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Abstrakt:

Glioblastoma multiforme je jeden znadori, které dosud vzdoruji soucasné¢ vyuzivanym
metodam 1€cby (radioterapie a chemoterapie). Vzhledem k neuspéchu jeho tplného potlaceni
doslo k vyvoji terapii, které¢ nespliiuji konvencéni predstavy o protinadorové 1é¢be. Prave ale
tyto metody by mohly vést k zabranéni dalsi proliferace bun¢k a riistu nadoru. Terapie, jako je
anti-angiogeneze, ketogenni dieta, fototermalni terapie a feroptéza, mohou byt zacileny proti
nadoru a vyznamné naklonit nadorovou 1écbu v prospéch pacienti a doktorti. Piestoze kvuli
vedlejsim efektlim, ptidatné toxicité ¢i vzniku rezistence je nutné je dale optimalizovat, hraji

rozhodujici roli v budoucnosti onkologie.

Kli¢ova slova: glioblastoma multiforme; onkologicka 1é¢ba; anti-angiogeneze; ketogenni

dieta; fototermalni terapie; feroptdza
Abstract:

Glioblastoma multiforme is one of the tumours defying the treatment that is currently in use
(radiotherapy and chemotherapy). Due to the failure in its complete repression, new methods
were developed, methods that do not fulfil the traditional expectation about oncological
treatment. But it’s these methods that could lead to inhibition of further proliferation and growth
of the tumour. Therapies, like anti-angiogenesis, ketogenic diet, photothermal therapy or
ferroptosis, can be targeted against the tumour and significantly tip the oncological treatment
in favour of patients and doctors. Despite the need to optimize them due to side effects, added

toxicity or development of resistance, they play a vital role in the future of oncology.

Keywords: glioblastoma multiforme, oncological treatment; anti-angiogenic therapy,

ketogenic diet, photothermal therapy, ferroptosis



Seznam zkratek

ADA ,,American Diabetes Association®, Americka diabeticka asociace

ATP »adenosine triphosphate®, adenosintrifosfat

BBB ,,blood-brain-barrier, hematoencefalicka bariéra

BDH1 ,»D-P-hydroxybutyrate dehydrogenase*, D-3-hydroxybutyrat
dehydrogenaza

BHB ,»p-hydroxybutyrate, B-hydroxybutyrat, ketolatka

CD4+ T bunky pomocné T-lymfocyty s diferencia¢ni skupinou 4

CT »computed tomography®, vypocetni tomografie

DMT1 »divalent metal-ion transporter 1%, transportér Zeleza

DNA »deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleova kyselina

EGF »epidermal growth factor®, epidermalni ristovy faktor

EGFR »epidermal growth factor receptor, receptor EGF

EGFRvIII mutantni EGFR (varianta III)

FDA ,JFood and Drug Administration®, Utad pro kontrolu potravin a 16¢iv

FGF »fibroblast growth factor®, fibroblastovy rstovy faktor

FSP1 ,ferroptosis suppressor protein 1, feroptdzu supresujici protein 1

GPX4 »glutathione peroxidase 4%, glutathionperoxidaza 4

GSC ,»glioblastoma stem-like cells*, kmenové buriky glioblastomu

HDL ,»high-density lipoprotein‘, vysokodenzitni lipoprotein

HER2 ,human epidermal growth factor®, receptor humanniho epidermalniho

rustového faktoru

HIF-1 ,hypoxia-inducible factor 1, hypoxii indukovany faktor 1

HK2 ,.,hexokinase 2%, hexokinaza 2

IRE »iron responsive elements®, elementy reagujici na zelezo

IREB2 »iron-regulatory protein®, protein reagujici metabolismus Zeleza

Keapl ,Kelch-like ECH-associated protein 1¢

LIP ,labile iron pool®, hladina nevazaného zeleza v bunce

MFA »~magnetic fluid hyperthermia®, vyvolani hypertermie pomoci magnetického
pole

MRI »magnetic resonance imaging*, magnetické rezonance

NCOA4 ,»huclear receptor coactivator 4%, ferritinovy kargo-receptor

NEET 2Fe-2S proteiny regulujici koncentrace Zeleza a volnych radikalti v burice

NIR ,»hear infra-red®, zafeni blizké infracervenému zateni (pro experimentalni

ucely se pouziva rozmezi mezi 650-900 nm)

NK-«xB »huclear factor ¥ B, jaderny faktor k B
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WHO

»huclear factor (erythoid-derived)-like 2, jaderny faktor 2

»3-oxo0acid coenzyme A transferase 1%, 3-oxoacid koenzym A-transferaza
»polyethylene glycol®, polyethylenglykol

»pyruvate kinase M2%, pyruvatkindza, isoforma M2

»placental growth factor®, placentdrni ristovy faktor

tumor supresorovy protein p53

,»phototermal therapy*, fototermalni terapie

»radiofrequency ablation®, vyuziti rddiovych vIn k indukci hypertermie
»reactive oxygen species®, volné kyslikové radikaly

»Six-transmembrane epithelial antigen of prostate 3, reduktazy iontd zeleza
,»tyrosine kinase inhibitor*, tyrosinkinazové inhibitory

»transferrin receptor®, transferrinovy receptor

»ultraviolet light, ultrafialové zareni (365 nm)

,»vascular endothelial growth factor, vaskularni endotelovy ristovy faktor
,vascular endothelial growth factor receptor®, receptor VEGF, dale délen
do tii typt (1-3)

»World Heath Organization®, Svétova zdravotnicka organizace
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Uvod
Glioblastoma multiforme (také oznacovany jako glioblastom) patfi mezi jedny z nejcastéjSich
malignich nadorti centralni nervové soustavy. Prestoze je jeho incidence pomérné nizka (2-5 lidi ze
100 000) [1], tvofi vice nez 60 % vSech primarnich nadori mozku u dospélych pacienti [2].
Nejcastéji je pozorovan u osob starSich 60 let, ale miize se vyskytovat v jakémkoli véku (u déti je
vSak mén¢ Casty). Statistiky také poukazuji na ¢astéjsi vyskyt u muzi nez u Zen (v poméru 1,6:1) [1]

a vys$i poCty ptfipadii maji, oproti rozvojovym oblastem, zemé vyspélé [2].

Jedna se o gliom — primarni mozkovy nador. Gliomy jsou fazeny do tfid (I-IV) podle zhoubnosti,
kdy tfida I ma pouze maly proliferacni potencial. Tiidy II-IV potom obsahuji invazivni, maligni
nadory. Glioblastom je povazovan za nejagresivnéjsi nador mozku (proto je také fazen do IV. tfidy)

a ptivodem je z neuralnich ¢i gliovych bunék, které prosly maligni transformaci [1].

Dle zptsobu vzniku mizeme rozliSovat glioblastom primarni a sekundarni. Primérni vznika de
novo a je Cast&jsi u starSich pacientli, zatimco sekundarni, Castéj$i u pacientl mladsich, se tvofi
z nadorl nizsich tfid [1]. I pfesto, Ze byly objeveny mutace, které jsou schopny vznik glioblastomu
zapficinit, v praxi je genetickd predispozice pozorovana pouze u 5-10 % pacienti [2]. Byly
vypracovany i studie zabyvajici se enviromentalnimi riziky (koufeni, zafeni obrazovek mobilnich

telefontt), ale zadny faktor nebyl prokazateln¢ ptispivajici ke vzniku glioblastomu [1].

Nédor miize zapficinit nekolik projevii. Mlze pasobit pfimo na mozkovou tkan a zptisobovat
nekrozu. Dle pozice a velikosti nddoru pak dochazi k defektim ve specifické funkci mozku.
Naptiklad pacient s glioblastomem v temporalnim laloku maze trpét problémy se sluchem [2].
Rostouci nadorova masa a okolni otok (edém v lékatské terminologii) vedou ke zvyseni
intrakranialniho tlaku, ktery zptisobuje sekundéarni projevy nadoru. Hlavnim sekundarnim projevem
je bolest hlavy, kterou trpi az polovina pacientii [2]. Dalsim vedlejsim efektem miize byt spusténi
sekundarnich epileptickych zachvatl — tento symptom je projevuje v zavislosti na lokalizaci nadoru
u 30-50 % ptipadt [3]. Pfic¢ina smrti u pacienti u GBM vétSinou byva zplsobena sekundarnimi

symptomy — otokem a vysokym intrakranialnim tlakem [1].

