematopoéza a tvorba myeloidnej a lymfoidnej línie. Prevzaté a upravené 

podľa: Chennamadhavuni et al., 2023.  

 

2.2  Diagnostika a prognóza u AML  

U pacientov, s novo-diagnostikovanou AML, sa ochorenie môže na začiatku 

prejaviť mnohými rôznymi spôsobmi. Napríklad sú to prípady, ktoré sú objavené pri 

rutinnom vyšetrení krvi, zatiaľ čo iné sa môžu prejaviť symptomatickými 

komplikáciami ako je infekcia, krvácanie a podobne (Pelcovits & Niroula, 2020). 

Medzi diagnostické procedúry pre pacientov s AML zaradzujeme:  

• Morfológia - hodnotí sa percento blastov v kostnej dreni alebo periférnej krvi, 

diagnóza AML sa stanovuje pri náleze ≥ 20% blastov (myeloblastov, 
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monoblastov alebo megakaryoblastov). U špecifických cytogenetických 

podtypov môže dôjsť k výnimke, kde je diagnóza potvrdená aj pri nižšom 

počte blastov.  

• Imunofenotypizácia - umožňuje identifikáciu povrchových a intracelulárnych 

antigénov leukemických blastov pomocou markerov typických pre jednotlivé 

línie. Pri AML sa najčastejšie hodnotia markery pre prekurzory, 

granulocytárne, monocytárne, megakaryocytárne a erytroidné markery. 

Okrem potvrdenia AML je imunofenotypizácia dôležitá aj na stanovanie 

identifikácie AML so zmiešaným fenotypom.  

• Cytogenetika a molekulárna cytogenetika - predstavujú základné nástroje 

genetického testovania pri AML, ktoré umožňujú identifikáciu 

chromozomálnych odchýlok a genetických mutácií spojených s rôznymi 

podtypmi AML ochorenia. Tieto vyšetrenia zostávajú povinnou súčasťou 

hodnotení pri podozrení na AML, pričom ich výsledky sú kľúčové na 

zaradenie pacientov do rizikových kategórií a tie usmerňujú rozhodnutia 

o liečbe.  

• Molekulárne genetické testovanie - zahŕňa metódy používané na odhalenie 

zmien v DNA a RNA a ďalších genetických abnormalít spojených s AML. 

Diagnostické vyšetrenie by malo zahŕňať skríning v najrozšírenejších 

mutáciách AML spojených s nepriaznivou prognózou.  

• Biobanka - predstavuje kľúčový nástroj na uchovávanie biologických vzoriek 

pacientov s AML ešte pred začatím liečby, čo umožňuje ich budúce 

genetické, molekulárne a iné korelačné analýzy, ako aj realizáciu 

experimentálnych výskumov.  

• Ďalšie diagnostické testy - zahŕňajú zistenie demografických údajov, osobnej 

a rodinnej zdravotnej anamnézy, anamnézy krvácania a vyhodnotenie 

výkonnostného stavu pacienta (Döhner et al., 2017).  

 

Prognóza AML závisí od kombinácie genetických, klinických a demografických 

premenných údajov. Je ovplyvnená kombináciou faktorov pred začiatkom liečby 

a faktorov po stanovení diagnózy.  
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• Faktory pred začiatkom liečby zahŕňajú genetické a cytogenetické 

charakteristiky ochorenia, ktoré sa stanovujú pomocou konvenčnej 

cytogenetickej analýzy a skríningu kľúčových génových mutácií (napr. 

NPM1, CEBPA, FLT3, RUNX1, ASXL1, TP53). Tieto nálezy tvoria základ 

genetickej stratifikácie rizika podľa odporúčaní ELN 2022 (Európska 

leukemická sieť) - priaznivá, stredná a nepriaznivá prognóza (Obr. 2). 

Ďalšími významnými faktormi sú celkový zdravotný stav, komorbidity, 

pohlavie (u mužov je AML tretím najčastejším ochorením, u žien piatym), 

fajčenie, expozícia škodlivinám, vstupná hodnota leukocytov 

a v neposlednom rade vek. Vyšší vek je v spojení s horšími výsledkami, a to 

nielen kvôli nižšej tolerancii intenzívnej chemoterapie, ale aj pre častejší 

výskyt nepriaznivých genetických zmien a predchádzajúcich 

hematologických ochorení.  

• Faktory po stanovení diagnózy zahŕňajú hodnotenie minimálnej reziduálnej 

choroby (MRD), ktoré poskytuje informácie o hĺbke remisie a riziku relapsu. 

Negativita MRD je spojená s lepšou prognózou, zatiaľ čo jej pretrvávanie 

alebo nárast signalizuje vyššie riziko návratu ochorenia čo môže viesť k 

úprave následnej terapie, vrátane HSCT (Döhner et al., 2017).  
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Obrázok 2: ELN 2022 riziková klasifikácia AML; prevzaté a upravené podľa: Döhner 

et al., 2022.  

 

2.3  Zdravotná zdatnosť  

Pacienti s AML sa na základe zdravotnej zdatnosti, ktorá hodnotí schopnosť 

pacienta tolerovať liečbu, rozdeľujú na vhodných a nevhodných kandidátov pre 

intenzívnu chemoterapiu (Obr. 3). Posúdenie zdravotnej zdatnosti zahŕňa hodnotenie 

veku, výkonnostného stavu, komorbidít a funkčnej kapacity (Chornenki & Mozessohn 

2025). Existujú rôzne modely vhodnosti, ktoré boli primárne navrhnuté tak aby 

rozdeľovali pacientov do dvoch hlavných skupín a to „fit“ (vhodní) a „unfit“ 

(nevhodní) pre intenzívnu chemoterapiu, tzv. „krehkí“ pacienti. Tieto modely slúžia 

predovšetkým na rozlíšenie pacientov, u ktorých je pravdepodobné, že im intenzívna 

chemoterapia prinesie väčší úžitok než riziko, od pacientov, u ktorých by bola táto 

liečba skôr škodlivá (Palmieri et al., 2025).  
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Unfit pacienti často trpia viacerými chorobami, ktoré sa prejavujú zhoršeným 

výkonnostným stavom a nepriaznivým genetickým profilom. U týchto pacientov sú 

vhodnejšie neintenzívne terapie zahŕňajúce napríklad kombinácia hypomethylačných 

činidiel (HMA) s venetoklaxom (Palmieri et al., 2025; Venditti et al., 2025; Ferrara et 

al., 2013). Naopak, fit pacienti majú dobrý výkonnostný stav, minimálne alebo dobre 

kontrolovateľné komorbidity a zachovanú funkčnú kapacitu. Sú vhodnejší kandidáti 

na intenzívne terapie ako je napríklad indukčná terapia 7+3 (cytarabin po dobu 7 dní 

a antracyklín po dobu 3 dní) (Metzeler et al., 2016). Osobitnú skupinu tvoria pacienti, 

ktorí sú považovaní za fit, avšak nesú v sebe špecifickú mutáciu ako je napríklad 

bialelická mutácia CEBPA. Táto mutácia sa vyskytuje približne u 10 % pacientov a je 

spojená s priaznivou diagnózou (DiNardo & Cortes 2016; Alshemmari et al., 2021).  
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Obrázok 3: Liečebný proces rozdeľujúci pacientov, ktorí nie sú vhodnými kandidátmi 

na intenzívnu chemoterapiu pri (A) novo diagnostikovanej AML a (B) 

relabovanej/refraktérnej AML. Pacienti označení hviezdičkou (v skupine „Nevhodný 

pre HMA (hypometylačné látky)“) majú zlý výkonnostný stav a komorbidity, ktoré 

vylučujú akúkoľvek chemoterapiu alebo toxickú látku. Upravené a prevzaté podľa: 

Griffiths et al., 2020.  

 

2.4  Terapia AML  

Liečba AML zahŕňa kombináciu chemoterapie, cielených terapií a v niektorých 

prípadoch aj HSCT. Výber liečby je závislý na niekoľkých faktoroch, ako sú vek 
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pacienta, jeho úroveň kondície, ako aj prítomnosť špecifických genetických mutácií 

v leukemických bunkách.  

 

2.4.1 Indukčná terapia  

Za základnú indukčnú terapiu, u mladých a fit pacientov, sa považuje režim 7+3, 

kde dochádza ku kontinuálnej infúzii cytarabínu 7 dní s pridaním antracyklínu, typicky 

daunorubicínu alebo idarubicinu, podávaných denne počas prvých 3 dní. Najčastejšie 

dávkovanie týchto liečiv je 60 - 90 mg/m2 pre daunorubicín, a 100 - 200 mg/m2 pre 

cytarabín. Tento režim nesie riziko cytopénie (zníženého počtu krvných buniek) s 

potenciálne život ohrozujúcimi komplikáciami, ako sú infekcie a krvácanie. Medzi 

ďalšie nežiaduce účinky patrí nevoľnosť, zvracanie, mukozitída (zápal slizníc), 

vypadávanie vlasov a hnačka. Syndróm podobný chrípke s vyrážkou a horúčkou môže 

súvisieť s cytarabínom, zatiaľ čo daunorubicín môže viesť k reakciám na infúziu a 

zníženej srdcovej funkcie (Diaz et al., 2024; Franco et al., 2024).  

Cieľom indukčnej terapie je dosiahnuť CR, pokiaľ je možné tak ideálne bez MRD 

(Pelcovits & Niroula, 2020). MRD predstavuje veľmi nízke množstvo leukemických 

buniek, ktoré zostávajú v tele pacienta aj po absolvovaní liečby, aj keď z hľadiska 

mikroskopických a klinických vyšetrení je ochorenie v CR (Moritz et al., 2024). Za 

CR je považovaný stav, pri ktorom pacient dosiahne menej než 5 % blastov v kostnej 

dreni spolu s obnovením normálneho krvného obrazu a absenciou leukemických 

syndrómov. Tento prah (<5 % blastov) je štandardným kritériom pre hodnotenie 

remisie po absolvovaní indukčnej terapie (Shih et al., 2023).  

U starších a krehkých pacientov (unfit) boli možnosti liečby historicky obmedzené 

a často sa zameriavali na podpornú starostlivosť, keďže intenzívne režimy 

štandardných chemoterapií (7+3) boli pre nich často neprimerane toxické. 

V posledných rokoch sa však rozšírili možnosti liečby, pričom kombinácia HMA a 

venetoklaxu sa stala preferovaným štandardom starostlivosti v tejto skupine pacientov 

(Diaz et al., 2024). Okrem toho existujú aj novšie liečivá prvej línie, ktoré zohľadňujú 

genetické mutácie a rizikový profil ochorenia (Obr. 4).  
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Obrázok 4: Prehľad intenzívnej liečby AML v prvej línii. Prevzaté z: Stubbins et al., 

2022.  

 

2.4.2 Post-remisná/konsolidačná terapia  

Po dosiahnutí remisie (<5 % blastov) (Shih et al., 2023) je konsolidačná terapia 

nevyhnutná na dosiahnutie dlhodobého prežitia a potenciálneho vyliečenia pacienta. 

Konsolidačná terapia má za cieľ zničiť všetky zvyškové leukemické bunky, ktoré síce 

nemusia byť momentálne aktívne, ale môžu opäť proliferovať a spôsobiť relaps 

ochorenia (Li et al., 2014). Takmer polovica ľudí, ktorí úspešne absolvujú 
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konsolidačnú liečbu, dosiahne dlhodobú remisiu s možnosťou ich úplného vyliečenia 

(American Cancer Society, 2025).  

Ako vodítkom pri výbere vhodného konsolidačného režimu sa využíva skóre rizika 

podľa ELN (Obr. 2). Pacienti s priaznivým rizikom podľa ELN podstupujú tri až štyri 

cykly chemoterapie s cytarabínom v strednej až vysokej dávke (Diaz et al., 2024). 

Stredná dávka cytarabínu predstavuje 1-1,5 g/m2 každých 12 hodín (Hunault et al., 

2025), zatiaľ čo vysoká dávka cytarabínu zase 2-3 g/m2 každých 12 hodín. Tieto 

dávkovacie schémy boli preukázané ako efektívne v zlepšení RFS (relapse-free 

survival), pričom pri vysokodávkovej konsolidačnej terapii cytarabínom dochádza ku 

zníženiu rizika relapsu približne o 33 %, a u pacientov s priaznivým rizikom až o 62 

%. Tento prínos bol preukázaný najmä u mladších pacientov (do 60 rokov) s dobrou 

prognózou (Li et al., 2014).  

 

2.4.3 Cielená terapia  

Cielená terapia sa považuje za možnosť liečby po dosiahnutí remisie. Tento typ 

terapie zahŕňa lieky, ktoré sa buď špecificky zameriavajú na genetické zmeny (napr. 

mutácie) alebo na povrchové antigény a signálne dráhy, ktoré sa podieľajú na raste 

a prežití leukemických buniek (Xiang et al., 2024).  

 

1. Terapia zameraná na genetické/molekulárne aberácie:  

Ide o lieky, ktoré cielia na konkrétne mutácie alebo genetické zmeny v AML 

bunkách. Medzi primárne mutované gény pri AML patria napr. FLT3 (FMS-like 

tyrosinkináza 3) vyskytujúca sa približne u 30 % prípadov AML (Kiyoi et al., 2020), 

NPM1 (nukleofosmín 1) prítomná asi v 35 % prípadov AML u dospelých a v 8-10 % 

u detí a medzi ďalšie patria napr. RUNX, CEBPA, TP53 a IDH1/2 

(izocitrátdehydrogenáza 1/2) (Makkar et al., 2023; Cerchione et al., 2021). Okrem 

týchto najčastejších mutácií sú známe aj ďalšie, ktoré sú menej časté ale môžu mať 

prognostický alebo terapeutický význam. V nasledujúcej časti sa budeme venovať 

niektorým z najčastejších mutácii v AML a možnostiach ich cielenej liečby.  
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FLT3 mutácia patrí medzi najčastejšie genetické zmeny pri AML. Tieto zmeny 

vedú k trvalej aktivácii signálnych dráh, ktoré podporujú proliferáciu a prežitie LSC, 

avšak tieto mutácie sú spojené s nepriaznivou prognózou a vyšším rizikom relapsu 

(Kiyoi et al., 2020). Mutácie FLT3 možno rozdeliť do dvoch hlavných typov:  

• FLT3-ITD (FLT3-interná tandemová duplikácia) - najčastejšia forma, 

vyskytuje sa u približne 25-30 % prípadov AML.  