Standartni 1é¢ebny proces se sklada z dvou ¢asti — vyoperovani nadoru a nasledné dalsi 1é¢by.
Chirurgicky zakrok je prvnim krokem, ktery pomtiZe pfi kontrole zachvatii, dochazi také k zastaveni
nekrozy okolni tkan€ a pokroku neurologického deficitu [2]. Zakrok je bézné uzivany, ale neni bez
komplikaci. Pti vyskytu nadoru v oblasti mozkového kmene ¢i bazalnich ganglii vyoperovani neni
mozné, pravé kvili problematickému umisténi [2]. Je nutné poznamenat, Ze vSechny zasahy do
mozku jsou provazeny mnohymi riziky a i pfi relativné ptistupném nadoru mtze dojit k vyznamnému
poskozeni mozku. Dalsi 1é€bou je vétSinou chemoterapie prostfednictvim cytostatika temozolomidu
a radioterapie. | u t€chto metod mtize, jako u chirurgického vyjmuti, dojit k poskozeni zdravé tkang.

Dalsi problematikou je vznik nekréz (u radioterapie) nebo vznik rezistence (u obou) [2].



Bohuzel ma glioblastom pomérné $patnou progndzu. Jedna se o nador s jednou z nejvyssich
mortalit a opakovany vyskyt je prakticky nevyhnutelny. Bez chirurgického zakroku je doba
pramérného doziti pacientl 14 tydnti [1], zatimco pfi vyuziti chirurgického zakroku a dalsi 1écby je
median preziti az 15 mésicii [4]. Pouze polovina pacientl se dozije roku po diagnéze a 5 let po
diagndze se pocet prezivsich snizi pod 10 % [1]. Zavisi vSak na veéku pacienta, velikosti a pozici
nadoru, pfedchozich poranénich nervové soustavy a mnoha dalSich faktorech. Hlavné vék hraje u
pacientti velkou roli — zatimco se 18 mésict po diagndze dozije piiblizn€ 66 % pacientti pod 40 let,

stejné doby se u osob starsich 60 let dozije méné nez 10 % [1].

Glioblastom je nador agresivni a heterogenni. Jeho rychla infiltrace do okolni tkan€ ¢ini vyjmuti
veskeré nadorové tkané témet nemozné, coz zpusobuje velmi vysoké riziko rekurence [1]. Pravé
problém opakovanych vyskytl je jednou z hlavnich ptic¢in vysoké mortality. Invazivni povaha je
zpusobena subpopulaci specifickych nadorovych bunék s expresi gend ovlivitujici pteziti buiiky a
schopnost migrace [5]. Exprese je nejspiSe spusténa podminkami jadra nadoru — buiiky zde jsou
vystaveny extrémnim stresovym faktortim jako je snizené pH, akumulace metabolitti nebo hypoxie.
Podle miry invazi lze rozlisit i mnoho bunécnych linii glioblastomu — mezi vysoce invazivni patii
napiiklad T1402 a T1456, zatimco mezi mén¢ invazivni SOX8 nebo NDRG2 [5]. Nadorové linie
s vysoce invazivnimi pohyblivymi bunikami jsou vice agresivni nez nadory méné invazivni [5]. I
kdyz jsou migrujici buniky schopné se pohybovat mozkovou tkéni, vétSina rekurentnich nadora se
vyskytuje kolem 2-3 cm od mista ptivodniho vyskytu [1], [2]. V minulosti dochazelo dokonce
k hemisferektomii (odstranéni celé hemisféry), dopady na kvalitu zivota pacienta byly ale obrovské
a rekurence nebyla plné zastavena [6], [7]. Na rozdil od vétSiny nadorti schopnych metastaz u
glioblastomu neni béZzné, aby invazivni bunky pronikaly do krevniho fecisté a cestovaly cévami dale
do téla[5]. Sekundarné vzniklé nadory tedy v absolutni vétSin€ zlstavaji v mozku, i kdyz byly

pozorovany nékteré extrakranialni. Incidence takovych piipadi je ale ptiblizné pouze 0,2 % [8].

Dle WHO v roce 2020 zemielo celosvétoveé kvili nadoriim centralni nervové soustavy pies
300 000 lidi, v zddném piipadé tedy nedosahuji na prvni misto ,,nejsmrtelnéjsiho nadoru®, kterym je
rakovina prsu s vice nez 2 miliony umrti [9]. I pfesto si nddory mozku zasluhuji zvySenou pozornost
védcl. Po tivodnich statistikach je jasné, Ze na znacné Casti vySe zminénych umrti se podili
glioblastom. V soucasné dobé¢ je vSak lécba tohoto nadoru nedostacujici — nadory se opakované
vytvaii po chirurgickém vyjmuti, chemo i radioterapiich. Je tfeba zaméfit se na nové metody, které
by byly méné invazivni a pusobily i na migrujici buniky vyskytujici se mimo solidni masu nadoru.
S pomoci téchto novych, nekonvenénich zptisobt terapie by mohlo dojit k prodlouzeni a zlepSeni
kvality zZivota pacientli. V této praci se zamétim na nékolik nadéjnych moznosti, pficemz nékolik

z nich je uz vyuzivano ve fazi pilotnich studii.



Metody

Pro zacCatek je nutné poznamenat, Ze existuje vice metod, které jsou probirany ve védeckych
studiich a které by potencialné¢ mohly v budoucnu zlepsit efektivitu 1é¢by glioblastomu. V této praci se
budu vénovat metodam, které uz jsou vyuzivany v klinickych studiich a maji dostate¢né mnozstvi

veédeckych publikaci pro uceleny pohled na problematiku zkoumané metody.



1. Anti-angiogeneze

1.1. angiogeneze a jeji blokace v onkologii

Na pocatku formace vyuziva nddor k zdsobeni svych bunék kyslikem a zivinami jiz pfitomné
krevni cesty, ale vzhledem k abnormalné rychlé proliferaci masa naddoru rychle roste a piivodni zdsobeni
se stava nedostacujicim. Nastava zména (,,angiogenic switch*), kdy hypoxie nastartuje zvySenou expresi
pro-angiogennich faktorti [10], [11]. Prostfednictvim vazby téchto exprimovanych molekul na ptislusné
receptory dochazi k proliferaci endotelu stén cév a tvorbé novych kapildr. Nador si tak zacina
neorganizované vytvaret nové aberantni cévy rapidni angiogenezi. Pfi vyuziti anti-angiogenni 1écby
dochazi k blokaci pro-angiogennich faktorti i receptort a tedy i celé drahy, coz vede k zamezeni dalsi

tvorby poskozenych cév [12].

Angiogeneze je umoznéna plejadou riiznych molekularnich drah pomoci rozlisnych pro-
angiogennich faktort. V klinice je pro blokaci nejvyuzivanéjsi vaskularni endotelovy rastovy faktor
(VEGF) se svym receptorem (VEGFR2), ale existuje vice molekul a receptord, které je mozné vyuzit —
naptiklad fibroblastovy (FGF) a epitelialni (EGF) ristové faktory, chemokiny nebo angiopoetiny [10],
[12].

Glioblastom je obecné povazovan za velmi vaskularizovany nador s vysokou expresi pro-
angiogennich faktord (velmi prominentni je pravé VEGF), coz jej ¢ini idealnim pro lécbu anti-
angiogenezi [10], [11]. Na rozdil od ostatnich (v praci popsanych) metod uz se dokonce nekolik let
vyuziva v praktické 1écbé. V roce 2009 FDA povolilo vyuziti anti-angiogenni latky bevacizumab pro
pacienty s rekurentnim glioblastomem [11]-[13], ale své uplatnéni nachazi i pti 1ébé rakoviny tlustého
stteva [14] ¢i ledvin [15]. Dalo by se fici, Ze se po chemo a radioterapii jednd o nejpouzivangjsi
pooperacni 1é¢bu glioblastomu, jeji potencial vSak stale neni pln€ vyuzity — primarné dochazi k nasazeni
bevacizumabu rekurentnim pacientim ¢i pii selhani standartni terapie [12]. Nové diagnostikovanym
pacientim neni doporuc¢ovan — v kombinaci se standartni lécbou nedochézelo k prodlouzeni doby preziti
a navic latka zplisobuje vazné vedlejsi ucinky [12], [13], [16]. U rekurentnich pacientd se vSak
v kombinaci s chemoterapii zda byt vyhodna — dobu pieziti oproti chemoterapii samotné prodluzuje a je
dobfe tolerovana [12], [17]. Pro plné pochopeni rozdilu v odpovédi nové diagnostikovaného nadoru od
rekurentniho bude potfeba provést na toto téma vice studii, avSak nékteti védci se domnivaji, ze u nove
diagnostikovanych nadorit dochdzi k rychlé tvorbé rezistence proti bevacizumabu a obnoveni ztracené

vaskulatury [12].

Ackoli dochazi k primarnimu vyuziti anti-VEGF, je dulezité vénovat pozornost blokaci i dalSich
metabolickych drah. Nékteré z testovanych anti-angiogennich latek, které by mohly k témto ucelim

mohly slouzit, jsou naptiklad aflibercept, cediranib, nebo sorafanib [11].



1.2. vaskularizace nadoru
Pro homeostazu mozku je velmi dilezita hematoencefalickd bariéra (BBB), kterd se nachazi
mezi centralni nervovou soustavou a krevnim obéhem. Jedné se o specializované rozhrani regulujici
transport molekul obéma sméry — do i z mozkovych bunék. Je tvofeno vrstvou endotelidlnich bunék
propojenych pomoci tésnych spojt, dalsim komponentem je podplirna vrstva pericytl, které se uplatiuji
pti regulaci nekterych funkci bun¢k endotelu ¢i pii struktute cév [12], [18], [19]. A v neposledni fadé se
na BBB podili i astrocyty — ty, mimo svou strukturalni ulohu, také ¢astecné reguluji tésné spoje i samotné

endotelialni bunky [12].

Bariéra reguluje nejen toky iontd, ale i dalSich molekul (toxint, peptidil) a ptisobi tim znacné
problémy s dopravou 1é¢iv k nadoru [4], [12], [19]. Latky nejsou schopny v dostatecné mite prejit pies
BBB pasivné (difuzi) a musi vyuzivat aktivni transport (transportéry nebo transcytézu) [12]. Dodani
1é¢iv do mozku je tedy pfitomnosti BBB velmi omezeno [12] a pro dostate¢né mnozstvi terapeutik
v misté¢ nadoru je tedy nutné razantni zvyseni jejich davek, coz se samoziejmé negativné projevuje

v podobné vedlejsich ucinkt, celkového snizeni efektivity 1écby, az vzniku rezistence [4], [20].

Existuji dva hlavni pohledy efektu glioblastomu na BBB — nékteré ¢lanky zastavaji nazor, ze
BBB ziistava nedotcena [4], jiné tvrdi, ze dochazi k jeji disrupci [12]. Pokud by BBB opravdu ziistavala
nenarusend, regulaci této bariéry by bylo nutné obejit, at’ uz jejim narusenim, vyuzitim k transportu
uzptisobenych nano&astic nebo pomoci transportnich vehikla [4], [19]. Clanky s opaénym nazorem
pozoruji, ze v prvotni fazi svého vyvoje glioblastom bariéru téméf nenarusoval, ale postupem ¢asu kvuli
naristu své masy k poskozeni doslo [12]. Mechanismus disrupce je stale do zna¢né miry neznamy, jako
pravdépodobna moznost se vSak jevi poskozeni pfi migraci invaznich bunék. Tyto nadorové buiiky putuji
podél cév a pii cestovani odtlaci vybézky astrocytl, ¢imz muze dojit k naruSeni integrity bazalni
membrany cévy a degradaci proteint podilejicich se na tésnych spojich [12]. Je také nutné poznamenat,
ze naruSeni BBB je nebezpecné kviili zvySené akumulaci cytotoxickych a neurotoxickych makromolekul

a spojuje se se vznikem neurodegenerativnich poruch [18].

Tyto dvé moznosti se zdaji neslucitelné, pti shrnuti nékterych studii je vSak mozné navrhnout
jejich kompromis. Jak navrhuje jeden ze zdroji — heterogenita nadoru muiize byt pozorovana i v ramci
jeho efektu na svou okolni BBB. U nékterych regionti je mozné pozorovat BBB nedotéenou a tedy i
problematickou k doruceni 1é¢iv, coz nekompromisné vyusti v celkovy neuspéch terapie [21]. Stejny
¢lanek také navrhuje, Ze pfi vyuziti zobrazovacich technik a zaméteni vétsi pozornosti na penetraci 1é¢iv

do oblasti neposkozenou BBB by mélo dojit k celkovému zlepSeni efektivity 1écby [21].

Néadorové cévy jsou morfologicky a funkéné€ velmi odlisné od téch, které mizeme najit ve zdravé
tkani[12]. Vzhledem k defektnim spojenim bunck v endotelu stén cév a rozvolnéni bazalni membrany
dochazi k extrémni permeabilit¢ cév (v n€kterych ¢lancich se proto oznacuji jako ,,leaky* — protékajici)

[4], [12]. Vysoka permeabilita sice umoziiuje zvySenou propustnost 1é¢iv do mista nadoru, ale také se



podili na zvySeni tlaku mezibunééné tekutiny. Tento tlak byva u solidnich nadoru zvyseny [22], [23] a
slouzi jako dal$i bariéra, kviili které k idealni akumulaci 1é¢iv nedochazi, naopak ptispiva k rozsireni
metastazujicich bunek [12], [22] a vede k tvorbé otoku [24]. Stava se proto dilezitym indikatorem, podle

kterého je tfeba zvolit nejefektivnéjsi 1écebny postup [23].

Zmény lze ale pozorovat i na celé struktufe krevnich cest — sité jsou v nadorové tkani pokiivené
a dilatované [12], [24]. Ve vysledku dochazi kvili vyse zminénym defektim k odchylkam a anomaliim
v krevnim toku, coZ se projevi na nerovnomérném piisunu zivin a kysliku do rtiznych regionti nddoru
[12]. Glioblastom ma hojné vaskularizované periferie, zatimco jadro je, kvili nedostatku cévniho
zasobeni, nekrotické [10]. Toto tvrzeni je vSak velmi zjednodusené — ve skute¢nosti dochazi k vytvoreni
mnohem vétsi regionalni heterogenity nadoru. Napiiklad v zavislosti na dostupnosti kysliku je mozné
rozlisit oblasti hypoxie, acidézy ¢i nekrozy [24]. Regiony se od sebe vzdjemné 1iSi ale i molekularni

expresi, kompozici bunék a fyziologickym chovanim [10].

Z hlediska terapie pfi dysfunkci cév a rozdilech v krevnim zdsobenim dochdzi ke znemoznéni

homogenni a efektivni dopravy 1éc¢iv do vSech ¢asti nadoru [11], [12].

1.3. anti-angiogenni terapeutika

Anti-angiogenni terapie je zalozena na blokaci pro-angiogennich faktora ¢i jejich receptorti, piesny
mechanismus jejich uc¢inku vSak neni zatim znam. Existuji dv€ teorie jejich funkce — prvni navrhuje, ze
dochazi k redukci a destrukci nadorem vytvorenych cév, druha se spise ptiklani k tomu, ze dochazi
k normalizaci jejich struktury a funkce [11]. Remodelaci piivodné pokiivené a dysfunkéni cévni site, at’
uz redukcei ¢i normalizaci jednotlivych cév, by bylo mozné priblizit jeji podobu normalnimu stavu a tim
navratit i jeji ptivodni vlastnosti. Doslo by k usnadnéni transportu a akumulace 1é¢iv a naslednému

zlepseni efektu radio a chemoterapie [12].