• FLT3-TKD (FLT3-bodová mutácia) - menej častá, prítomná približne u 5-10 

% prípadov AML (Jalte et al., 2023).  

Na liečbu FLT3 mutácii sa okrem štandardnej terapie 7+3 využívajú aj FLT3 

inhibítory, ktoré blokujú aktivitu FLT3 receptorov. Rozdeľujeme ich na dve generácie:  

• Prvá generácia týchto inhibítorov nie je až tak selektívna, avšak stále sa 

používa v klinickej praxi. Typickým príkladom je midostaurín, ktorý je účinný 

pri mutáciach FLT3-ITD aj FLT3-TKD. Ďalším príkladom je sorafenib, 

primárne účinný u pacientov s mutáciou FLT3-ITD.  

• Druhá generácia FLT3-inhibítorov zahŕňa selektívnejšie a účinnejšie liečivá, 

ako napr. gilteritinib (Shimony et al., 2025).  

NPM1 mutácia patrí taktiež medzi najčastejšie genetické zmeny pri AML. Táto 

mutácia je spojená s jadrovou-cytoplazmatickou translokáciou proteínu NPM1, čím 

mení jeho normálne funkcie. NPM1-mutovaná AML sa lieči štandardnou intenzívnou 

chemoterapiou. Pri nepriaznivých rizikových faktoroch sa zvažuje allo-HSCT a v 

relapsoch aj cielené lieky, ako je venetoklax s HMA (Ranieri et al., 2022).  

IDH1/2 mutácie vedú k abnormálnej enzymatickej aktivite, ktorá spôsobuje tvorbu 

onkometabolitu 2-hydroxyglutarátu. Ten narúša bunkový metabolizmus a reguláciu, 

blokuje diferenciáciu myeloidných buniek a podporuje progresiu samotnej leukémie. 

Na tieto mutácie sa využívajú inhibítory, ktoré inhibujú IDH1/2 mutantný enzým. 

Rozlišujeme IDH1 inhibítory ako ivosidenib, olutasidenib a inhibítory IDH2 ako 

enasidenib (Shimony et al., 2023).  
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2. Terapia zameraná na povrchové antigény a signálne dráhy  

Terapia zameraná na povrchové antigény a signálne dráhy využíva liečivá, ktoré 

nevyžadujú prítomnosť špecifickej genetickej mutácie. Tie však cielene rozpoznávajú 

a blokujú určité proteíny na povrchu leukemických buniek, poprípade zasahujú do 

mechanizmov riadiacich bunkový rast, prežitie a odolnosť voči liečbe. K príkladom 

takýchto terapií možno zaradiť napríklad:  

CD33-pozitívne AML - u približne 90 % AML pacientov je na povrchu 

leukemických buniek exprimovaný CD33 receptor. Tento receptor sa využíva ako 

terapeutický cieľ prostredníctvom monoklonálnej protilátky gemtuzumab ozogamicín, 

ktorá obsahuje cytotoxickú zložku kalicheamicín. Po naviazaní na receptor sa 

kalicheamicín uvoľní do bunky a indukuje dvojvláknové zlomy DNA, a tým vedie 

k apoptóze leukemických buniek (Shimony et al., 2023).  

Zvýšená expresia BCL-2 (B-bunkový lymfóm) v AML - u AML buniek je často 

pozorovaná nadmerná expresia BCL-2. Ten zasahuje do signalizačných mechanizmov 

apoptózy tým, že bráni jej spustenie a podporuje prežitie LSC. Cieľom terapie je 

inhibícia BCL-2 pomocou malých molekúl, ako je venetoklax (Shimony et al., 2023). 

Medzi ďalšie inhibítory BLC-2 zaradzujeme napr. obatoklax, navitoklax a ďalšie 

(Ploumaki et al., 2023).  

Menin inhibítory - tieto inhibítory sa zameriavajú na blokáciu génov, ktoré 

podporujú vznik leukémie. Sú účinné najmä pri AML s mutáciami NPM1 a  KMT2A 

(lyzínmethyltransferáza 2A) (Huls et al., 2025). Týmto mechanizmom tieto inhibítory 

potláčajú expresiu leukemických génov a pomáhajú, myeloidným bunkám znova 

dozrievať. Medzi menin inhibítory zaradzujeme napr. revumenib, ziftomenib, 

bleximenib (Dali et al., 2025).  

Hedgehog signálna dráha - táto dráha je fyziologicky dôležitá pre reguláciu, vývoj 

a udržanie kmeňových buniek. U AML môže byť abnormálne aktivovaná, čo 

podporuje prežitie a proliferáciu LSC. Na inhibíciu tejto signálnej dráhy sa využíva 

napr. glasdegib, schválený v kombinácii s nízkodávkovým cytarabínom pre pacientov 

nevhodných na intenzívnu chemoterapiu (Shallis et al., 2019; Bruzzese et al., 2023).  
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Cielená terapia sa môže využívať ako udržiavacia liečba po dosiahnutí remisie aj 

ako prevencia relapsu ochorenia. Tento typ liečby sa využíva aj u pacientov, ktorým 

sa AML vrátila alebo nereagovala na počiatočnú liečbu, tzv. R/R AML 

(relapsujúca/refraktérna AML) (Bhansali et al., 2023). Pacienti s R/R AML a 

mutáciami FLT3 majú nepriaznivú prognózu s nižšou mierou remisie a kratším 

celkovým prežitím. Gilteritinib je účinný pri u R/R AML s mutáciami FLT3-ITD aj 

FLT3-TKD (Wang et al., 2024) a slúži ako mostík k allo-HSCT (Thol et al., 2024). Bol 

preukázaný synergický/podporujúci účinok medzi inhibítormi FLT3 a venetoklaxom. 

Kombinácia venetoklaxu a gliteritinibu bola nedávno skúmaná u pacientov s R/R 

FLT3-mutovanou AML so sľubnými výsledkami vrátane vysokej miery remisie, avšak 

boli prítomné výrazné cytopénie (Moore et al., 2025). Pre väčšinu pacientov s R/R 

AML zostáva allo-HSCT jedinou potencionálnou liečebnou stratégiou aj napriek 

dostupnosti nových cielených terapií, keďže dlhodobú remisiu bez allo-HSCT 

dosiahne len málo pacientov (Thol et al., 2024).  

Terapeutické prístupy sa zameriavajú na zníženie leukemickej záťaže (množstva 

LSC v tele pacienta - najmä v krvi a kostnej dreni) pred transplantáciou. To často 

zahŕňa záchrannú chemoterapiu (terapia nasadená po neúspešnej počiatočnej liečbe) 

alebo cielené terapie, ako je gilteritinib, ktoré majú za cieľ navodiť remisiu alebo aspoň 

kontrolu ochorenia, čím sa pacient stáva vhodným kandidátom na allo-HSCT (Thol et 

al., 2024).  

 

2.4.4 Transplantácia kostnej drene  

Prvým krokom po ukončení konsolidačnej terapie je starostlivé monitorovanie 

MRD s cieľom posúdiť hĺbku remisie a riziko relapsu. Na základe stavu MRD 

a celkového rizikového profilu pacienta sa rozhoduje, či pacient bude pokračovať v 

udržiavacej liečbe (napr. orálny azacitidín, midostaurin, sorafenib atď.), podstúpi na 

HSCT alebo dostane inú cielenú terapiu (Jentzsch et al., 2022; Jimenez-Chillon et al., 

2024). Rozlišujeme dva typy transplantácií:  
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• Alogénna transplantácia (allo-HSCT) - využíva darcovské kmeňové bunky. Jej 

výhodou je efekt štepu proti leukémii, nevýhodou je riziko reakcie štepu proti 

hostiteľovi (GVHD), čo si vyžaduje imunosupresívnu liečbu.  

• Autológna transplantácia (auto-HSCT) - využíva pacientove vlastné kmeňové 

bunky, čím sa eliminuje riziko GVHD, avšak chýba imunitne sprostredkovaná 

kontrola leukémie a má vyššiu mieru relapsov (Chen et al., 2023).  

Pacienti, ktorí majú vyššie rizikom relapsu sú zvyčajne čo najskôr po konsolidácii 

odporúčaní na allo-HSCT, aby sa maximalizovala šanca na vyliečenie. Naopak, 

pacienti s priaznivým rizikom a negatívnym MRD môžu pokračovať v konsolidačnej 

chemoterapii alebo podstúpiť auto-HSCT (Jimenez-Chillon et al., 2024). Pacientom, 

ktorí podstúpili allo-HSCT, sa často objavujú vedľajšie účinky, ako zvracanie, zmena 

chuti do jedla, nevoľnosť a emocionálny stres (Yuda et al., 2022). Allo-HSCT je 

odporúčaná primárne pacientom, ktorí majú diagnostikovanú AML s nepriaznivým 

genetickým profilom alebo vysokorizikovou cytogenetikou, ktorí dosiahli prvú CR 

a sú spôsobilí na intenzívnu liečbu (Socie et al., 2023). Medzi tieto 

nepriaznivé mutácie patria napr. RUNX1 alebo ASCL1 (Makkar et al., 2023). Podľa 

klasifikácie ELN 2022 dosahuje trojročná celková miera prežitia po allo-HSCT 

približne 65 % u pacientov s priaznivým rizikom, 61 % pri strednom riziku a 48 % pri 

nepriaznivom riziku (Jimenez-Chillon et al., 2024).  

 

2.5  Riziká rezistencie u AML  

Rezistencia pri AML predstavuje neschopnosť LSC reagovať na liečbu, čo vedie 

ku pretrvávaniu alebo návratu ochorenia. LSC sú chránené svojím mikroprostredím 

(nikou), ktoré prostredníctvom rôznych signálnych dráh, genetických mutácií a 

podpory zo strany stromálnych buniek umožňuje leukémii vyhnúť sa účinku 

chemoterapie. Rozlišujeme dva typy rezistencie. Primárna rezistencia znamená, že 

niektoré LSC majú už od začiatku prirodzený mechanizmy, vďaka ktorým môžu 

odolávať účinkom chemoterapie. Sekundárna rezistencia (získaná) vzniká až po 

chemoterapii, keď sa leukemické bunky adaptujú na liečbu a prestanú na ňu reagovať. 

U väčšiny pacientov s AML sa v určitom štádiu ochorenia rozvinie rezistencia. 

Počiatočnú remisiu sa darí dosiahnuť približne u 60 - 80 % mladších pacientov, avšak 
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miera relapsov zostáva vysoká, pričom k relapsu dochádza približne u 50 - 70 % 

pacientov, hlavne v dôsledku rôznych mechanizmov rezistencie (Niu et al., 2022).  

Vzhľadom na komplexnosť AML rezistencie je dôležité bližšie popísať kľúčové 

biologické procesy, ktoré ju podporujú. Medzi najvýznamnejšie patria interakcie LSC 

s mikroprostredím kostnej drene, mechanizmy ako mitochondriálny transfer, či 

regulácia génovej expresie prostredníctvom mikroRNA (miRNA). Tieto faktory 

spoločne prispievajú k prežívaniu leukemických buniek, úniku pred imunitným 

dohľadom a k samotnému znižovaniu citlivosti na chemoterapiu.  

Mikroprostredie kostnej drene zohráva kľúčovú úlohu v rozvoji liekovej 

rezistencie pri AML. Tento ochranný priestor predstavuje imunosupresívne prostredie, 

ktoré vytvárajú imunitné a stromálne bunky, ako sú regulačné T lymfocyty 

a myeloidom odvodené supresorové bunky. Tieto bunky potláčajú proti-leukemické 

účinky cytotoxických T lymfocytov a prirodzených zabíjačských buniek, čím 

umožňujú prežitie leukemických buniek. Okrem toho, stromálne bunky kostnej drene, 

vrátane MSC, poskytujú LSC priľnavé miesta a metabolickú podporu, ktoré ďalej 

prispievajú k prežitiu leukemických buniek a rezistencii na liečbu. Bunkové a 

molekulárne mechanizmy, ako napr. signálna dráha CXCL12-CXCR4 (podrobnejšie 

opísaná nižšie), spoločne napomáhajú uniknutiu LSC pred imunitnou 

odpoveďou, znižujú účinnosť terapie a vedú k rezistencii na liečbu. Z tohto dôvodu 

predstavuje mikroprostredie kostnej drene dôležitý terapeutický cieľ pri snahách o 

prekonávanie rezistencie na liečbu AML (Zhang et al., 2025).  

LSC majú schopnosť seba-obnovy a zotrvávania v kľudovom stave, čo im 

umožňuje odolávať chemoterapii (Obr. 5). Chemoterapia totižto účinne ničí rýchlo 

proliferujúce leukemické blasty a nie vždy dokáže eradikovať práve tieto kľudové 

LSC (Niu et al., 2022). LSC na pokrytie svojich energetických potrieb využívajú 

predovšetkým oxidačnú fosforyláciu namiesto glykolýzy. Dochádza k metabolickej 

adaptácií LSC tak, aby boli schopné prežiť v podmienkach s nízkym obsahom kyslíka 

a živín. Adipocyty kostnej drene im dodávajú mastné kyseliny, čím podporujú ich 

prežitie a rezistenciu. Tieto metabolické procesy sa podieľajú na odolnosti voči 

viacerým druhom liečby a aj na tie, ktoré cielia na časté genetické zmeny, ako je napr. 
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mutácia FLT3, a tým môžu prispievať aj k rezistencii na iné terapeutické prístupy (Niu 

et al., 2022; Stelmach & Trumpp, 2023; Reinhardt & Ochsenbein, 2025).  

 

 

Obrázok 5: Schéma tvorby LSC buniek, kde rozlišujeme MPP (multipotentné 

progenitory), LMPP( lymfoidné aktivované MPP), (LMPP), CMP (bežné myeloidné 

progenitory), CLP (bežné lymfoidné progenitory), GMP (granulocytovo-makrofágové 

progenitory), MEP (megakaryocytovo-erytroidné progenitory). Prevzaté z: Long et al., 

2022.  

 

Mitochondriálny transfer umožňuje leukemickým bunkám získavať funkčné 

mitochondrie zo stromálnych buniek kostnej drene alebo z MSC. Mikroprostredie 

kostnej drene uľahčuje rozvoj sekundárnej rezistencie inhibíciou mitochondriálnej 

oxidačnej fosforylácie, tým že podporuje priamy mitochondriálny transport cez 

tunelové nanotrubice zo stromálnych buniek kostnej drene do buniek AML. Tento 

transport je sprevádzaný mitofágiou (selektívnou degradáciou poškodených 
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mitochondrií) a mitochondriálnym štiepením. Tieto procesy napomáhajú udržiavať 

funkčnú mitochondriálnu sieť a optimalizovať energetický metabolizmus. Dôležité je, 

že tento proces prebieha v bunkách AML aj napriek mitochondriálnej supresii 

vyvolanej liekmi (Saito et al., 2021).  