Dal$im moznym zpisobem plisobeni této 1éCby je naruseni prostiedi okolo nadorovych kmenovych
bun¢k a zamezeni jejich komunikace s endotelem, coz zna¢né omezi jejich regeneracni schopnosti [11].
Blize budou kmenové buiiky a jejich funkce piiblizeny v ¢asti 2.2 bunécny metabolismus ndadorovych

v

bunék

Kwviili castym otoktim, které jsou zptisobeny disrupci BBB a nepoméry toki latek pres permeabilni
stény cév [11], dochazi u mnoha pacienti k pfedepsani kortikosteroidt, které edém potlacuji. S davkami
kortikosteroidii je vSak spojena zna¢na toxicita a dlouhodobé zdravotni problémy — osteopordza,
pfibirani na vaze, insomnie, infekce a nékteré psychiatrické u¢inky [11]. Pfi vyuziti anti-angiogennich
1é¢iv by mélo dojit k blokaci pro-angiogennich faktorti ustici v navraceni integrity BBB a redukci
abnormalnich cév. Vytok tekutin do mezibunéénych prostor by tedy mél byt omezen — dochazelo by ke
zmirnéni otoku, coz by znamenalo snizeni az Gplné vysazeni kortikosteroidti [11], [12]. Tato teorie se u

nékterych studii opravdu projevila[16], jiné v§ak zmény nepozorovaly [25].



Jako anti-angiogenni terapeutika se vyuzivaji protilitky nebo malé molekuly inhibujici
tyrosinkindzovou aktivitu (TKI) [11]. Zatimco protilatky jsou drazsi, je u nich nutné intravendzni podani
a jejich prostup je limitovany permeabilitou BBB, vyhodné jsou pfedevsim delSi dobou svého ptsobeni.
Jedna se o velmi selektivni agenty, coz limituje pravdépodobnost zkiizené reaktivity a ptipadné vedlejsi
efekty. Oproti tomu TKI maji $irsi pole piisobnosti, ¢imz se ale také zvySuje riziko nezddoucich ucink,
pficemz je nutné je, kvili kratSimu polocasu rozpadu, podéavat Castéji. Nemusi ale byt vpravovany

injekéné, jsou stabilni i v ordlni formé [11].

V klinickém prostiedi se nejcastéji vyuziva jiz zminény bevacizumab. Jedna se o rekombinantni
monoklonalni protilatku proti VEGF-A, ktery je v glioblastomu, jak uz bylo poznamenano, Casto
extrémné exprimovan [12], [16]. Pii pouziti byla pozorovana normalizace vaskulatury a specialné u
nadord s vysokou expresi VEGF dochézelo k vyznamnému zvySeni senzitivity k cytotoxickym agentim
a zménam v migraci [12]. Clanky popisuji vyuZiti nejen v kombinaci s temozolomidem, ale i spolu
s dal§imi latkami — irrinotecanem [11], lomustinem [25]. Pfislusné studie vSak zaznamenavaji
pouze prodlouzeni doby bez progrese nadoru nikoli celkové doby doziti, a navic u t€chto kombina¢nich

terapii dochazi ke zvysené toxicite.

Dalsi vyuzivanou protilatkou je aflibercept. Opét vaze VEGF-A, dokonce s vétsi afinitou nez
bevacizumab. Zaroven vsak blokuje VEGF-B a placentalni ristovy faktor (PIGF). Je u ni vSak mensi
procento odezvy — zatimco u bevacizumab je 3-48 %, aflibercept ma odezvu jen 30 % [11]. I u této latky
vSak byly pozorovany dobré vysledky v kombinaci s radioterapii. Bohuzel ani tato latka nedokazala

zabranit rekurentnimu vzniku nadora [11].

Z TKI je nejstudovangjsi cediranib. Jde o blokator vSech tii VEGFR, pfi¢emz slabé plisobi i na
nékteré dalSi angiogenni faktory [26]. Je vyuzivan v oralni podobé jednou denné a jeho odezva je
pomeérné vysoka (56 %). Pii vyuziti se snizila velikost a permeabilita cév a doslo i k redukci otoku [11],
prokazaly se ale i vedlejsi efekty podobné bevacizumabu — prijjmy, tnava a snizené pocty trombocytd,
neutrofilnich granulocytt a leukocytd [26]. Dalsi TKI jsou naptiklad sorafanib, sunutinib, vandetanib

nebo cabozantinib [11].

1.4. problémy

Prvni z nevyhod anti-angiogennich 1éCiv je spojena s magnetickou rezonanci (MRI). V prubéhu
terapie se vyuziva zobrazeni odezvy nddoru na piislusnou lécbu — nejcastéji pravé pomoci MRI. Pti
terapii dojde k (alespon ¢astecnému) navraceni ptivodni permeability cév a rekonstrukci integrity BBB,
coz vede ke zhorSeni kontrastu pfi snimani. Vzhledem ke snizeni kvality ziskanych snimk je zapotfebi

najit a vyuzit jiné zobrazovaci techniky pro zkoumani odpovédi nadoru [11].
Nejvétsim problémem metody je vSak zna¢na sledovana toxicita. Vedlejsi U¢inky se projevuji

unavou, nevolnosti, vyrazkami, svédénim, prujmy, Spatnym hojenim poranéni, ale i krvacenim,

trombdzou, snizenymi poéty lymfocytt, neutrofilnich granulocytti a trombocytt v krvi, perforaci stiev a
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srde¢nim selhanim [11]-[13], [16], [27]. Vzhledem k moZnym rizikiim je proto nutné zhodnotit, zda
vyhody spojené s 1é€bou prevysuji efekty vedlejsich ucinkli. A pro plné vyuziti anti-angiogenni 1éCby je
tfeba zaméfit se nejen na toxicitu latek samotnych, ale i jejich kombinaci s vyuzitymi chemoterapeutiky,

coz je kvuli nepfitomnosti standartni chemoterapie znacné ztizeno [12].

Lécba glioblastomu se potyka s vyznamnou rezistenci nadoru proti vS§em typum terapie a ani anti-
angiogenni l1écba neni vyjimkou. Rezistence je Casto zplisobena pirechodem nadorovych bunék na
alternativni angiogenni drahu, ktera neni léky blokovana (napiiklad pfes hypoxii odolnou drahu
indukovanou HIF-1) [24]. Pfechod také miize umoznit vznik vzdalenych agresivnich sekundarnich 1ézi
[12]. Ptesto, ze byly pozorovany zmény pfi vybéru angiogenni drahy, prozatim nebyly prokazany mutace

v genech pro VEGF ani pro jeho receptor [11].

Nekteré ze studii naznacuji ptidatnou funkci makrofaghh v nadorové angiogenezi. Kviili
nestandartnim podminkédm mikroprostfedi by makrofagy mély byt povolavany do nadoru a pfispivat zde
k angiogenezi a rastu nddoru [11], [28]. Specidlné se jedna o makrofigy M2 typu, ktefi plisobi
imunosupresivné na své okoli pomoci vylucovanych proti-zanétlivych cytokini. Ty M2 podporuje
angiogenezi, zatimco druhy typ (M1) na své okoli piisobi pro-zanétlivé a angiogenezi zabranuje. Navic
se privolani makrofagové (kvili své migraci tkani) podili na degradaci extracelularni matrix, ¢imz
nadoru usnadni proliferaci a migraci invazivnich bunék [28]. Supresi VEGF receptoru na povrchu

makrofagli pomoci anti-angiogeneze by tedy mohlo dojit k omezeni dal$iho ristu tumoru [11].



2. Ketogenni dieta
2.1. ketogenni dieta a jeji vyuziti

Ketogenni dieta (dale oznacovana jako ketodieta) je jedna z mnoha typt diet, které se soustiedi
na omezeni piijmu sacharidt. Je typickd nejen redukci sacharidd v pfijimané potrave, ale i proteind,
pottebny kaloricky piijem jedince pak musi byt vyrovnan pravé zvySenym piijmem tukid. Oznacuje se
tedy jako ,,high-fat, low-carbohydrate, low(pfipadné adequate)-protein“. Jako klasicky typ povazujeme
ketodietu skladajici se z tukii:sacharidt s proteiny v poméru 4:1 [29]. Nejde vSak o jedinou moznost, a
proto je nutné pii porovnavani vysledka studii vzit v potaz i vyuzity typ diet — napfiklad miizeme
rozliSovat restriktivni ketogenni dietu, kterd mimo omezeni pfijmu sacharidt také omezuje piijem kalorii

[30].

V soucasné dobe¢ se ketodieta vyuziva k 1é¢b¢ epilepsie [31], neurodegenerativnich onemocnéni
(naptiklad Alzheimerova choroba [32] nebo Parkinsonova choroba [33]), diabetu [31], n¢kterych typt
rakovin [29], [31] a mnoha dal$ich [30], [31]. Vyzkumy se vétSinou provadi na mySich modelech, proto
je nutné podotknout, ze hlodavci maji pfirozen¢ velmi odliSnou stravu od lidi. Proto lze ocekavat
odlisnou metabolickou reakci, nez by byla sledovana v projektech s lidskymi pacienty. Nejedna se sice
o ideélni modely pro pokusy, efekt ketodiety vSak odrazi mnohem komplexnéji nez Ize pozorovat u
tkanovych kultur. Ty se sice také vyuzivaji, vétSinou ale slouzi spiSe pro odhaleni specifickych signalnich
¢i metabolickych drah na molekularni trovni. Nékteré rozdily mezi Gcinky ketodiety u hlodavci a lidi
jsou vyznaceny na Obr. [ [34], projevy a vedlejsi u€inky budou ale v textu dale probirany ve vétsi
podrobnosti pozdéji (viz 2.4 ucinnost — vyhody i nevyhody).

HLODAVCI :

* 4 celkovy cholesterol
* A LOL-cholesterol
* ¥ HDL-cholesterol

HLODAVCI: LIDE :

* Ainzulinovd * ¥ hiadina krevni glukdzy
rezistence  * /¥ inzulinové rezistence

= # glukézova + ¥ hladina glykovaného hemoglobinu v - 4 triglyceridy
intolerance  * % glykemicka variabilita | L
+ ¥ antidiabeticks Igky J) | LDE :

» ¥ celkovy cholesterol
- ¥ LDL-cholesteral

_/ * A HDL-cholesterol
\‘ r?'__rd \ , = ¥ friglyceridy

KETOGENNI DIETA
HLODAVCI & LIDE - LIDE -
+ ¥viha + ¥ systolicky ainebo
+ Waktivni a tukova tElesnd HLODAVCI : diastalicky krevni
hmotnost tlak
* M zanétjater

* M mnoistvi jaternino
tuku (MAFLD)

Obr. 1 - Efekty ketogenni diety v hlodavcich a v lidech [34, ptelozeno]
2.2. bunéény metabolismus nadorovych bun¢k
Ve zdravych buikach je mozno pozorovat nckolik rtiznych metabolickych drah podle

dostupnosti energetickych zdroji ziskanych z pfijimané potravy. U nadorovych tkani vSak dochazi



k primarnimu vyuzivani glukézy, a to bez ohledu na pfisun kysliku. Tento specificky metabolismus
nadord se oznaCuje jako Warburgliv efekt a postupem casu se stal jednim z centrdlnich dogmat
onkologie. Prave tento princip md moznost hrat kli¢ovou roli v terapii [35], [36]. Testovanim raznych
typd nddord u lidskych pacientd bylo zjiSténo, ze v nadorovych buitkdch vétSinou dochazi nejen
k potlaceni exprese genti vyuzivanych na metabolismus ketont (naptiklad geny pro OXCT1, BDH1), ale
dochazi 1 k poskozeni a dysfunkci mitochondrie. Naopak dochézi ke zvyseni produkce enzymd, které se
vyskytuji v cytoplazmatické casti glykolytického metabolismu (naptiklad HK2, PKM2) [37]. To by
vysvétlovalo pficinu Warburgova efektu, jelikoz poskozeni mitochondrie a snizeni hladiny ketolytickych
enzymi bude vést ke snizené schopnosti ketolatky dale zpracovavat. | piesto, Ze se jedna o rys
charakteristicky pro téméf vSechny nadorové buiky, mizeme najit piipady, kdy bude nador na ptisunu

glukozy méné zavisly [38], [39].

Warburgiiv fenotyp (také glykolyticky fenotyp) se vyskytuje u podstatné Casti nadorti napfic
celym télem. Jedna se o fenotyp vyrazné zavisly na glykolyze — at’” uz aerobni ¢i anaerobni. Kvuli
obrovské heterogenité nadorovych bunék je ale nutné vénovat se i ,,ne-Warburgovskému* oxidativnimu
fenotypu (n€kdy také oznaCovan jako ketolyticky). Zatimco glykolyticky fenotyp vyuziva pouze
glykolyzu, ketolyticky produkuje ATP oxidativni fosforylaci [37], [40], [41]. Tyto dva fenotypy nejsou

jediné dvé moznosti metabolismu nddorovych bunék, jedna se spise o dva extrémy na metabolické skale.

Heterogenita fenotypt je zptisobena tim, ze kazdy nddor ma odli$ny profil expresi ketolytickych
a glykolytickych enzymt, podle kterych dochazi k preferenci jednoho ¢i druhého energetického zdroje.
Studie vénujici se odlisnostem mezi jednotlivymi profily dokazuji, ze u¢innost ketodiety bude vyrazné
ovlivnéna mirou exprese enzymi metabolismu ketolatek. Pokud bude pouze nizka exprese ketolytickych
enzymi, ketodieta by méla byt G¢innéj$i nez u nadort s vyssi expresi. Zakladni otazkou, kterou je nutné
si polozit pfed nasazenim ketodiety, je, do jaké miry bude dany nador omezenim pfisunu glukoézy
ovlivnén. Predbéznym rozliSenim ketolytickych a glykolytickych markerd bunék by bylo mozné
rozpoznat piipady, kdy by nasazeni ketodiety bylo uc¢inng;jsi v potlaceni tumoru, a kdy by Gc€innost byla
minimalni. U pacientli s vy$si expresi ketolytickych enzymi totiz nebude dochazet k tak extrémni

inhibici proliferace a k apoptoze [37], [40], [42].

Vysokou fenotypovou heterogenitu je mozné sledovat i v ramci jediného nadoru. U glioblastomu
je proliferace zprostfedkovana bunikami pfipominajici kmenové bunky zdravé tkané — glioblastoma stem
cells (GSC). Tyto bunky jsou (mimo jiné) charakteristické svou zvySenou regeneraci, pritomnosti
markerd typickych pro kmenové buiiky a moznosti diferenciace do riiznych bunécnych linii. Jsou jednou
z moznych pficin rezistence vici 1é¢ivim a opakovanému vyskytu nadort. ZneSkodnénim téchto bunék
by doslo k zna¢nému zamezeni excesivniho ristu. GSC jsou velmi variabilni a mohou se vyskytovat jak
v hypoxickych, tak v perivaskularnich, kyslikem zasobenych, ¢astech [40]. Kmenové buniky mohou dat
za stejnych podminek vznik riznym metabolickym fenotyplim, coz znemoziluje jedinou, vSeobecné

ucinnou terapii. Pfi zkoumani Warburgova efektu na GSC bylo n€kolik bunécnych kultur umisténo do
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médii s nizkym pfisunem cukru. Doslo k inhibici proliferace a zvySeni apoptozy [43]. Nékteré studie
zminovaly mozné vyuziti ,,metabolic priming®, které by vedlo ke zvyseni citlivosti téchto bunék k 1é¢be.
Tento ,,priming* by zahrnoval poskytnuti metabolickych modulatort, které by inhibovaly nékteré

metabolické drahy [40].