Takisto aj miRNA sa podieľa na rozvoji rezistencie pri AML. V rezistentných 

AML bunkách bola pozorovaná dysregulácia apoptózy (programovanej bunkovej 

smrti) sprostredkovaná miRNA. Z rodín súvisiacich s apoptózou je najlepšie opísaná 

rodina proteínov BCL-2. Samotný proteín BCL-2 sa považuje za kľúčový 

antiapoptotický faktor, pretože zabraňuje spustenie apoptózy cez mitochondriálne pro-

apoptotické proteíny (Gabra & Salmena, 2017). Fyziologicky, v reakcii na stres alebo 

poškodenie bunky, pro-apoptické proteíny (napr. BAX) vytvárajú póry v 

mitochondriálnej membráne, uvoľňujú cytochróm c a dôjde k aktivácii apoptózy. 

BCL-2 sa však na tieto proteíny viaže a bráni tvorbe týchto pórov, čo vedie ku blokácii 

apoptózy (Vogler et al., 2025). V nádorových bunkách môže byť BCL-2 nadmerne 

exprimovaný, mutovaný alebo dysregulovaný patologickými miRNA, čo prispieva 

k ich prežívaniu aj počas chemoterapie. Ukázalo sa, že niektoré miRNA (napr. miR-

181a) potláčajú transláciu BCL-2 a tým znižujú jeho antiapoptotický účinok, zatiaľ čo 

iné mechanizmy vedú k jeho nadmernej aktivite. Touto dysreguláciou apoptózy, BCL-

2 umožňuje leukemickým bunkám prežiť aj v prítomnosti chemoterapeutických liečiv, 

ktoré normálne indukujú bunkovú smrť (Gabra & Salmena, 2017).  

 

2.6  Kostná dreň  

Kostná dreň predstavuje tkanivo multifunkčného charakteru (Reagan & Rosen, 

2016), ktoré sa nachádza vo vnútri kosti. Je úplne obklopená kostným tkanivom, 

pričom z nej vyčnievajú trabekuly - drobné kostné výbežky, ktoré prenikajú do 

samotného parenchýmu kostnej drene (Lucas, 2021). V kostnej dreni sa nachádzajú 

špecializované krvné cievy, medzi ktoré zaradzujeme aj kapiláry typu H, lokalizované 

najmä v oblastiach dlhých kostí. Tieto cievy úzko súvisia s prostredím kostnej drene a 

plnia dôležitú úlohu pri podpore tvorby kostí (osteogenéze) aj pri hematopoéze. 

Kapiláry typu H vytvárajú tzv. vaskulárnu niku, ktorá obsahuje osteoprogenitorové 

bunky (predchodcov kostných buniek) a HSC, z ktorých vznikajú všetky krvné bunky. 
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Krvné cievy v kostnej dreni sú dôležité pri transporte novovytvorených krviniek. 

Súčasťou tejto vaskulárnej siete sú sinusoidy - špecifické kapiláry cez ktoré zrelé 

krvinky prechádzajú, aby sa mohli dostať z kostnej drene do cirkulujúceho krvného 

obehu (Sivaraj & Adams, 2016). Kostná dreň obsahuje rôzne typy buniek – kmeňové, 

progenitorové a zrelé bunky viacerých línií. Medzi kmeňové bunky zaradzujeme 

okrem HSC aj MSC, ktoré predstavujú kmeňové bunky so schopnosťou vytvárať kosti 

a aj chrupavky (Reagan & Rosen, 2016).  

 

2.6.1 Mikroprostredie kostnej drene  

Mikroprostredie alebo „výklenok kmeňových buniek“ (nika) kostnej drene 

označuje jedinečné mikroprostredie HSC regeneračných buniek v kostnej dreni 

(Sánchez-Lanzas et al., 2022). Tento výklenok je definovaný anatómiou a funkciou – 

mikroprostredie udržiavajúce a regulujúce HSC (Morrison & Scadden, 2014). 

Zvyčajne sú HSC v kľudovom/neaktívnom stave ale po poranení sú schopné aktivácie 

na proliferáciu a regeneráciu krvných buniek. Klinicky sa HSC využívajú pri 

transplantáciách na regeneráciu krvi a imunitného systému pri ochoreniach ako je 

leukémia (Kwon et al., 2024). Mikroprostredie obsahuje enormné množstvo 

regulujúcich komponentov, ktoré sídlia v rôznych častiach niky (Obr. 6). Anatomicky 

dokážeme rozlíšiť dve hlavné oblasti niky kostnej drene. Vaskulárna nika (vrátane 

arteriol a sínusoidov, ktoré sa zbiehajú v centrálnej žile) a endosteálna nika, ktorá je 

tesnejšie spojená s kosťou. Tieto dve mikroprostredia s rozdielnymi funkciami sú 

kľúčové pre reguláciu HSC v kostnej dreni (Sánchez-Lanzas et al., 2022).  

• Endosteálna nika, nachádzajúca sa v blízkosti povrchu kosti, poskytuje 

špecializované prostredie pre HSC, kde sa môžu usadiť a obnoviť. V tejto nike 

sú HSC viac v dlhodobom kľudovom stave, čo ich chráni pred vyčerpaním 

a možným genetickým poškodením. Okrem toho obsahuje osteoblasty, pričom 

osteoblast je považovaný za najdôležitejšiu bunku v tejto nike a preto sa 

označuje aj ako osteoblastická nika. Obsteoblasty sú dôležité, kvôli faktu, že 

svojou činnosťou prispievajú k regulácii HSC (Kwon et al., 2024).  

• Vaskulárna nika je dynamickejšia, podporuje HSC dodávaním živín 

a signálnych molekúl potrebných pre ich proliferáciu či diferenciáciu. V tejto 
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nike sú HSC viac aktívnejšie v porovnaní s endosteálnou nikou ale zároveň 

zabezpečuje ich udržiavanie v kostnej dreni. Skladá sa z endotelových buniek, 

stromálnych buniek niky a významne sa na jej funkcii podieľajú aj MSC 

(Sánchez-Lanzas et al., 2022).  

MSC zahŕňajú bunky schopné plastickej adhézie (priľnúť na pevný povrch) 

a expanzie (schopnosť delenia a množenia sa po priľnutí) tkanivovej kultúry. MSC 

regulujú prestavbu kostí, sú multipotentné a spôsobilé diferenciácie na iné typy buniek 

(napr. osteoblasty, makrofágy alebo endotelové bunky) (Reagan & Rosen, 2016). 

Medzi podtypy MSC patria  NG2+ bunky, Nestinhigh bunky, Nestinlow bunky, MYH11+ 

bunky, CAR (CXCL12-abudantné retikulárne) bunky a LepR+ bunky 

(perisinusoidálne mezenchymálne stromálne bunky pozitívne na leptínový receptor) 

(Sánchez-Lanzas et al., 2022). Všetky spomenuté bunky, vo vaskulárnej časti niky, 

produkujú chemokín CXCL12 (taktiež označovaný ako SDF-1- stromal cell-derived 

factor 1) (Su et al., 2021), ktorý poskytuje zásadnú úlohu pri regulácii HSC. CXCL12 

podporuje prežitie a kľudový stav HSC, čím zabraňuje ich vyčerpaniu a umožňuje 

dlhodobú hematopoézu. Avšak vaskulárna nika zároveň obsahuje aj ďalšie signálne 

dráhy (napr. angiopoetíny), ktoré dokážu HSC v prípade potreby rýchlo aktivovať čím 

umožnia ich proliferáciu a diferenciáciu. CXCL12 pôsobí ako chemoatraktant, ktorý 

generuje gradient priťahujúci HSC do ich špecializovaného prostredia v kostnej dreni 

(Nagasawa, 2015). CXCL12 má vlastný receptor označovaný ako CXCR4. Po 

naviazaní CXCL12 na CXCR4, exprimovaného na HSC, primárne dochádza ku 

udržiavaniu HSC v kľudovom stave, chráneniu HSC pred apoptózou/oxidačným 

poškodením čím sa podporuje funkčnosť hematopoetického systému a po ožiarení 

podporuje rýchlu regeneráciu u oboch buniek (stromálne bunky niky a HSC) (Singh 

et al., 2020). Okrem HSC došlo k dokázaniu, že mutácia FLT3-ITD u AML pacientov 

sa spája so zvýšenou expresiou CXCR4. Taktiež tento CXCR4 receptor je prítomný 

u LSC (Su et al., 2021), ktoré sa vďaka osi CXCR4/CXCL12 udržujú v nike kostnej 

drene, čo napomáha k ich prežívaniu, podpory ich proliferácie a rezistencie na 

apoptózu. Táto os je podrobnejšie vysvetlená nižšie v diplomovej práci.  
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Obrázok 6: Schéma mikroprostredia kostnej drene a jeho hlavných regulačných 

zložiek; prevzaté z: Sánchez-Lanzas et al., 2022.  

 

V prípade, že dôjde k narušeniu seba-obnovy u HSC, vznikajú LSC (Greim et 

al., 2014). Seba-obnova dokáže byť zničená rôznymi faktormi ako genomická 

nestabilita (ako napr. akumulácia poškodenej DNA), metabolická dysregulácia 

(zvýšená produkcia reaktívnych foriem kyslíka) či  prozápalové mikroprostredie 

(vek/environmentálne stresory môžu podporovať prozápalovú niku kostnej drene, čím 

znižujú podporné signály potrebné pre samo-obnovu HSC) (Verovskaya et al., 2019). 

LSC sa podobajú na progenitorové bunky ale získavajú abnormálnu schopnosť seba-

obnovy a mechanizmy na vyhýbanie sa normálnym procesom bunkovej smrti 

(apoptózy), čím spôsobujú vznik a udržiavanie leukémie (Greim et al., 2014). Totižto, 

LSC obsahujú receptor CXCR4 (Su et al., 2021) a dochádza ku už spomínanému 

chemokínovému gradientu, ktorý je vytváraný CXCL12 a tým dochádza ku ich 

vzájomnému priťahovaniu. Ako následok tohto priťahovania, malígne bunky 

exprimujúce CXCR4 sa usadia, a zostanú v ochranných mikroprostrediach niky 

kostnej drene. To im napomáha vyhnúť sa odbúravaniu a udržiavajú si blízkosť 

podporných signálov niky. Táto väzba na malígnych bunkách (CXCL12/CXCR4) 

aktivuje intracelulárne dráhy (ako napr. mTOR - mechanický alebo cicavčí cieľ 

rapamycínu), čím dôjde ku podpore prežitia buniek, proliferácie, chemotaxie (riadenú 

migráciu buniek) a rezistencii voči apoptóze. Navyše táto signalizácia podporujúca 
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prežitie pomáha LSC odolávať bunkovej smrti vyvolanej chemoterapiou – rezistencia 

na chemoterapiu (Scala, 2015; Su et al., 2021).  

Interakcia CXCL12 s jeho receptorom reguluje navádzanie HSC do kostnej 

drene a signálnu os CXCL12-CXCR4 využívajú rôzne typy rakovinových buniek na 

podporu rastu, angiogenézy a metastáz. Avšak zistilo sa, že na CXCR4 sa dokáže 

špecificky naviazať aj iný chemokín, konkrétne chemokín CXCL14. Na rozdiel od 

CXCL12, špecifické receptory pre CXCL14 ešte neboli identifikované, avšak vie sa s 

vysokou afinitou viazať na chemokínový receptor CXCR4. Táto väzba je dostatočne 

silná, aby CXCL14 mohol účinne konkurovať a vytesniť CXCL12, ligand CXCR4, z 

receptora. Keďže CXCL14 blokuje väzbu CXCL12 na CXCR4, inhibuje CXCL12-

indukovanú chemotaxiu buniek odvodených z ľudskej kostnej drene a 

hematopoetických progenitorových buniek, ako aj migráciu v bunkách odvodených z 

leukémie. Sám o sebe CXCL14 nespúšťa typické signálne dráhy CXCR4 (ako je napr. 

mobilizácia vápnika). Namiesto toho môže pôsobiť ako prirodzený 

inhibítor/antagonista funkcie CXCR4 blokovaním väzby CXCL12 (Tanegashima et 

al., 2013) alebo aj ako pozitívny alosterický modulátor CXCR4 a posilňovať účinok 

CXCL12 (Collins et al., 2017; Kouzeli et al., 2020). Inhibícia CXCR4/CXCL12 vedie 

k zníženej mobilizácii a migrácii hematopoetických kmeňových a progenitorových 

buniek, ako aj LSC, ktoré sa spoliehajú na signalizáciu CXCL12-CXCR4 pre 

navigáciu, prežitie a proliferáciu vo výklenku kostnej drene. CXCL14 sa taktiež 

podieľa na udržiavaní tkanivových makrofágov, progresii rakoviny a metabolickej 

regulácii. Je zaujímavé, že CXCL14 je v malígnych nádoroch downregulovaný a 

preukázalo sa, že vykazuje aj tumor-supresorovú aktivitu (Tanegashima  et al., 2013) 

ale aj tumor-proliferujúcu aktivitu. CXCL14 sa naviaže vysokou afinitou na CXCR4 

a moduluje jeho konformáciu, ktorá vyúsťuje vo zvyšovanie účinku CXCL12. Keď 

dôjde ku kombinácii koncentrácie CXCL12 s CXCL14 dochádza ku zosilneniu 

chemotaxie a tým pádom dôjde k zvýšeniu migračnej odpovede v porovnaní 

s migračnou odpoveďou samotnej CXCL12. CXCL14 taktiež indukuje zhlukovanie 

CXCR4 na povrchu buniek, čím dokáže prispieť ku zvýšenej signalizácii a regulácii 

receptorov. Táto synergia je medzi chemokínmi jedinečná a naznačuje, že CXCL14 

stabilizuje špecifické konformácie CXCR4, ktoré podporujú väzbu a signalizáciu 

CXCL12 (Collins et al., 2017; Kouzeli et al., 2020).  
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V mikroprostredí kostnej drene sa vyskytujú aj cytokíny, v ktorej zohrávajú 

významnú úlohu. Zaradzujeme sem hematopoetické cytokíny, ktoré prísne regulujú 

produkciu, diferenciáciu či prežívanie hematopoetických buniek pre ich správne 

fungovanie. Medzi hematopoetické cytokíny zaradzujeme napríklad:  

• SCF (faktor kmeňových buniek) - viaže sa na receptor c-Kit na HSC a 

podporuje prežitie, proliferáciu, diferenciáciu HSC a progenitorových buniek. 