Jak uz bylo poznamenano v oddilu /.2 vaskularizace nadoru, cévni prokrveni tumoru nemusi
byt vzdy dostacujici, a je pravdépodobné, Ze alespon ¢ast bun¢k nebude mit dostatecny pristup ke
kysliku. Vzniklé hypoxické podminky se pak negativné projevi na energetickém vytézku glykolyzy.
Kyslik hraje dalezitou roli finalniho akceptoru na elektron-transportnim fetézci, kde se (za vzniku
gradientu vyuzivaného na syntézu ATP) oxiduji redukované koenzymy. Pfi porovnani drah glykolyzy
v zavislosti na kysliku se ukazalo, ze ackoli anaerobni glykolyza probiha rychleji nez aerobni, dochazi
pouze k ¢astecnému zisku energetického vytézku, nez ktery by buiika ziskala za pfitomnosti kysliku.
Ztraty probihaji i v disledku omezeni funkce citratového cyklu a snizeni, jiz zminéné, oxidativni
fosforylace [36], [41]. I pfi nepiitomnosti kysliku je nutno redukované koenzymy oxidovat, k cemuz
dochazi tak, ze hlavni produkt glykolyzy (pyruvat) je ménén na laktat. V nadorovych buiikdch byla
pozorovana 2-20x vétsi koncentrace laktatu nez v bunkach zdravé tkané [41]. ZvySovani koncentrace
laktatu vede k vyluovani laktatu s H" do extracelularniho prostoru. Pfenasenim dochazi ke sniZzovani
pH prostiedi na extracelularni strané membrany, jak se ukazuje mirn€ acidické mikroprostiedi (v
rozhrani pH 6,5 — 6,9) [44] kolem sebe vytvafi vétSina pevnych nadort. Jedna se o tak charakteristicky
jev, Ze je ho vyuzivano k specifickému zacileni dopravy protinadorovych 1é¢iv do oblasti s nizsim pH.
Problémy s aciditou vSak vyrazné pfevySuji usnadnéni zameteni 1€cby. Dochazi zde ke vzniku bariéry,
ktera protonuje a zachyti 1éCiva zalozena na latkach slabych bazi. Dale podporuje genetické zmény
v bunice, coz vede ke zvySeni rezistence vuci 1é¢iviim, zlepSeni schopnosti vytvafet metastaze. Ve
vysledku tedy dochazi k navysSeni invazivniho potencialu nadoru [44]. Omezeni glukdzy by mohlo hrat

i velkou roli v usmérnéni mikroprostedi nadoru a snizeni invazivni schopnosti.

2.3. mechanismus ketogenni diety

Hlavnim mechanismem ketodiety je omezeni energetickych zdrojii nadorovych bun¢k. Do téla
je dodavano mnohem mensi procento sacharidii — nedostatek energie na rust a proliferaci bude negativné
plsobit na nadorovou tkan. Snizeni pfijmu glukézy vSak neohrozi zdravé tkéane, jelikoz ty vyuziji
alternativni drahu pro zisk energie a zpracuji ketolatky pomoci oxidativni fosforylace. Ketolatky pfi této
dieté tvoti velkou Cast potravy a pokud neni burnika schopna je dale §t€pit, mohou se koncentrovat az do
toxickych hodnot. Toto vSak neni jedina kaskada jevu, které ketodieta spousti, existuji i dalsi procesy —
zmény v transkripci, funkci mitochondrie a koncentraci kyslikovych radikala (ROS). Casté je, Ze
nadorové bunky trpi dysfunkci mitochondrie, ale pfi ketodieté dochazi k podpoie jeji funkce. ROS,
v bunikach nadoru vyskytujici se ¢asto ve zvySenych koncentracich [45], se podili na mnoha buné¢nych
kaskadach — mimo jiné poSkozuji genetickou informaci a nékteré bunécné komponenty. Vysoky

oxidativni stres se tedy negativné projevuje na stavu bunky — vede k sniZeni proliferace, a dokonce
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k indukci apoptozy [43]. Otazka, jak ketodieta plisobi na tyto radikaly, se zda pomérmné rozporuplna,
jelikoz jsou hladiny ROS ovlivnéné mnoha faktory. Na jednu stranu nadorové bunky odstavenim
elektron-transportniho fetézce omezi vznik radikald, pii koncentraci laktatu ale dochazi k naristu, a
ptibytku ROS napomahd i Casté poSkozeni mitochondrie. Podle nékterych clankt ketolatky snizuji
hladiny ROS [46] a pfedchdzi dal$im mutacim, jiné vSak tvrdi opak. Nastartovani (alespoii ¢astecné)
oxidativni fosforylace pry naopak zptisobuje nartisty hodnot ROS [47]. Zmény v bunécné transkripci se

projevi pfedev§im na zméné exprese enzymu a proteint [45], [46].

Dochazi k redukci exprese hypoxii-indukovanych faktort (karboanhydraza 9, HIF-1) a snizeni
aktivace NK-kB. Vétsina téchto drah byva indukovana pies ROS. Mimo to ketodieta vyrazné snizuje
expresi VEGFR2, matrix metalloproteinazy-2 a vimetinu [45]. JelikoZ se jedna o komponenty zapojené
do angiogeneze, utlumeni jejich produkce vede k omezeni tvorby novych krevnich cest tumoru a k

potlaceni dalsi proliferace [48].

2.4. u¢innost — vyhody 1 nevyhody
Jak uz bylo naznaceno, ketodieta nebude na vSechny nadory reagovat se stejnou ucinnosti.
Obecné byla u nadord mozku, hlavy, krku a plic prokazana vysoka zavislost na ptisunu glukoézy [41] a
glioblastom ma z nich dokonce jedny z nejlepsich vysledki (viz Graf 1) [49]. Jedna se dokonce o jeden
z mala typt, u kterych byl pozitivni vliv ketodiety potvrzen dostatenym mnozstvim studii. Je ale nutno
pfipomenout, ze glioblastom je velmi heterogenni a ucinnost ketodiety se bude u pacientt lisit (i pokud
opomineme faktor véku a pohlavi) kvtili odlisnym expresim metabolickych enzymt [37].
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Graf'l - preklinické ditkazy indikujici efekt ketogenni diety na rist a progresi nadoru [49, pielozeno]

Ketodieta je neinvazivni, pomérné jednoduchéd metoda, kterd ma potencial vyrazn¢ oslabit nador.
Pti vycCteni pozitiv je ale nutné poznamenat, Ze dieta sama o sobé neni povazovana za dostacujici pro
kompletni vyléceni. Vyuziva se jako pridatna 1écba paralelné probihajici po dobu radioterapie [50],
chemoterapie [36], a do budoucna by dalsi studie mohly potvrdit i jeji efekt v kombinaci s anti-

angiogennimi 1éCivy [51]. Vyuziti ketodiety nemusi probihat po celou dobu terapii, mize byt vyuzit
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pouze kratkodoby pust pied chemoterapii — diky odlisné rezistenci tkani proti stresu, které hladovéni
zpusobi, dochazi ke zvySeni nachylnosti nadoru viici chemoterapickym cytostatikiim. Mimo oslabeni
nadorové tkané piisobi ketodieta na zdravé buitky — jeji neuroprotektivni ucinky zajistuji ¢asteCnou

ochranou bunék nervového sytému pred vedlejSimi ucinky radioterapie a chemoterapie [31], [36].

Byl také prokéazan pozitivni efekt ketodiety na imunitni systém, ktery by také mohl slouzit jako
aditivni vyhoda pii kombinaci metod 1écby. Jedna se o komplexni interakce, zda se, ze dochazi k snizeni
exprese imunitnich inhibitort a zvySeni pocti CD4+ T bunék. Zlepsuje v mikroprostiedi tumoru imunitni

nadorovou odpoveéd’ diky tomu, Ze prevrati jeji stav z imuno-suprimované do aktivni cytotoxické [52].

Pacienti pti 1écbé rakovin vétsSinou prochazi nepiijemnymi negativnimi vedlejsimi t€inky. Mezi
generické patii nevolnost, zvraceni, problémy se zazivacim traktem [53]. Bohuzel vedlejsi ucinky
specifické pro ketodietu jesté nebyly pln€é vyzkoumany — i pfesto, Ze mnoho studii naSlo drobné

podobnosti, jen malo z nich ma prikazné vysledky.

Jednim z nejvétSich problémt ketodiety by mohla byt diabeticka ketoacidéza u pacientd
s diabetem typu 1. Jedna se o nebezpeCny stav, ktery Casto kon¢i hospitalizaci az smrti pacienta [54].
Dochazi ke zvySeni hladiny ketolatek v krvi ve snaze nahradit glukozu, ktera je v nedostatku [55].
Snizovani krevniho pH ma negativni plsobeni na stény cév, které mohou byt poskozovany —
v extrémnich piipadech dochazi ke krvaceni do mozku nebo tieba k tromboze [54]. I kdyZ by se tento
vedlejsi ucinek mohl zdat pomérné specificky pro tzkou skupinu lidi, podle ADA v roce 2018 trpélo
v USA diabetem typu 1 téméf 1,6 milionu lidi [56]. Je tfeba tuto moZznou komplikaci, obzvlasté vzhledem

k zadvaznym nasledkm, brat v potaz.

I pacienti bez diabetu mohou mit problémy spojené se snizenym pH, jelikoz k zvySenim acidity

muze dochazet i v moci, ¢imz je podporovan vznik ledvinovych kament [57].

Dalsim z dosud zkoumanych potencialnich ucinkli je zptisobeni kardiovaskularnich rizik.
Ketodieta ma na stény cév pomérn€ rozporuplné ucinky. Pii nizkych hladinach ketolatek dochazi
k pozitivnimu efektu — dochazi k snizeni systolického i diastolického tlaku, nartstu HDL (pfedevsim u
zen) a obran¢ endotelu pied bunécnou senescenci. ZvySené hladiny ale maji naopak u€inky negativni a
mohou endotel vazné poskozovat [55], [58], [59]. Jedna ze studii, ktera provedla zkoumani na pacientech
po 10 letech, vSak tvrdi, ze stoupani hladiny cholesterolu je pouze kratkodoby trend, ktery brzy vymizi,
a proto z dlouhodobého hlediska ketodieta problémy neptisobi [60]. K nezavadnosti se ptiklani i nékolik
dalsich studii [61], nekteré clanky dokonce tvrdi, Ze ketodieta dopomaha k normalizaci cév [30].
Muzeme ale najit ¢lanky, které maji na bezpecnost ketodiety v ramci kardiovaskularnich onemocnéni
opaény nazor [62]. Bude tieba je$té podrobnéji prozkoumat roli dietarni restrikce, a to obzvlasté

v dlouhodobém kontextu.

13



Dalsi nejednozna¢né pusobeni ma ketodieta na zanétlivé faktory. N&které studie tvrdi, ze
zanétlivost plisobenim zvysuje, jiné, ze snizuje. Nejspis se opét bude jednat o efekt zavisly na koncentraci
ketont [55]. Bylo také prokazano, Ze jedna z ketolatek (BHB) ptisobi jako inhibitor histondeacetylazy.
Pti ketodieté by tedy mohlo dochézet k epigenetickym zménam — specificky hyperacetylaci [55]. Tento

jev vSak taky neni zcela prozkouman.

Starsi clanky poukazuji také na prispéni ketodiety k propuknuti akutni pankreatitidy [63], [64] a

stale nebylo pln¢ vyieseno, zda zvyseni ketolatek nezplisobuje vyssi napor na ledviny a jatra.

Vétsina studii, které zkoumaji efekt ketodiety na nervovy systém, se zaméfuje na projevy
pusobeni pii 1€¢be epilepsie. Tyto poznatky mohou ¢astecné korelovat i s G€inky pfi terapii rakoviny, je
potlaceni oxidativniho stresu, zabranéni neuralni apoptdzy a regulace aminokyselin (naptiklad redukce

glutamatu) [31].

Jeden z ¢lanku také upozornuje na oslabeni kosternich svalti mysi pii delSim uzivani ketodiety

[65], 1 tento problém vsak bude potfeba prostudovat i u lidskych pacienti.

2.5. problémy, kterym celi dalsi vyzkumy
I kdyz se ketodieta stala pfed nekolika lety pomérné populdrni metodou pro terapii mnoha
rozli$nych indispozic, je tfeba podrobné&ji zpracovat jeji vedlejsi ucinky a postupné dietu optimalizovat.
Trvani ucinkl je prozatim nejasné, i kdyz bylo vypracovano nékolik studii s lidskymi pacienty,
glioblastom je zakeiny a doba doziti pacientli neni piili§ dlouha. Rekurenci po vysazeni diety nelze plné

vylougit [30].

Dalsi problémy, kterym ketodieta ptes nasazenim do praktického vyuziti ¢eli, jsou spise v rukou
pacientd. Dietu bude tfeba striktné dodrzovat, jinak by nemusela mit dostatecny efekt. Otazku slozitosti
vypoctil nutricni piijmu je také tieba brat v potaz — pacienti jist¢ budou muset byt pouceni dietologem.
Pfi nedostatku pfijmu zivin hrozi malnutrice, kterd negativné ovlivni kvalitu Zivota pacienta [30].
Ukazuje se, ze vzhledem k vySe vypsanym diivodiim bude idealni podpora ze strany ptatel nebo rodiny

[66].
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3. Fototermalni terapie

3.1. mechanismus
S postupnym néstupem novych technologii onkologie zaznamenala nové metody zaméfené na
1é€by nadori. Jednou z nich je i fototermalni terapie (dale uvadéno jako PTT). Pfi PTT dochézi k vyuziti
emitovanych fotoni k zahtati buiiky ¢i tkang. Hypertermie, nékolikaminutové zahtati tkan€ alespoii na

41-47 °C, vede k naruseni okolnich membran ¢i bunééného cytoskeletu a k denaturaci proteinti [67].

Ackoli je mozno vyuzit pouze laser k ,,vypaleni® casti tkané€, tento zpuisob by byl velmi
neselektivni a proto je PTT spojena s vyuzitim ¢astic, které zlepsuji efektivitu této metody. Pti vyuziti
fotonti dochazi i k excitaci bunéénych chromoford (latek zodpovédnych za absorpci svétla), u
pfirozenych latek vSak dochazi k velmi nizké absorpci. Obarveni nékterych molekul by mohlo
napomahat zvyseni absorpce, dochazelo by ale k procesu vysviceni (,,photobleaching), kdy by barva
postupné vybledla. V této kapitole se budu vénovat vyuziti nanocastic, jelikoZ se prozatim jedna o
nejpouzivangj$i a nejefektivnéjsi agenty, které pohlcuji fotony [67]. Jejich zvySend absorpce je
podminéna jevem oznaCovanym jako ,surface plasmon resonance®, kdy pii excitaci dochazi ke
kolektivni oscilaci volnych elektronti kovovych ¢astic. Tato hromadna oscilace na povrchu castice se
oznacuje jako plasmon. Pfi ptekroceni urcité hladiny excitani energie jsou nanocastice schopné
pohlcenou energii velmi intenzivné vyzarit zpét (coz napomahd i pii vyuziti nanocastic v mikroskopii)
[68]. Tvorba téchto oscilaci je podminéna specifickou frekvenci, ktera se 1isi u jednotlivych nanocastic

[67].

Pii aktivaci PTT nanocastice absorbuji emitované fotony a dochazi k excitaci jejich volnych
elektronid. Nasledné se vsak elektrony vrati na ptivodni hladinu a tento pfechod na niz$i energetickou
hladinu je spojen s produkci tepla do okoli. Zpisobena hypertermie vede k vaznému poskozeni az ke

smrti nadorové bunky [67].

Lze rozliSovat dva hlavni typy bunééné smrti — apoptézu a nekrézu. Pro klinické ticely spojené
nedochazi k ohrozeni okolni zdravé tkané€. Pii neoptimalnich podminkach (naptiklad pii pfilis vysoké
teploté nad 50 °C) [69] dochazi ke spusténi nekrozy, ktera vede k zanétlivym reakcim [69], [70] a
moznému zvySeni pravdépodobnosti novych metastaz [69]. Dle nékterych studii jsou nadorové bunky
k poskozeni svétlem nachylngj$i nez zdravé buinky kvili horSimu krevnimu zasobeni [67], pfesto
k poskozeni zdravé tkané muze dojit, a proto je snaha optimalizovat vSechny slozky této metody pro
efektivngjsi 1éCbu.