Produkujú ho stromálne bunky, MSC a osteoblasty.  

• G-CSF (faktor stimulujúci kolónie granulocytov) - podporuje diferenciáciu 

progenitorov do granulocytárnej línie. Je schopný mobilizovať HSC 

a progenitorové bunky do periférnej krvi. Produkujú ho endotelové bunky, 

fibroblasty a makrofágy.  

• GM-CSF (faktor stimulujúci kolónie granulocytov a makrofágov) - 

ovplyvňuje funkcie zrelých buniek, medzi ktoré patrí mobilizácia leukocytov 

a progenitorových buniek smerom k granulocytom a makrofágom. Produkujú 

ho T-bunky, makrofágy či endotelové bunky (Metcalf, 2008).  

• IL-3 (interleukín 3) - produkujú ho T-lymfocyty. IL-3 stimuluje proliferáciu 

multipotentných progenitorov (Testa et al., 2004).  

Rovnako dokážeme lokalizovať v mikroprostredí kostnej drene prozápalové 

cytokíny, ktoré krátkodobo stimulujú HSC avšak pri chronickej aktivácii sa HSC 

vyčerpajú a cytokíny podporujú rast leukemických buniek aktiváciou imunitnej 

odpovede. Existujú tu však aj protizápalové cytokíny, ktoré chránia HSC pred 

poškodením a udržiavajú ich v kľudovom stave. Zaradzujeme sem:  

• IL-1β, TNF-α (tumor nektorozujúci faktor alfa), ktoré sú organizmom rôzne 

využívané ale z hľadiska imunity sú tieto cytokíny produkované imunitnými 

bunkami a prispievajú k zápalovým procesom. Regulujú proliferáciu 

a aktiváciu imunitných buniek čo dokáže ovplyvniť mikroprostredie kostnej 

drene a homeostázu kostí (Bonaventura et al., 2018).  

• IL-10, ktorý pracuje ako hlavný regulátor počas infekcií a zápalových reakcií 

tým, že potláča makrofágy a dendritické bunky, inhibuje sekréciu 

prozápalových cytokínov a podporuje prežitie HSC a teda periférnu toleranciu 

prostredníctvom účinkov na T bunky (Carlini et al., 2023).  
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• TGF-β (transformujúci rastový faktor beta), ako protizápalový cytokín riadi 

rast, aktiváciu, proliferáciu a apoptózu imunitných buniek - napr. T-bunky 

a udržiava HSC bunky v dlhodobom kľudnom stave (Gu et al., 2024).  

• IL-6 regulujúci imunitné a zápalové reakcie. Pôsobí na proliferáciu a 

diferenciáciu T a B buniek a takisto zohráva úlohu vo vrodenej aj adaptívnej 

imunite (Kamimura et al., 2003).  

• IFN-γ (interferón gama), je prozápalový cytokín produkovaný T-lymfocytmi. 

Krátkodobo stimuluje proliferáciu HSC ale pri chronickej produkcii dôjde 

k vyčerpaniu HSC a narušeniu hematopoézy (Morales-Mantilla et al., 2018).  

Problém u týchto cytokínov predstavuje to, že AML narúša ich normálnu 

reguláciu v mikroprostredí kostnej drene, čo vedie k zvýšenej sekrécii pro- aj 

protizápalových cytokínov a hematopoetických rastových faktorov. Vo všeobecnosti 

sú, v porovnaní so zdravými hodnotami, cytokíny ako IL-1β, IL-3, IL-6, GM-CSF, 

TNF-α a ďalšie u pacientov s AML nadregulované. Samotné blasty AML vylučujú 

cytokíny ako IL-1β, ktorý podporuje leukemickú proliferáciu a prežitie indukciou 

ďalšej produkcie cytokínov a rastových faktorov (napr. GM-CSF, IL-6, TNF-α). Táto 

abnormálna cytokínová signalizácia podporuje remodeláciu niky kostnej drene čo 

vedie ku rastu buniek AML, ich samo-obnove, chemorezistencii a prežitiu. Naopak, 

určité cytokíny ako TGF-β je znížený, čo by normálne inhibovalo rast AML (Luciano 

et al., 2022).  

Súčasťou komplexnej siete cytokínov mikroprostredia kostnej drene je okrem 

iných aj chemokín CXCL14, ktorému sa podrobnejšie venujem v nasledujúcej 

kapitole.  

 

2.7  Chemokín CXCL14  

CXCL14, tiež známy ako BRAK (breast and kidney-expressed chemokine) je 

relatívne nový chemokín podieľajúci sa na biologických funkciách (Chang et al., 

2023), vrátane účasti na imunitných a protizápalových reakciách, ktoré však nie sú ešte 

plne objasnené (Dolinska et al., 2023). V kostnej dreni sa nachádzajú už spomínané 

LepR+ bunky, ktoré sú producentmi kľúčových faktorov pre udržanie a funkciu HSC. 
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Dochádza ku produkcii faktorov ako SCF a CXCL12, ktoré sú kľúčové pre udržanie 

HSC v nike, taktiež produkujú IL-7 (Gao et al., 2023). LepR+ bunky produkujú takisto 

CXCL14 avšak primárne je v kostnej dreni produkovaný predovšetkým osteoblastami, 

makrofágmi, fibroblastmi, adipocytmi či epiteliálnymi bunkami (Xue et al., 2024).  

V protizápalových reakciách CXCL14 pôsobí ako imunomodulátor, ktorý 

stimuluje migráciu nezrelých dendritických buniek a regulačných T buniek do miest 

poškodenia tkaniva alebo zápalu. Pomáha podporovať diferenciáciu T buniek 

indukovanú IL-2. Takto podporuje imunitnú toleranciu a tlmí nadmerný zápal. 

CXCL14 stimuluje expresiu molekúl, ktoré uľahčujú migráciu imunitných buniek 

(najmä regulatórnych T buniek) a remodeláciu tkaniva počas zápalu (Lee et al., 2017).  

CXCL14 predstavuje chemokín, u ktorého receptor nie je presne známy. Avšak 

je tam potenciálna schopnosť naviazania sa na receptor ACKR2 (Gowhari Shabgah  et 

al., 2022) a CXCR4 (Tanegashima  et al., 2013; Collins et al., 2017; Kouzeli et al., 

2020). Hoci je ACKR2 známy vychytávaním zápalových CC chemokínov (ako sú 

CCL2 atď.), interakcia s CXCL14 (chemokín CXC) je trochu atypická. Receptor je 

primárne lokalizovaný intracelulárne, ale dokáže sa recyklovať na bunkový povrch, 

aby vychytával ligandy ako CXCL14, čím riadi dostupnosť chemokínov v tkanivách. 

Väzba CXCL14 na ACKR2 iniciuje signálnu dráhu MAPK/ERK. Táto interakcia bola 

potvrdená v bunkách rakoviny prsníka, kde zapojenie CXCL14-ACKR2 podporuje 

epitelovo-mezenchymálny prechod proces súvisiaci s migráciou a metastázami 

rakovinových buniek. Os CXCL14-ACKR2 je zapojená do procesov, ako je modulácia 

zápalu, progresia nádoru a podpora epitelovo-mezenchymálneho prechodu (Gowhari 

Shabgah et al., 2022).  Ako už bolo spomínané tak CXCL14 vie interagovať s CXCR4. 

Buď sa vie s vysokou afinitou naviazať na chemokínový receptor CXCR4, čím takto 

dochádza ku inhibícii CXCL12-indukovanej chemotaxie buniek, ktoré sú odvodené z 

ľudskej kostnej drene a HSC, ako aj migráciu LSC (Tanegashima et al., 2013). Alebo 

sa dokáže prejaviť ako pozitívny alosterický modulátor CXCR4 a posilňovať účinok 

CXCL12, čo vyúsťuje vo zvýšenú chemotaxiu (Collins et al., 2017; Kouzeli et al., 

2020).  

Pri rakovine prsníka je CXCL14 exprimovaný prevažne stromálnymi 

fibroblastmi, a nie nádorovými bunkami. Stromálny CXCL14 podporuje progresiu 
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nádoru indukciou epitelovo-mezenchymálnym prechodom, invázie a metastáz 

prostredníctvom signálnych dráh. Vysoká hladina stromálneho CXCL14 koreluje so 

slabým prežívaním u pacientiek s rakovinou prsníka (Sjöberg et al., 2016). CXCL14 

odvodený z fibroblastov podporuje rast nádoru, zatiaľ čo CXCL14 odvodený z epitelu 

môže mať účinky na potlačenie nádoru (Gowhari Shabgah et al., 2021).  

V štúdii Dolinska et al., 2023 sa ukázalo, že CXCL14 môže ovplyvniť 

mikroprostredie kostnej drene. U LSC má CXCL14 silný a mnohostranný potláčajúci 

nádorový proces, najmä v ochrannej nike kostnej drene. Selektívne potláča leukemické 

kmeňové/progenitorové bunky bez ovplyvnenia normálnych HSC, čo naznačuje 

cielenú tumor-supresívnu aktivitu. CXCL14 je primárne produkovaný normálnymi 

stromálnymi bunkami kostnej drene. U pacientov s leukémiou je expresia CXCL14 v 

týchto stromálnych nika bunkách stratená alebo znížená. Obnovenie expresie CXCL14 

v mikroprostredí kostnej drene potláča prežitie LSC a podporuje ich diferenciáciu, čím 

znižuje schopnosť samo-obnovy. Toto potlačenie je prítomné bez ohľadu na to, či sú 

CML LSC kultivované s normálnymi alebo leukemickými mezenchymálnymi 

kmeňovými bunkami.  

Okrem iného v štúdii Dolinska et al., 2023 bolo preukázané, že CXCL14 

dokáže zvýšiť citlivosť na liečivo. CXCL14 zvyšuje citlivosť CML LSC na inhibítory 

tyrozínkinázy (TKI). Kombinovaná liečba CXCL14 a TKI vedie ku ďalšej inhibícii, 

najmä v ko-kultúrach s leukemickými MSC. V myších modeloch, s transplantovanými 

CML bunkami odvodenými od pacienta, liečba pomocou CXCL14 dramaticky 

potlačuje uchytenie leukemických buniek. Zaujímavé je, že toto potlačenie zotrváva aj 

v prípade, keď pacient vykazoval suboptimálne odpovede na TKI. Modulácia 

kľúčových signálnych dráh v leukemických kmeňových bunkách je vďaka CXCL14 

sprostredkovaná:  

1) Pomocou zvýšenia signalizácie zápalových cytokínov  

2) Pomocou  zníženia signalizácie mTOR a oxidačnej fosforylácie, čo vedie k 

zhoršenej respiračnej funkcii mitochondrií. Tento fakt vedie ku narušeniu 

energetického metabolizmu v LSC, čo s veľkou pravdepodobnosťou 

vyvoláva náchylnosť na apoptózu a zhoršené prežitie.  
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Dochádza aj k znižovaniu expresie IL1RAP, markera špecifického pre LSC 

CML, pomocou CXCL14, čo naznačuje možnú selektívnu elimináciu LSC (Dolinska 

et al., 2023).  

CXCL14 je považovaný za veľmi sľubný kandidát pre terapiu CML vďaka jeho 

preukázaným účinkom na LSC. Výskum publikovaný Dolinskou et al. (2023) jasne 

ukázal, že CXCL14 je výrazne znížený v stromálnych bunkách kostnej drene u 

pacientov s CML, a jeho obnovenie alebo exogénna aplikácia má potláčajúci účinok 

na prežitie a udržiavanie CML LSC. Navyše potvrdené je, že CXCL14 zlepšuje 

odpoveď na štandardnú liečbu inhibítormi tyrozínkinázy (TKI), ako je imatinib, a to 

selektívne na LSC, bez poškodzovania zdravých hematopoetických buniek. Tieto 

zistenia nás naviedli k preskúmaniu potencionálneho účinku CXCL14 v prostredí 

AML, kde jeho úloha nebola doposiaľ opísaná.  
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3. CIEĽ PRÁCE  

 

Cieľom tejto diplomovej práce bolo zistiť, či prítomnosť cytokínu CXCL14 v ko-

kultiváciách medzi HS-5 stromálnou bunkovou líniou s AML bunkovými líniami 

(MOLM-13, MV4-11 a THP-1) dokáže signifikantne inhibovať rast leukemických 

buniek.  
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4. EXPERIMENTÁLNA ČASŤ  

 

4.1  Materiál a chemikálie  

• BD Trucount™ Absolute Counting Tubes, BD Becton Dickinson and 

Company BD Biosciences, (Prague, Czechia)  

• CXCL14, R&D Systems, Bio-Techne, (Prague, Czechia)  

• Dulbecco‘s Modified Eagle's Medium, DMEM high glucose médium, Merck 

KGaA, (Darmstadt, Germany)  

• Etanol, Penta Chemicals (Prague, Czechia)  

• Fetálne hovädzie sérum, FBS, Merck KGaA (Darmstadt, Germany)  

• Fc blocker, Baria (Prague, Czechia)  

• Fosfátový pufrový roztok, PBS, Merck KGaA (Darmstadt, Germany)  

• Hydrokortizón, Merck KGaA, (Darmstadt, Germany)  

• Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium, IMDM médium, Applied 

BiosystemsTM, Thermo Fisher Scientific, (MA USA)  

• Penicillin streptomycin (P/S), Merck KGaA, (Darmstadt, Germany)  

• Propidium jodid (PI), Merck KGaA (Darmstadt, Germany)  

• Protilátka CD45, EXBIO (Prague, Czechia)  

• Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium, RPMI 1640 médium, 

(Applied BiosystemsTM, Thermo Fisher Scientific, (MA USA)  

• StemSpan SFEM I médium, STEMCELL TECHNOLOGIES, Scintila 

(Prague,   Czechia)  

• Trypanová modrá, Merck KGaA, (Darmstadt, Germany)  

• 0,05% Trypsin-EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid), Merck KGaA, 

(Darmstadt, Germany)  

 

4.2  Prístroje  

• Laminárny box, Jouan  (Saint-Herblain, Francúzsko)  

• Centifuga Hettich Universal 22R (A. Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, 

Nemecko)  
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• SONY Spektrálny analyzátor, SA3800 (SONY biotechnology, San Jose, CA, 

USA)  

• Vodná lázeň (Polyscience, USA)  

• Vortex v-1 plus (Biosan SIA, Litva)  

• Microscope, Optika® (Ponteranica, Taliansko)  

• Bunkový inkubátor, CERTOMAT CS-18 (Sartorius stedim, Biotech, 

Nemecko)  

 

4.3  Použitý biologický materiál  

V tejto diplomovej práci boli použité 4 bunkové línie. Prvou bunkovou líniou je 

adherentná stromálna bunková línia, konkrétne označovaná ako HS-5, ktorá bola 

izolovaná od 30 ročného pacienta mužského pohlavia. Z morfologickej stránky sa 

jedná o fibroblasty, ktoré boli transformované amfotropným retrovírusovým vektorom 

LXSN16E6E7 v prítomnosti polybrénu. Táto bunková línia bola zakúpená od ATCC 

(Masassas, Virginia, USA).  

 Ďalšie tri suspenzné AML bunkové línie - MOLM-13,  MV4-11 a THP-1 boli 

získané od DSMZ-German Collection of Microorganisms and Cell Cultures GmbH 

(Leibniz Institute, Nemecko).  

• MOLM-13 bunky boli získané z periférnej krvi pacienta s diagnostikovanou 

AML, nesúce heterozygotnú FLT3-ITD mutáciu (spolu s FLT3-wt), ako aj 

MLL-AF9 fúzny gén. 

• MV4-11 bunky boli získané z periférnej krvi pacienta s diagnostikovanou 

AML, ktoré nesú homozygotnú FLT3-ITD bez prítomnosti FLT3-wt a taktiež 

MLL-AF4 fúzny gén. 

• THP-1 bunky boli získané z periférnej krvi jednoročného pacienta 

s diagnostikovanou AML. Sú FLT3-wt (negatívne pre FLT3 mutácie) a 

zároveň nesú MLL-AF9 translokáciu.  
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4.4  Metodika  

 

4.4.1 Kultivácia bunkovej línie HS-5  

V experimentálnej časti diplomovej práce sa používala bunková línia HS-5, 

ktorá sa kultivovala v DMEM médiu (Dulbecco‘s Modified Eagle's Medium) 

s prídavkom 10% FBS (fetálne hovädzie sérum) v 37 °C s 5% CO2 bez prítomnosti 

antibiotík. Nevyhnutnosťou pri kultivácií bolo sterilné prostredie, ktoré bolo 

dosiahnuté pomocou laminárneho boxu, s použitím plášťa a laboratórnych rukavíc. 

Rukavice a materiál, ktorí sa do laboratórneho boxu vložil bol vždy dezinfikovaní 70% 

EtOH. Samotný laminárny box bol pred použitím vždy vysvietený UV žiarením 

a zároveň sa PBS (fosfátový pufrový roztok); 0,05% trypsín-EDTA 

(ethylenediaminetetraacetic acid) a médium zahrialo v prehriatej vodnej lázni na 37 

°C. Pred procesom pasážovania bola konfluencia bunkovej línie skontrolovaná 

mikroskopicky, či bolo dosiahnuté žiadané rozmedzie 80 - 90% na dne kultivačnej 

fľaštičky. Najprv sa pri sterilných podmienkach odsalo médium a následne bolo 

pridaných 5 ml PBS, vďaka ktorému sa bunky premyli a boli odstránené prípadné 

nečistoty. PBS bolo odsaté a do kultivačnej fľaštičky bol pridaný 1,0 ml trypsínu 

s ktorým bola kultivačná fľaštička premiestnená do inkubátora po dobu 4 min 

k oddeleniu buniek z dna nádoby. Po danom čase boli bunky mikroskopicky 

skontrolované či sú dostatočne oddelené od dna nádoby a následne bolo v laminárnom 

boxe pridaných 5 ml média s 10% FBS ako trypsín deaktivujúca látka, čím došlo k 

deaktivácii trypsínu a potom sa bunky resuspendovali. Následne sme si pomocou 

mikroskopu spočítali celkové množstvo buniek a odobrali požadované množstvo 

(v pomere 1:3), ktoré bolo pridané do kultivačnej fľaštičky s už dopredu pripraveným 

množstvom média. Kultivačná fľaštička bola opäť umiestnená do inkubátora do doby 

potrebnej na ďalšie prepasážovanie alebo na experiment. Pasážovanie sa opakovalo 

každé 3, resp. 4 dni podľa konfluencie rastu buniek. Bunky použité v experimentoch 

boli v pasážach od 7 do 19.  
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4.4.2 Kultivácia AML bunkových línií  

Ďalšia bunková línia použitá v tejto diplomovej práci bola MOLM-13, ktorá sa 

kultivovala v  RPMI-1640 médiu s prídavkom 10% FBS, MV4-11 bunková línia 

kultivovaná v IMDM médiu taktiež s prídavkom 10% FBS a v neposlednom rade 

bunková línia THP-1 kultivovaná v RPMI-1640 médiu s prídavkom 10% FBS  v 37 

°C s 5% CO2 bez prítomnosti antibiotík. Taktiež pre prácu s týmito bunkovými líniami 

bolo nevyhnutné sterilné prostredie dosiahnuté pomocou laminárneho boxu 

a predhriatých médií vo vodnej lázni na 37 °C. Všetky potrebné materiály používané 

pri kultivácií, boli pred použitím nastriekané 70% EtOH aby sa predišlo možnej 

kontaminácií. Pred procesom pasážovania boli bunkové línie skontrolované 

mikroskopicky. Pasážovanie každej bunkovej línie začalo odobratím celého obsahu 

v jednotlivých kultivačných komôrkach do samostatných 15 ml skúmaviek, ktoré boli 

vložené do centrifúgy a stočené pri 150 g po dobu 5 min u THP-1 a 300 g po dobu 5 

min u MOLM-13 a MV4-11. U všetkých bol následne odsatý supernatant a peleta bola 

resuspendovaná v 2 ml predhriatých príslušných médií. Ďalší krok 

predstavoval počítanie buniek v Bürkerovej komôrke pomocou azofarbiva trypanová 

modrá. Množstvá pre pasáž pre jednotlivé bunky sa odlišujú. Ak sa jedná o MOLM-

13 bunkovú líniu, 500-tisíc buniek/ml je optimum. U MV4-11 a THP-1 je to zase 250-

tisíc buniek/ml. Následne bunky boli premiestnené do samotných kultivačných 

fľaštičiek s pripraveným množstvom príslušného média a kultivačné flaštičky boli 

premiestnené do inkubátora na dobu potrebnú pre nasledujúcu pasáž alebo experiment. 

Pasážovanie sa opakovalo každé 2, resp. 3 dni podľa density buniek. Bunky použité 

v experimentoch boli v pasážach od 6 do 18.  

 

4.4.3 Ko-kultivácia a stimulácia CXCL14  

Jedná sa o techniku, ktorá môže byť z rôznych typov buniek ale aj tkanív, 

orgánov v nechorobnom alebo chorobnom stave. V tejto diplomovej práci sa tento 

proces používa na kultiváciu 2 typov buniek in vitro aby boli umožnené ich či už 

synergické alebo antagonistické interakcie v zdieľanom tekutom médiu.  

V našich ko-kultivačných experimentoch, sme cytokín CXCL14 pridali do 

kultivačného média experimentálnych skupín, aby sme sledovali jeho vplyv na bunky 
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v ko-kultivačných podmienkach. Kontrolné skupiny boli kultivované bez pridania 

cytokínu. Odpoveď buniek na stimuláciu cytokínom CXCL14 bola následne sledovaná 

a vyhodnotená.  

Na začiatku optimalizácie ko-kultivačného experimentu sme nemali k 

dispozícii spoľahlivé údaje o optimálnom počte stromálnych HS-5 buniek potrebných 

na zabezpečenie vhodnej bazálnej vrstvy pre následné nasadenie leukemických 

buniek. Preto sme sa rozhodli systematicky zaznamenávať rast HS-5 buniek 

v závislosti od ich počiatočného počtu. Cieľom bolo dosiahnuť konfluenciu 

v rozmedzí 80 - 90% bazálnej vrstvy, čo je považované za vhodné na zabezpečenie 

stabilnej interakcie medzi dvoma bunkovými líniami. Nevyhnutné je to z hľadiska 

tvorby relatívneho množstva signálnych dráh nie len medzi samotnými HS-5 bunkami, 

ako napríklad pre komunikačné a metabolické účely, ale aj na zabezpečenie 

optimálnych podmienok metabolických interakcií medzi HS-5 a následne 

aplikovanými AML bunkami. Na základe odpozorovaného rastu po 24 a 48 hod 

kultivácie (Tabuľka 1 a 2), kde po 48 hod boli leukemické bunky nasadzované na 

stromálne bunky a začal sa ko-kultivačný proces, bolo usúdené, že počet 70-tisíc HS-

5/jamka je dostatočný na vytvorenie bazálnej vrstvy s požadovanou konfluenciou 

(Tabuľka 1). Následne bol tento počet použitý ako štandardná hodnota pre ďalšie ko-

kultivačné experimenty.  
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Tabuľka 1: Prehľad rastu stromálnych HS-5 buniek po 24 a 48 hodinách kultivácie. Mikroskopické rozlíšenie fotografií je 1x104.  

24 hodín 48 hodín 24 hodín 48 hodín 

40-tisíc 

 

40-tisíc 

 

60-tisíc 

 

60-tisíc 

 

50-tisíc 

 

50-tisíc 

 

70-tisíc 

 

70-tisíc 
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Tabuľka 2: Prehľad rastu stromálnych HS-5 buniek po 24 a 48 hodinách kultivácie. Mikroskopické rozlíšenie fotografií je 1x104.  

24 hodín 48 hodín 24 hodín 48 hodín 

80-tisíc 

 

80-tisíc 

 

100-tisíc 

 

100-tisíc 

 

90-tisíc 

 

90-tisíc 

 

110-tisíc 

 

110-tisíc 
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Proces ko-kultivácie v našom experimente predstavoval 6 dní. Na experimenty 

sme využili HS-5 stromálnu adherentnú bunkovú líniu v ko-kultivácii s tromi typmi 

suspenzných leukemických bunkových línii – MOLM-13, MV4-11, THP-1. Schéma 

experimentu predstavovala ko-kultivácie na 24-jamkové platá do tzv. triplikátov (Obr. 

7).  

Základ v podobe adherentných buniek HS-5 bol v každom plate rovnaký, 70-

tisíc buniek/jamka, ale každé plato obsahovalo len jeden typ leukemickej línie, 10-tisíc 

buniek/jamka. Tri jamky predstavovali kontrolnú skupinu buniek, obsahujúce HS-5 

a danú leukemickú líniu, a ďalšie tri jamky predstavovali tie isté skupiny buniek 

s pridaným cytokínom CXCL14 o koncentrácii 10 ng/ml. Zvyšné jamky boli doplnené 

PBS v rovnakom množstve v akom sa nachádzali bunky v médiu kvôli rovnomernému 

odparovaniu tekutín v inkubátore.  

 

 

Obrázok 7: Schéma 24-jamkového plata s vyznačenými triplikátmi kontrolnej skupiny 

(CTRL) a CXCL14-stimulovanej skupiny (CXCL14). Ostatné jamky boli naplnené 

PBS. Zloženie kultivačných médií pre jednotlivé skupiny je uvedené pod schémou.  

 

 V prvý deň sa do jamiek naniesli adherentné HS-5 bunky v  množstve 70-tisíc 

buniek/jamka v prítomnosti 1 ml DMEM média, ktoré boli kultivované pri teplote 37 
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°C a 5% CO2. Nasledujúci deň došlo k výmene DMEM média z niekoľkých hľadísk. 

Ako prvé bolo potrebné médium vymeniť kvôli odstráneniu zvyškov mŕtvych buniek, 

ktoré sa nezachytili na dne nádoby alebo došlo k ich usmrteniu počas nasadzovania na 

plato. Ako ďalší dôvod výmeny bolo doplnenie živín, ktoré bunky vyžadovali pre 

ďalšiu reprodukciu.  

Po 48 hodinách, od nasadenia HS-5 buniek na plato, je médium DMEM opatrne 

odstránené tak, aby nedošlo ku narušeniu adherentnej vrsty buniek, poprípade ich 

odsatiu. Následne bolo médium nahradené 500 µl StemSpan SFEM I médiom 

obohateným o hydrokortizón, pre podporu rastu a diferenciáciu buniek, 1% P/S 

a príslušnú líniu AML buniek. Výmena média DMEM za StemSpan SFEM I prebieha 

vo všetkých kontrolných jamkách ako aj v jamkách označených na aplikáciu cytokínu 

CXCL14. Každá AML bunková línia bola kultivovaná s HS-5 bunkami na vlastnej 

doštičke. Daná leukemická bunková línia bola aplikovaná o densite 10-tisíc 

buniek/jamka. V jamkách určených na stimuláciu cytokínom CXCL14 sa pridával 

o niečo menší objem StemSpan SFEM I média, aby po následnom doplnení 

požadovaného množstva cytokínu dosiahol rovnaký konečný objem vo všetkých 

jamkách. V neposlednom rade sa pridával cytokín do triplikátov určených na CXCL14 

stimuláciu. Od momentu pridania všetkých potrebných komponentov experimentu sa 

začal samotný ko-kultivačný proces (Obr. 8).  
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Obrázok 8: Schéma dizajnu ko-kultivačného experimentu. HS-5 bunky boli po 48 

hodinách kultivácie použité na samostatné ko-kultivácie s AML bunkami - MOLM-13, 

MV4-11 alebo THP-1 (každá línia osobitne). Experiment prebiehal so stimuláciou 

CXCL14 alebo bez nej (CTRL). Ko-kultivácia prebiehala 4 dni, po ktorých nasledovala 

analýza buniek.  

 

Inkubácia ko-kultivačných experimentov prebiehala ďalšie 4 dni v inkubátore pri 

teplote 37 °C a 5% CO2. Avšak po 48 hodinách od výmeny DMEM za StemSpan 

SFEM I médium, bolo do každej jamky pridaných ďalších 500 µl StemSpan SFEM I 

média spolu s 1% P/S a hydrokortizón. Dodanie tohto množstva média zabezpečovalo 

dostatočný prísun živín a podporu pre udržanie životaschopnosti buniek počas 

zostávajúcich 48 hodín inkubácie. V jamkách určených na stimuláciu cytokínom 

CXCL14 bolo v tomto kroku opätovne pridané aj zodpovedajúce množstvo cytokínu, 

aby sa zabezpečila jeho účinnosť počas celej doby kultivácie.  

Po sérii experimentov s konzistentným počtom nasadenia HS-5 buniek sme sa 

rozhodli vykonať tzv. pilotný experiment s cieľom preskúmať vplyv hustoty 

stromálnych buniek na účinnosť cytokínu CXCL14. Tento experiment je takisto 

fotograficky zaznamenaný z hľadiska rastu HS-5 vo výsledkovej časti diplomovej 

práce (Tabuľka 3).  
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4.4.4 Príprava a analýza na spektrálnom analyzátore SA3800  

Spektrálny bunkový analyzátor SA3800 predstavuje prístroj, vďaka ktorému je 

možnosť detekovať aj veľmi slabý signál fotónov pri rôznych vlnových dĺžkach (488-

800 nanometrov). V našom experimente sme využívali beads-y, ktoré na detekciu 

vyžadujú systém obsahujúci 488 nm modrý laser, čo tento analyzátor splňuje. Pre tento 

výskum bolo nutné detekovanie absolútneho počtu pozitívnych buniek na ktorých 

povrchu bola protilátka CD45 naviazaná a ktorá takisto fluoreskuje pri hodnote 488 

nm. V experimente taktiež používame PI, ktorý sa využíva na vyhodnotenie 

životaschopnosti buniek a vďaka nemu je analyzátor schopný rozlíšiť bunky v procese 

apoptózy alebo nekrózy pri hodnote 488 nm.  

V deň merania sa obsahy jamiek prenesú do predom pripravených FACS 

skúmaviek a následne sú jamky premyté 500 µl PBS. Keďže základ tvoria adherenté 

HS-5 bunky, je nevyhnutné použiť 300 µl 0,05% trypsin-EDTA, aby došlo k oddeleniu 

buniek z dna jamky, kde proces trypsinizácie prebieha v inkubátore pri teplote po dobu 

4 min. Po čase potrebnom k oddeleniu buniek od jamky, je do jamiek pridané 

nevyhnutné množstvo 20% FBS, trypsín-inaktivujúca látka, a príslušné obsahy jamiek 

sú premiestnené do FACS skúmaviek. Jamky sú následne resuspendované roztokom 

500 µl PBS/10% FBS, ktorý je tiež zbieraný do tých istých FACS skúmaviek. Po tomto 

kroku je nevyhnutné skontrolovať pod mikroskopom či naozaj došlo k premiestneniu 

všetkých buniek z dna kultivačnej jamky do FACS skúmaviek. Ak tomu tak nie je, 

znova sa použije 500 µl PBS/10% FBS na resuspendáciu jamky a opäť sa to premiestni 

do pridelených FACS skúmaviek. Ďalším krokom postupu je proces centrifugácie 

jednotlivých FACS skúmaviek aby došlo k usadeniu buniek na dne skúmavky 

a supernatant, ktorý obsahuje nežiadúce elementy ako sú napr. mŕtve bunky,  je odsatý. 

Aby došlo k správnej centrifugácii tak sa podľa typu AML bunkovej línie zvolia 

vhodné otáčky a čas stáčania (300 g/5 min pre MOLM-13, MV4-11 a 150 g/5 min pre 

THP-1). Táto časová hodnota zvolená pri centrifugácií bola zvolená kvôli faktu, že 5 

min pomáha minimalizovať šmykové napätie na bunkách, čím sa znižuje 

potencionálne poškodenie, ktoré by mohlo nastať pri dlhších časových intervaloch. 

Toto trvanie je špecifikované z dôvodu zabezpečenia konzistentnosti medzi 

experimentami. Dané hodnoty stočenia pri centrifugácii boli zvolené aby došlo ku 

rovnováhe medzi účinnou bunkovou peletizáciou a zachovaním integrity. Následne 
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bol supernatant vyliaty do odpadovej fľaše. Po centrifugácii došlo k usadeniu buniek 

na dne FACS skúmavky, ktoré boli resuspendované pomocou roztoku Fc-bloker-u. Bol 

vytvorený zmiešaním Fc-blocker-u o riedení 1/10 a PBS/10% FBS. Táto zmes bola 

umiestnená v chladničke po dobu 10 min, čo predstavovalo dobu potrebnú na to, aby 

Fc blocker zablokoval Fc receptory vďaka ktorým môže dôjsť ku nešpecifickému 

zafarbeniu buniek. Ak by k zablokovaniu nedošlo, mohlo dôjsť ku komplikácii ako je 

falošné pozitívny/negatívny výsledok. Následne bola pridaná CD45 o riedení 1/50 a 

PBS/10% FBS, a opätovne boli skúmavky uskladnené po dobu 15 min v chladničke. 

Za tento čas došlo k naviazaniu protilátky na AML bunky. Medzi posledné 2 kroky 

zaradzujeme premytie každej FACS skúmavky pomocou 1 ml PBS/10% FBS. 

Premytie vzorku bolo potrebné, kvôli očisteniu vzorku od nenaviazanej protilátky a 

opláchnutiu buniek od nežiadúcich položiek ako je zvyšok média alebo mŕtve bunky 

bez rizika potencionálnej lýzy buniek. Ak by sme vzorok nepremyli, mohlo by dôjsť 

ku skresleniu výsledkov, ktoré by sme počas merania získali. Ako druhý krok 

je centrifugácia podľa podmienok vyššie uvedených, pričom tieto oba dva kroky, 

premytie a centrifugácia, boli zopakované dvakrát po sebe. Po každej centrifugácii bol 

supernatant vyliaty do odpadovej fľaše a peleta resuspendovaná. Po poslednej 

resuspendácií bolo do každého vzorku vo FACS skúmavkách pridaných 300 µl PBS. 

Na záver boli do každého vzorku pridané tzv. beads-y (cytometrické guličky) (Becton, 

Dickinson and Company BD Biosciences, Milpitas, California, USA) a potrebné 

množstvo PI o koncentrácii 1mg/1ml. Po vložení vzorku vo FACS skúmavke do 

bunkového analyzátora SA3800 a jeho spustení, došlo ku fluorescencii, ktorá bola 

zachytená  pri excitácii 488 nm.  

Pred samotným experimentom sme analyzátor podrobili tzv. primingu. Jedná 

sa o proces, ktorý prebieha ak sa analyzátor nepoužíval viac ako 8 hodín a ktorý sa 

vyžaduje pre najpresnejšie meranie. Dochádza ku prepláchnutiu fluidných liniek 

spätným prepláchnutím riedenou destilovanou vodou. Týmto sme sa snažili odstrániť 

potencionálne bubliny, prípadne akumulácie buniek z predošlého merania, ktoré by 

mohli ovplyvniť priebeh analyzovania. Následne prebehla kalibrácia, ktorou sme 

skontrolovali citlivosť detekcie analyzátora a ktorá prebiehala pred každým naším 

experimentom. Tieto procesy trvali približne 15 min po ktorých sme sa pustili do 

experimentu. V softvéri sme si vytvorili nový experiment a na tzv. meracom okne sme 
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si vytvorili postup, v akom bude analyzátor merať jednotlivé vzorky. Nad meracím 

oknom sa nachádzala ovládacia kolónka, ktorá riadi zber dát a na ktorej sme dokázali 

sledovať čas merania, proces nasávania vzorku, množstvo nasýtenia a samozrejme 

ovládať tlačidlá s ktorými sa experiment spustil a dokázal zastaviť. Vedľa meracieho 

okna boli inštrumentálne nastavenia kde sme zaistili potrebné nastavenia ako typ 

laseru, rýchlosť prietoku, SSC (Side Scatter), FSC (Forward Scatter) PMT 

(Photomultiplier Tube voltage). Spustili sme meranie za účelom definovania priestoru, 

v ktorom sa detekujú cytometrické guľôčky. Vytvorili si graf, zobrazujúci proces 

merania, ktorý nám umožnil vizuálnu kontrolu meraných udalostí na odfiltrovanie 

prípadných artefaktov alebo bunkového odpadu (debris). Došlo ku ich vyhodnoteniu 

avšak pri vyznačovaní jednotlivých populácii sme sa obávali možnosti, že pri meraní 

guličiek mohlo dôjsť ku zachyteniu mŕtvej bunky, ktorá sa mohla vyskytnúť 

v priestore merania. Kvôli tomu sme sa pri nasledujúcich experimentoch rozhodli 

o ďalšiu optimalizáciu experimentov, ktorá obnášala meranie cytometrických guličiek 

vďaka ich fluorescencii.  

Pred ďalším meraním sme si teda znovu pripravili FACS skúmavku 

s cytometrickými guličkami a 300 µl PBS aby sme odznova namerali a vyznačili časť 

kde dochádza ku ich meraniu avšak tentokrát na grafe zobrazujúci fluorescenciu. Pri 

meraní vzorku kontrolnej skupiny sme ešte jedenkrát tu fluorescenciu guličiek 

optimalizovali, pretože došlo ku záchytu fluorescenčnej stopy aj mŕtvej bunky, čo 

nebolo pre nás žiadúce. Na konci merania vždy prebehlo opláchnutie a vyčistenie 

fluidných liniek pomocou zriedeného dezinfekčného prípravku s destilovanou vodou, 

v pomere 1:3.  

Vyhodnocovací proces spočíval v tom, že bolo potrebné bunky, namerané 

pomocou SA3800, detekovať čo najpresnejšie bez mŕtvych buniek a od HS-5 buniek. 

Ani HS-5 bunky, tak aj mŕtve bunky neviazali na seba CD45. Preto sme museli 

podrobiť jednotlivé bunky/látky optimalizačnými experimentami, ktorých výsledky 

sme následne pridali do tzv. knižnice ako štandardy, vďaka ktorým sme dokázali 

dosiahnuť najpresnejšie výsledky. Najprv sme zvlášť namerali protilátku PI. Vďaka 

hodnotám vyhodnotených z fluorescencie sme dokázali určiť číselnú hranicu tzv. peak, 

podľa ktorej sa potom graf rozdeľoval na populáciu PI/CD45 pozitívnu/negatívnu. 

Predpokladali sme, že v peak-u došlo ku naviazaniu AML buniek s látkami (FITC - 
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fluorescein izotiokyanát a PI) a preto bolo potrebné každý typ AML buniek merať 

samostatne s jednotlivými látkami, keďže každá vykazovala iný typ fluorescencie. Po 

stanovení týchto štandardov, došlo ku meraniu fluorescencie vzorku, označovaný ako 

BLANK, ktorý obsahuje len AML bunky a cytometrické guličky. Hodnoty z tohto 

vzorku boli uložené ako štandardy pre CD45 a PI negatívne populácie. Pokračovali 

sme meraním fluorescencie vzorku obsahujúci AML bunky, CD45 protilátku a 

cytometrické guličky. Táto vzorka predstavovala "single stain" pre CD45 protilátku a 

namerané hodnoty boli uložené ako štandard pre CD45 pozitívnu populáciu. 

Označenie "single stain" v prietokovej cytometrii referuje ku zafarbeniu kontrolnej 

vzorky, ktorá je zafarbená len jedným typom fluorescenčnej látky alebo farbiva. Je to 

nevyhnutné pre presnú prietokovú analýzu. Nakoniec sa merala fluorescencia na 

vzorkách obsahujúcich AML bunky, PI farbivo a cytometrické guličky. Tieto vzorky 

boli označené ako "single stain" pre PI a namerané hodnoty boli použité ako štandard 

pre PI pozitívnu populáciu. Všetky tieto tri merania sú prevedené pre každú AML líniu 

a pri vyhodnocovaní výsledkov sú štandardy, podľa typu AML buniek, aplikované. 

Fluorescencia HS-5 buniek je rovnako samostatne meraná a využívaná ako štandard 

pre rozpoznanie stromálnych HS-5 buniek od AML suspenzných buniek 

v analyzovaných vzorkách. Po zaznamenaní a uložení štandardov do knižnice, prišlo 

na rad vyhodnocovanie.  

Medzi prvé kroky vyhodnocovania patrí pridanie nameraných štandardov HS-

5 buniek a jednotlivých bunkových línii s CD45 a PI pozitívnej populácie z knižnice. 

Tento krok je veľmi dôležitý, kvôli rozpoznaniu buniek v populácii, ktorá sa v ďalšom 

kroku vyznačila a použila na analýzu. Vyznačená bunková populácia obsahovala 

každý komponent, ktorý sa vo vzorku nachádzal (ako sú aj cytometrické guličky, 

debris, artefakty), kde osa x je označená ako FSC_A a osa y zase SSC_A (Obr. 9A). 

FSC, známy ako priamy rozptyl, určuje intenzitu signálu, ktorý je zachytávaný 

SA3800 pričom tá sila signálu je priamo úmerná veľkosti bunky. Čo sa týka SSC, 

známy ako bočný rozptyl, jeho intenzita lúča odráža vnútornú komplexitu buniek a je 

úmerná granularite bunky (stav cytosolu, bunečné inklúzie atď.). Podľa intenzity lúča 

FSC je možné rozlíšiť živé a mŕtve bunky a podľa intenzity lúča SSC zase granulózne 

a agranulózne bunky. Z vyznačenej populácie sme si vytvorili nový graf, ktorý nám 

umožnil vyznačiť tzv. singlety (jedná sa o bunky, ktoré sú v procese oddeľovania sa 
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od seba). Vymedzenie singletov sa nachádza v grafe, kde osa x predstavovala FSC_A 

a osa y FSC_H (Obr. 9B). Tento graf  následne slúžil ako základ pre tvorbu ďalších 

grafov, kde sa aplikovali štandardy z knižnice. FSC_A, kde A predstavuje skratku pre 

Area, čo v našom ponímaní bola nami vyznačená časť v ktorej sa nachádza nameraná 

populácia buniek. FSC_H, kde H predstavuje skratku pre Height, meria výšku signálu 

kde bunka rozptyľuje svetlo v smere dopredu, kde sa pretína s laserom. Parameter 

tohto typu je dôležitý pri detekovaní singletov v populácii.  

 

 

Obrázok 9: Vymedzenie populácii pre nasledujúce kroky analýzy. (A) Vyznačená 

populácia buniek vyčistená od nežiadúcich komponentov merania (cytometrické 

guličky - beads, debris a artefakty) určená na ďalšiu analýzu, kde osa x predstavovala 

FSC_A a osa y SSC_A. (B) Vymedzenie populácie singletov ako prvý krok selekcie 

relevantných buniek pre finálny výpočet, kde osa x predstavovala FSC-A a osa y FSC-

H.  

 

Následne sme v grafe odtienili/rozpoznali HS-5 bunky, ktoré do finálneho 

počtu AML buniek nepotrebujeme. Bodový graf kde sa HS-5 oddelili bolo potrebné 

rovnomerne rozdeliť na 2 populácie - HS-5 a AML buniek (Obr. 10A). Na bodovom 

grafe bol aplikovaný štandard CD45_FITC_A na ose x a AF color_A (autoflorescence 

color) na ose y. Toto rozdelenie bolo ešte skontrolované histogramom, ktorý sme si pre 

danú kontrolu vytvorili, a následne rozdelenie podľa neho upravovali (Obr. 10B). Na 

grafe osa x sa zhodovala s predošlým grafom (CD45_FITC_A) avšak osa y 
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zobrazovala početnosť (Events). Tento graf nám rozdeľoval populáciu na CD45 

negatívnu (zelená farba) a CD45 pozitívnu (hnedá farba).  

 

 

Obrázok 10: Postupné rozdeľovanie buniek na základe uplatnených štandardov. (A) 

Oddelenie CD45 negatívnych HS-5 bunkiek (v ľavej časti grafu) od CD45 pozitívnych 

AML bunkiek (v pravej časti grafu pomocou CD45_FITC_A na osi x a 

autofluorescenčným signálom (AF color_A) na osi y. (B) Znázornenie histogramu pre 

kontrolu správneho rozdelenia zobrazeného v grafe A. Osa x zobrazuje 

CD45_FITC_A, zatiaľ čo osa y početnosť udalostí (Events). Populácia bola rozdelená 

na CD45-negatívne (zelená) a CD45-pozitívne (hnedá) bunky.  

 

Posledné vytvorené grafy sú zobrazené na Obr. 11. Na osu X sme aplikovali 

CD45_FITC_Area danej bunkovej línie, kde ako v predošlom obrázku došlo 

k rozlíšeniu na CD45 negatívna populácia (vľavo) a CD45 pozitívna populácia 

(vpravo). Na osu Y bola aplikovaná PI_Area, kde došlo k rozdeleniu PI negatívnej 

populácie (smerom nadol) a PI pozitívnej populácie (smerom nahor). Populácie, ktoré 

sa nám zobrazili v grafe sme následne od seba oddelili zvislou a ekvatoriálnou čiarou 

(Obr. 11A). Pre nás žiadúca populácia bola CD45 pozitívna a PI negatívna, ktorú sme 

v grafe  vyselektovali a samostatne vyznačili (Obr. 11B). V grafe bola aplikovaná 

CD45_FITC_Area na ose x a na ose y zase PI_Area.  
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Obrázok 11: Rozdelenie populácii na základe signálov odvodených od štandartov. (A) 

Rozdelenie buniek do štyroch kvadrantov na základe expresie CD45 (osa_x, 

CD45_FITC_A) a prítomnosti PI (osa y, PI_A). Výsledkom bolo oddelenie CD45-

pozitívnych/negatívnych a PI- pozitívnych/negatívnych populácií. (B) Vyselektovaná 

finálna populácia buniek klasifikovaná ako CD45-pozitívna a PI-negatívna potrebná 

na výpočet, kde osa x predstavovala CD45_FITC_A a osa y zase PI_A.  

 

Ako už bolo spomínané v cieli diplomovej práce, zisťovali sme vplyv cytokínu 

CXCL14 na AML bunky, čo dokážeme detekovať počtom buniek ku ktorému sme sa 

dopracovali vďaka rozlíšeniu jednotlivých komponentov spomínaných vyššie. 

Množstvo buniek, ku ktorému sme sa dopracovali, ako aj množstvo beadsov sme 

vložili do vzorca, ktorý bol uvedený v príbalovej informácii beadsov.  

Daný vzorec znel:  

𝐴 =  
𝑋

𝑌
 𝑥 

𝑁

𝑉
 

Výsledok tohto vzorca predstavoval absolútny počet bunkovej populácie.  

Pomer vľavo (
𝑋

𝑌
) predstavoval pozitívnu populáciu AML buniek z grafu, kde v ose x 

bol aplikovaný pozitívny štandard CD45_FITC_A a ose y zase pozitívna PI_A (X) 

a počet cytometrických guličiek na ktorý sa to vzťahovalo v konkrétnom vzorku (Y).  
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Druhý pomer vpravo (
𝑁

𝑉
) predstavoval počet beadsov v jednej FACS skúmavke (4945 

beads) (N), ktorý tam bol pridaný v poslednom kroku prípravy na meranie a celkové 

množstvo vzorku, ktoré bolo merané, čo v našom prípade predstavovalo 310 µl (V).  

  



 

53 
 

4.5  Štatistická analýza  

Štatistická analýza a grafické znázornenie výsledkov boli vyjadrené pomocou 

programu GraphPad Prism 10.4.1. (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). 

Výsledky sú interpretované ako priemer štyroch nezávislých biologických 

experimentov. Štatistická významnosť bola hodnotená pomocou nepárového t-testu. 

Výsledky z pilotného experimentu sú prezentované ako priemer hodnôt z jedného 

biologického experimentu. Z dôvodu obmedzeného počtu vzoriek nebola v tomto 

prípade vykonaná štatistická analýza.  
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5. VÝSLEDKY  

V tejto kapitole sú prezentované výsledky ko-kultivačných experimentov AML 

bunkových línií (MOLM-13, MV4-11 a THP-1) so stromálnou bunkovou líniou HS-

5, v ktorých sme sledovali vplyv cytokínu CXCL14 na rast AML buniek. Výsledky sú 

rozdelené podľa jednotlivých experimentálnych podmienok a sú znázornené graficky. 

Zaznamenané rozdiely medzi kontrolnou a CXCL14-stimulovanou skupinou 

naznačujú určitý trend, ktorý sa líši medzi jednotlivými AML modelmi.  

 

5.1  Výsledky celkového počtu AML buniek v ko-kultivácii so 

stromálnou bunečnou líniou HS-5 (70-tisíc/jamka)  

V tomto experimente sme hodnotili počet AML buniek (MOLM-13, MV4-11, 

THP-1) po 6-dňovej ko-kultivácii so stromálnou HS-5 líniou (70-tisíc/jamka), pričom 

skupiny boli porovnávané v prítomnosti alebo neprítomnosti cytokínu CXCL14 (10 

ng/ml). Každý jeden typ AML buniek sa v porovnaniach od seba odlišuje a na každú 

skupinu cytokín CXCL14 pôsobil rôzne (Obr. 12).  

Pri bunkovej línií MOLM-13  je celkový počet AML buniek v skupine s CXCL14 

vizuálne mierne nižší v porovnaní s kontrolou. Jednotlivé peak-y poukazujú vo 

všetkých 4 prípadoch modestný pokles v celkovom počte MOLM-13 (Obr. 12A). 

Priemerný počet u kontrolnej skupiny predstavoval 74-tisíc buniek, zatiaľ čo priemer 

u CXCL14-stimulovanej skupiny bol 60-tisíc buniek. Hodnoty medzi jednotlivými 

experimentami vykazovali určitý rozptyl, ktorý je vyjadrený smerodajnou odchýlkou 

(SD).  

V prípade bunkovej línie MV4-11 je celkový počet AML buniek takmer rovnaký 

v oboch skupinách (CTRL aj CXCL14) bez výraznejších rozdielov (Obr. 12B). 

Priemerná hodnota u CTRL skupiny predstavovala 59-tisíc buniek a u CXCL14-

stimulovanej skupiny zase 56-tisíc buniek. Variabilita medzi experimentmi je 

znázornená pomocou SD.  

Pri línii THP-1 je naopak počet AML buniek v skupine s CXCL14 opticky mierne 

vyšší ako v kontrolnej skupine a to u každého experimentu (Obr. 12C). Priemerná 

hodnota buniek u kontrolnej skupiny bola 21-tisíc, zatiaľ čo u CXCL14-stimulovanej 
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skupiny priemer predstavoval 25-tisíc buniek. Rozptyl medzi jednotlivými meraniami 

je opäť vyjadrený formou SD.  

Tieto pozorovania naznačujú, že odpoveď AML buniek na CXCL14 môže byť 

líniovo špecifická.  

 

 

Obrázok 12: Grafické znázornenie celkového počtu AML buniek v ko-kultiváciách s 

HS-5 v  kontrolnej a CXCL14-stimulovanej skupine. Výsledky sú vyjadrené ako 

priemer štyroch nezávislých experimentov (n=4) ± SD. Štatistická analýza sa vykonala 

pomocou nepárového t-testu; ns = nevýznamné.  

 

5.2  Výsledky celkového počtu AML buniek v pilotnom experimente 

s rôznym počtom HS-5 buniek v ko-kultivácii  

V tomto nadväzujúcom pilotnom experimente sme sa zamerali na hustotu 

stromálnych buniek. Vychádzali sme z hypotézy, že konfluencia v rozsahu 80-90 % 

v predchadzajúcich experimentoch mohla predstavovať nadmernú bunkovú hustotu, 

čo by mohlo ovplyvniť dostupnosť cytokínu a tým aj jeho biologickú aktivitu pri 

skúmaní inhibície rastu AML buniek. Z tohto dôvodu bol experimentálny dizajn 

upravený. Do ko-kultivácie sme použili AML bunkové línie MV4-11 a THP-1 so 

stromálnou líniou HS-5, pri ktorých sme sledovali vplyv cytokínu CXCL14 (10 

ng/ml). Línia MOLM-13 bola v tomto prípade vynechaná z dôvodu prítomnosti 

mutácie FLT3-ITD, ktorá je už zastúpená v MV4-11. Tento experiment nadväzoval na 

predchádzajúce výsledky s fixným počtom stromálnych HS-5 buniek (70-tisíc/jamka), 

pri ktorých sa nepozoroval výraznejší účinok cytokínu CXCL14 a preto sme sa 
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rozhodli testovať tri rôzne hustoty bazálnej vrstvy stromálnych buniek - 10-, 30- a 50-

tisíc buniek na jamku. V priebehu šiestich po sebe nasledujúcich dní sme 

zaznamenávali počet buniek v jednotlivých podmienkach, aby sme vyhodnotili 

dynamiku rastu v závislosti od počiatočnej hustoty buniek (Tabuľka 3).
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Tabuľka 3: Dokumentácia rastu bazálnej vrstvy v pilotnom experimente obsahujúcom 10-, 30-, 50-tisíc HS-5 buniek počas 6 dní. Rozlíšenie 

fotografíí z mikroskopu predstavuje 1x104.  

 1. deň 2. deň 

 

3. deň 4. deň 5. deň 6. deň 

 

 

10-

tis. 

bb. 

      

 

 

30-

tis. 

bb. 

 

 

 

 

 

 

 

 

     

 

 

50-

tis. 

bb. 
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Výsledky naznačujú, že v prípade línie MV4-11 (Obr. 13A) bol pri najnižšom 

počte HS-5 buniek počet AML buniek s CXCL14-stimulovanou skupinou mierne 

vyšší ako v kontrolnej skupine. Pri strednom počte HS-5 bol naopak počet AML 

buniek mierne nižší a pri najvyššom počte HS-5 buniek boli hodnoty v oboch 

skupinách prakticky totožné.  

Pri línií THP-1 (Obr. 13B) boli zaznamenané podobné trendy. Pri najnižšom počte 

HS-5 bol počet buniek v stĺpci kontrolnej skupine o niečo vyšší ako v CXCL14-

stimulovanej skupine. Pri strednom počte HS-5 je tento trend najvýraznejší – počet 

buniek v CXCL14-stimulovanej skupine bol citeľne nižší. Pri najvyššom počte HS-5 

buniek boli hodnoty v oboch skupinách opäť veľmi podobné.  

Tieto pozorovania naznačujú, že počet stromálnych buniek môže ovplyvniť účinok 

CXCL14 na AML bunky, pričom najvýraznejší pokles AML buniek po pridaní 

CXCL14 bol pozorovaný pri THP-1 bunkovej línií v podmienke so strednou hustotou 

HS-5 buniek. V ostatných podmienkach predsa len boli rozdiely medzi kontrolnou a 

stimulovanou skupinou minimálne.  

 

 

Obrázok 13: Grafické znázornenie celkového počtu AML buniek v ko-kultiváciách s 

HS-5 bunkami pri rôznych počiatočných počtoch stromálnych buniek v kontrolnej a 

CXCL14-stimulovanej skupine (n=1).  
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6. DISKUSIA  

AML je rýchlo vyvíjajúce sa nádorové ochorenie, počas ktorého dochádza ku 

remodelácií mikroprostredia kostnej drene a k narušeniu normálnej rovnováhy 

cytokínov (Ravalet et al., 2025; Reinhardt & Ochsenbein, 2025). To vytvára 

podmienky pre rast LSC, ich samo-obnovu a aj chemorezistenciu. Mikroprostredie 

poskytuje LSC ochranu pred cytotoxickými účinkami terapie vďaka prepojenej sieti 

buniek a signálnych molekúl vrátane cytokínov a chemokínov (Greim et al., 2014). 

Cytokíny prítomné v mikroprostredí kostnej drene zohrávajú dôležitú úlohu 

v regulácii LSC procesov, kde niektoré môžu proliferáciu a prežitie LSC podporovať, 

iné cytokíny ju môžu inhibovať (Reinhardt et al., 2025; Naji et al., 2024; Luciano et 

al., 2022). Niektoré cytokíny môžu mať však paradoxne dvojitý účinok v závislosti od 

podmienok (napr. odlišné mikroprostredie) - môžu buď podporiť prežitie LSC 

a v iných podmienkach môžu rast a prežitie LSC potlačiť (Angelo et al., 2025).  

Medzi cytokíny nachádzajúce sa v mikroprostredí kostnej drene patrí aj 

chemokín CXCL14, ktorého úloha v leukémii je zatiaľ len málo preskúmaná. Hoci bol 

CXCL14 preskúmaný v rôznych iných biologických aspektoch, zatiaľ štúdie, ktoré 

skúmali vplyv CXCL14 v priamom spojení s AML neboli prevedené. Naopak, existujú 

dôkazy o jeho vplyve v CML, ktoré priniesli pozitívne výsledky. Strata CXCL14 

v stromálnych bunkách kostnej drene prispievala k prežitiu LSC, jeho obnovenie však 

viedlo k potlačeniu rastu LSC a zvýšeniu citlivosti na inhibítory tyrozínkinázy 

(Dolinska et al., 2023). Tieto výsledky nás viedli k myšlienke, že CXCL14 by mohol 

predstavovať zaujímavý cieľ aj pri AML, a preto sme sa rozhodli overiť jeho možné 

účinky v tejto nepreskúmanej oblasti. Obmedzené množstvo dostupných štúdii 

naznačuje, že ide o málo preštudovanú a jedinečnú oblasť, kde sa naša experimentálna 

práca snažila prispieť k lepšiemu pochopeniu úlohy CXCL14 v AML.  

Naše experimenty, založené na ko-kultiváciách AML bunkových línií MOLM-

13. MV4-11 a THP-1 so stromálnou bunkovou líniou HS-5, boli zamerané na overenie 

potenciálneho inhibičného účinku CXCL14.  Na rozdiel od výsledkov u CML modelov 

použitých v štúdii Dolinska et al., sme pozorovali rozdielne odpovede medzi 

jednotlivými AML líniami - pozorovali sme mierny, minimálny či žiadny dopad 

inhibičného efektu bez štatisticky významných rozdielov. Ko-kultivácie s MOLM-13 
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(FLT3-ITD/MLL-AF9) a MV4-11 (FLT3-ITD/MLL-AF4) ukázali podobný inhibičný 

trend účinku CXCL14 oproti nestimulovanej kontrole, zatiaľ čo výsledky z THP-1 

(FLT3-wt/MLL-AF9) ukázali opačný efekt. Tieto rozdiely môžu byť spojené s 

genetickými a fenotypovými charakteristikami týchto AML bunkových línií (Yao et 

al., 2022; Reiter et al., 2018), ktoré pravdepodobne ovplyvňujú ich interakciu s 

mikroprostredím a celkovú odpoveď na CXCL14.  

V bazálnej vrstve našich experimentoch sme použili stromálnu bunkovú líniu 

HS-5. Keďže sme s touto problematikou ešte len začínali a v tom čase sme nemali 

k dispozícii primárne MSC izolované od pacientov, rozhodli sme sa najprv overiť 

potenciálny účinok CXCL14 v ko-kultiváciách za použitia cenovo dostupného modelu 

najviac priblíženého k MSC. Aj keď HS-5 nepredstavuje najideálnejší model 

vytvárania mikroprostredia v ko-kultivačných experimentoch, táto línia je bežne 

používaná (Gu et al., 2025; Decombis et al., 2024). Vo viacerých parametroch (génová 

expresia, profil signálnych dráh a povrchové markery) sa veľmi podobá primárnym 

MSC kostnej drene. HS-5 exprimujú klasické markery MSC (CD73, CD90, CD105, 

HLA-ABC), chemokín CXCL12 (Giallongo et al., 2022; Ren et al., 2021) a podporujú 

hematopoetické progenitory. Neexprimujú však chemokín CXCL14 (Cucchi et al., 

2020) a vyznačujú sa imunosupresívnymi vlastnosťami - predovšetkým inhibície 

proliferácie T buniek, čím dokážu tlmiť imunitné reakcie podobne ako MSC (Adamo 

et al., 2020). Ako alternatíva sa môže použiť línia HS-27A, ktorá je taktiež cenovo 

dostupná, no na rozdiel od HS-5, HS-27A vylučuje len veľmi nízke hladiny rastových 

faktorov a nepodporuje proliferáciu hematopoetických progenitorov v ko-kultúrach 

(Iwata et al., 2014). Funkčne sú menej podobné skutočným MSC a analýzy génovej 

expresie naznačujú, že sú menej vhodné na modelovanie určitých vlastností MSC 

(Adamo et al., 2020).  

Jedným z ďalších mechanizmov účinku CXCL14 je jeho špecifická interakcia 

s osou CXCL12-CXCR4, ktorá je kľúčová a najviac študovaná (Cho et al., 2017). Táto 

signalizačná dráha je aktívna ako v HSC, tak aj v LSC. Vďaka tejto osi primárne 

dochádza ku udržiavaniu HSC v kľudovom stave, chráneniu HSC pred 

apoptózou/oxidačným poškodením čím sa podporuje funkčnosť hematopoetického 

systému (Singh et al., 2020). Navyše táto os riadi tzv. homing - smerovanie a migráciu 

AML buniek (prevažne LSC) a aj HSC späť do kostnej drene. Kým u HSC tento 
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mechanizmus zvyšuje ich prežitie a proliferáciu v kostnej dreni, u LSC naopak 

podporuje ich prežitie v ochrannom prostredí a prispieva k chemorezistencii 

(Korbecki et al., 2023; Miari et al., 2024). CXCL14 môže fungovať ako falošný ligand 

alebo modulátor receptoru CXCR4, vyskytujúci sa aj na LSC bunkách (Su et al., 

2021), čím sa naviaže na receptor a zablokuje miesto väzby pre CXCL12 alebo mení 

signalizáciu tejto osy. Avšak CXCL14 sa môže naviazať kompetetívnou väzbou na 

receptor CXCR4 a tým zabraňovať CXCL12 k aktivácii tejto dráhy alebo ju môže 

jemne modifikovať (Tanegashima et al., 2013). Jeho dvojitý účinok sa prejavil v 

literatúre, kde in vitro štúdie poukazujú na to, že CXCL14 môže pôsobiť ako pozitívny 

alosterický modulátor CXCR4 a posilňovať účinok CXCL12 (Collins et al., 2017; 

Kouzeli et al., 2020), in vivo výsledky naopak ukazujú, že CXCL14 pôsobí ako 

inhibítor, čím znižuje migráciu LSC do niky kostnej drene (Tanegashima et al., 2013). 

Rozdiely medzi našimi zisteniami účinku CXCL14 a výsledkami publikovanými 

v súvislosti s CML (Dolinska et al., 2023) môžu súvisieť s odlišnosťami medzi AML 

a CML a to napr. odlišnou biologickou povahou, v samotných bunkách (odlišné 

vlastnosti a reakcia na CXCL14), ich genetických a fenotypových charakteristikách, 

hladín expresie receptorov či samostatného vytvoreného experimentálneho 

mikroprostredia. Napriek tomu, že sme sa inšpirovali touto štúdiou a očakávali sme 

podobný účinok CXCL14 ako u CML, naše výsledky naznačujú, že reakcia CXCL14 

v AML môže byť odlišná a je potrebné jej ďalšie skúmanie.  

Ďalším aspektom je metabolická interakcia AML buniek a stromálnych HS-5 

buniek. HS-5 bunky sekretujú acetát, ktorý AML bunky konzumujú a využívajú ho pre 

biogenézu lipidov, čo im pomáha pre prežitie. Toto vylučovanie je špecifické pre 

interakciu AML a stromálnych buniek. Došlo aj k preukázaniu, že acetát môže 

prispievať k chemorezistencii, pretože AML bunky, ktoré boli suplementované 

acetátom vykazovali zvýšené prežitie pri chemoterapii (Vilaplana-Lopera et al., 2022). 

Tento fakt môže spôsobiť prispievanie k chemorezistencii a tým maskovať inhibičný 

účinok CXCL14. Po niekoľkých experimentoch, kde bola bazálna stromálna línia HS-

5 bola fixne daná, sme neobdržali predpokladaný inhibičný efekt CXCL14 na AML 

bukové línie v ko-kultiváciách. Rozhodli sme sa jemne pozmeniť prostredie vytvárané 

HS-5 a to konkrétne znížením ich počtu. Zohľadnili sme možný vplyv hustoty a aj 

pravdepodobnosť vytváraného acetátu. Tieto výsledky poskytli lepší náhľad na hustotu 
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HS-5 a jej vplyv na rast AML buniek s CXCL14 chemokínom, avšak vychádzali len 

z jedného pilotného experimentu. Na potvrdenie týchto pozorovaní a overenie 

výsledkov by bolo potrebné opakovať ďalšie experimenty, vrátane ďalších zmien 

hustoty HS-5, keďže práve táto podmienka pravdepodobne ovplyvňuje množstvo 

produkovaného acetátu a tým aj výsledný efekt rastu AML buniek v prítomnosti 

CXCL14. Týmito experimentmi by sme mohli poskytnúť komplexnejší záver v tejto 

opísanej metabolickej interakcii.  

Naše experimenty obsahovali určité limitácie, medzi ne patrí už spomínaná 

voľba stromálnej línie HS-5, relatívne krátke trvanie ko-kultivácie v porovnaní 

s funkčnými testami ako CFU-C, LTC-IC alebo CAFC a jedna koncentrácia CXCL14. 

V našej práci sme použili jednoduchší a dostupnejší model (HS-5 + AML línie) aby 

sme si overili základný účinok efektu CXCL14 na rast AML buniek. Uvedomujeme si 

však to, že tento model mal limity a fyziologicky vhodnejší by bol model s primárnymi 

MSC bunkami v ko-kultiváciach s LSC od AML pacientov. V našich ko-kultivačných 

experiementoch bolo použité médium StemSpan SFEM 1, čo je médium 

optimalizované na základnú podporu prežitia a expanzie hematopoetických 

progenitorov (HSPC, CD34+). Do budúcna by sme odporučili pre prácu s primárnymi 

pacientskymi bunkami zvoliť médium StemSpan SFEM 2, ktoré má novšiu 

a vylepšenú formuláciu média a doplnenie tohto média o CD34+ expansion 

supplement, by zlepšilo expanziu a diferenciáciu CD34+ progenitorov približne o 40 

% (STEMCELL Technologies.,  StemSpan SFEM II). Zohľadnenie tohto aspektu by 

v budúcnosti predstavoval zlepšenie podmienok pre spoľahlivejšie vyhodnotenie 

CXCL14 účinku. Ďalšou limitáciou bola zvolená kratšia časová dĺžka ko-kultivácie 

a domnievame sa, že toto časové rozmedzie nebolo dostatočné na zachytenie plného 

účinku použitého chemokínu. V budúcich experimentoch by bolo ideálne overiť 

pomocou funkčných testov dlhodobého charakteru, ako sú napr. CFU-C (colony-

forming unit cell), LTC-IC (long-term culture-initiating cell) a CAFC (cobblestone 

area-forming cell) (van Os et al., 2008). Tieto testy dokážu hodnotiť nielen proliferáciu 

ale aj dlhodobý repopulačný potenciál kmeňových buniek v podmienkach bližších in 

vivo. Z hľadiska koncentrácie CXCL14 boli naše experimenty zostavené podľa 

publikovaných podmienok v CML štúdii s koncentráciou CXCL14 (10 ng/ml) 

(Dolinska et al., 2023), s cieľom zistiť, či sa rovnaký efekt prejaví aj v AML modeloch. 
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Vzhľadom na časové a materiálové obmedzenia sme sa sústredili teda len na jednu 

koncentráciu chemokínu. V budúcich experimentoch by sme odporučili overiť 

potenciálny účinok chemokínu vo viacerých koncentráciach, ktoré by mohli priniesť 

potencionálne odlišné alebo dávkovo závislé účinky v prostredí AML.  

Naša štúdia je, podľa dostupných údajov, prvou prácou, ktorá skúma účinok 

CXCL14 v kontexte AML. Napriek limitom, ktoré táto štúdia obsahuje, sme sa pri 

navrhovaní experimentov mohli oprieť len o obmedzený počet literárnych zdrojov, 

prevažne z iných hematologických malignít (CML), a prečo vnímame naše výsledky 

skôr ako východisko pre ďalšie nadväzujúce výskumy. Potrebné je však ďalšie 

overenie a rozšírenie našich zistení, aby bolo možné presnejšie posúdiť skutočný 

význam CXCL14 v prostredí AML.  
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7. ZÁVER  

Mikroprostredie kostnej drene sa vyznačuje vysokou koncentráciou rôznych 

regulujúcich prvkov. Medzi ne patria okrem iného aj rozličné typy cytokínov, ktoré 

v mikroprostredí kostnej drene u pacientov s AML ovplyvňujú a remodelujú toto 

mikroprostredie, čím napomáhajú prežitiu LSC. Niektoré bunky mikroprostredia 

kostnej drene zároveň produkujú aj chemokín CXCL14, ktorého inhibičný potenciál 

LSC buniek bol zistený pri CML.  

V rámci tejto diplomovej práce došlo k skúmaniu účinku chemokínu CXCL14 

na proliferáciu AML buniek, konkrétne línií MOLM-13, MV4-11 a THP-1, pričom 

sme využili ko-kultivačnú metódu so stromálnymi bunkami HS-5 slúžiacimi ako 

podporná bazálna vrstva. V našich výsledkoch boli pozorované mierne poklesy rastu 

AML buniek vplyvom pôsobenia CXCL14, ktoré však neboli štatisticky signifikantné. 

Na základe týchto výsledkov sa upravila hustota stromálnej bunkovej línie HS-5 s 

ohľadom na hypotézu, že HS-5 môže intenzívnejšie podporovať prežívanie a rast AML 

buniek a tým ovplyvňovať účinok CXCL14. Pilotný experiment naznačil, že pri 

určitých podmienkach môže byť účinok CXCL14 lepšie pozorovaný. Rovnako tak 

reakcia AML buniek na chemokín CXCL14 môže byť špecifická pre konkrétne AML 

línie a primárne AML kultúry. 

Vzhľadom na to, že táto práca patrí medzi prvé, ktoré sa zaoberajú účinkom 

CXCL14 pri AML, je potrebné zohľadniť určité limitácie našich experimentov, najmä 

použitie stromálnej bunkovej línie HS-5 namiesto primárnych MSC buniek pacientov. 

Okrem toho, pre detailnejšie posúdenie účinku CXCL14 by bolo vhodné realizovať 

dlhodobejšie experimenty, napríklad vo forme klonálnych esejí. Na základe získaných 

výsledkov nie je možné vyvodiť jednoznačný záver o vplyve CXCL14 na AML, no 

možno konštatovať, že CXCL14 predstavuje zaujímavý faktor mikroprostredia kostnej 

drene s potenciálom ovplyvnenia správania leukemických buniek. Pre objasnenie 

úlohy tohto chemokínu bude potrebné realizovať ďalšie experimenty, ktoré dokážu 

tieto výsledky overiť a napomôcť k celkovému zisteniu role CXCL14 v 

prostredí AML.  
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