3.2. zlaté nanocastice — charakteristika 1 vyuziti
,,Gold nanoparticles* jsou mikroskopické Castice ze zlata mezi 2-160 nm, které se v poslednich

né¢kolika letech staly dtlezitou soucasti védeckych vyzkumi nejen v oblasti nadorové terapie. Vyuziti

nalézaji i Castice z jinych materialt (naptiklad i v metod¢ popsané v nasledujici kapitole 4 Feroptoza),
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zlato se ale stalo jednim z nejpouzivanéjSich diky své chemické inertnosti. Mezi spole¢né
charakteristiky patfi relativné velky pomér plochy k objemu castice, vysoka reaktivita a silné interakce
s biologickou hmotou [71]. AvSak rozlisné typy Castic jsou specifické vlastni kombinaci vlastnosti — at’
uz velikosti, tvarem, ndbojem nebo modifikaci povrchu ¢astice, riznou permeabilitou skrz tkdné,
dobou optimalni akumulace, idealni vinovou délkou spoustejici excitaci... Pfi planovani pokust je
proto velmi duilezité brat v potaz typ pouzivané Castice. Mezi nejvice vyuzivané typy patii gold nano-

shells a gold nanorods. Existuje ale mnohem vice druhii (viz Obr. ) [72].
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Obr. 2 — Reprezentativni schéma nejcastéjsich sestav a morfologii zlatych nanocdastic [72]

Vyuziti zlatych nanocastic je rozmanité (viz Obr. ) [73] a v mnoha piipadech se da vyuzit nékolik
moznosti najednou. Mohou byt vyuzity v diagnostice ¢i pro zlepSeni kontrastu snimkii nékterych
zobrazovacich metod diky tomu, Ze maji odliSnou absorpci zafeni nez okolni tkan [74], [75]. Velmi
dalezitym vyuzitim je také doprava — na povrch ¢astic jdou navazat rizné latky, od pomérné malych
protilatek po celé geny. Toho je vyuzivano pii dorucovani 1€Civ k nadoru [4], [75], [76].
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Obr. 3 - Biomedicinské aplikace zlatych nanocastic [73, pielozeno]
Mimo svou smrtici funkci hypertermie mtze vést k uvolnéni antigent nddorovych bunék, které
budou aktivovat soucasti imunitniho systému [77], [78]. Muze tedy vést k uvolnéni imunosuprese

pusobené mikroprostfedim nadoru [77]. Pfi pouziti nanoc¢astic také muize dojit ke zvySeni citlivosti
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k radioterapii — po absorpci ioniza¢niho zafeni v bunice dochazi k nartistu ROS, coz pfispéje k poskozeni

nadorovych bunék [4].

Dalsi vyhodnou vlastnosti zlatych ¢astic je také nizka toxicita v téle [79], ale i tak je tieba, aby
pfi terapii dochézelo k co nejmensi akumulaci &astic mimo cilovou tkaf nadoru. Clanky zaznamenaly,
ze nejvice jsou nezadouci akumulaci zasazeny jatra a slezina [80], [81], pfi oralnim podani také

dochazelo k vysoké akumulaci v ledvinach [71].

I ptesto, Ze se zlaté Castice povazuji za velmi bezpecné (s mirnymi az zadnymi nésledky) [72],
[74], [79], [82], jejich toxicita byla zatim probadana piedev$im z hlediska kratkodobého kontextu
(nejdelsi doba studia cytotoxicity, kterou jsem pii prochazeni ¢lanki pro tuto praci nasla, byla 400 dni).
dlouhodobé toxicity blize prozkoumat. Je patrné, Ze cytotoxicita zavisi na velikosti, tvaru a néboji
Castice. Vyssi toxicitu by bylo mozné pozorovat u koloidnich ¢astic (ptes indukci oxidativniho stresu),
nebo u castic s jistymi modifikacemi (napiiklad vyuziti pentapeptidu na pokryti povrchu). U druhého

prikladu byla pozorovana dokonce slaba anémie a atrofie sleziny [71].

3.3. modifikace nanocastic
Pro optimalni podminky lécby je tfeba modifikovat castice z mnoha hledisek, mezi hlavni z nich

patii doprava, akumulace, toxicita ¢astic a jejich ucinnost konverze energie fotont.

vvvvvv

se projevuji v nékolika faktorech — distribuci po téle, akumulaci v tkani, endocytdéze do nadorovych
bungk i toxicité. Ukazuje se, ze mensi ¢astice se rychle distribuuji do celého téla, zatimco vétsi Castice
se drzi v krevnim obéhu [4], [83]. Delsi zdrzeni v cévach mize byt vyhodné pro zvyseni terapeutického
ucinku nekterych 1é¢iv [4]. Ale velké rozméry znemoziuji snadnou filtraci a vylouceni ¢astic z téla, pti
dlouhodobé akumulaci tedy mohou potencialné vést k toxicité [76]. Na rozdil od vétSich jsou malé
¢astice (pod 5-6 nm) rychle odfiltrovany a vylouceny z téla, proto nehrozi zvysena akumulace v organech
nejspis o trade-off — zatimco jsou mensi Castice 1épe dopraveny na misto, vétsi ¢astice se v nadoru 1épe
akumuluji. Porovnani toxicity v zévislosti na velkosti je slozité, jelikoz studie nepracuji s casticemi
stejného tvaru a stejnymi modifikacemi povrchu. Jedna ze studii, kterd vyuZzivala neoplasténé
nanocastice mezi 8-37 nm, pozorovala vyznamnou toxicitu u mysi [82]. Dalsi poukézala na problém
s 50nm spheres kvili zvySenym hladinam ROS [83]. Dale velikost ovliviiuje internalizaci Castic — ta
probihd v 90 % ptipadd aktivné pies endocytickou drahu a zbytek je do buniky dopraven pasivni difuzi
¢i pomoci adheze [84]. Vzhledem ke zplisobu uptaku vyznamné zavisi na velikosti a vlastnosti povrchu
Castic. VEtsi Castice vyzaduji veétsi silu potfebnou pro internalizaci, proto je s nartistem velikosti
v pokusech pozorovano snizovani hodnoty uptaku. Pfi rozmérech nad 150 nm jsou castice vétSinou

z procesu endocytézy vylouceny [84]. ZmenSovani Castic vSak nemusi nutné vést ke zlepSeni
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internalizace — v jedné studii se pii porovnani 10, 25 a 50nm ¢astic ukazalo, Ze nejvhodnéjsi bylo vyuziti

nejvyhodnéjsi castic S0nm [83].

Tvar ¢astic se podili na akumulaci, distribuci v tkanich a na efektivité absorpce energie. Je snaha
modifikovat castice tak, aby co nejvyhodnéji konvertovaly ptijimané fotony na teplo, jelikoz pii vysoké
ucinnosti konverze dochazi ke snizeni potiebné energie svételného paprsku, a tedy i ke snizeni
pripadného poskozeni zdravé tkan¢€ [67]. Ke zlepSeni G¢innosti ¢astic je potieba vylepsit jejich absorpci,
ktera primarn€ zavisi na velikosti povrchu vyuzivané nanocastice. Vys$i absorpce lze dosahnout
modifikaci dvou kritérii — velikosti a tvaru castice. ZvétSovani ¢astic, jak uz bylo popsano, je
problematické kvuli zvySenému riziku toxicity, proto by vyhodnéjsi mohla byt Gprava tvaru. Pfidanim
vybezku se zvétsuje povrch Castice a dochazi tak ke zvySeni absorbance [85]. Pfi syntéze nanocastic je
mozno vyladit maximum absorpce — u spheres k tomu dochdzi zménou poméru vnéjsiho plasté ku

tloust’ce jadra, u rods pak zavisi na poméru délky Castice k tloust'ce [86].

Pro lepsi lokalizaci, distribuci a biokompatibilitu dochazi k upravé povrchu ¢astic za vyuziti
peptidii, ligandG ¢i dalSich chemickych skupin [83]. Jednou znejbéznéjSich uprav je pridani
polyethylenglykolovych fetézci (PEG) [69], [74], [80], [87] ale v nékterych studiich dochazi i k vyuziti
jinych latek (naptiklad rifampicinu [88]). Tyto modifikace zabrainuji nezadoucim interakcim a filtraci
castic. Obzvlast’ castice s PEG se osvédcily diky omezeni nespecifickych interakei (a to i s imunitnim
systémem), del$i dobou cirkulace, zlepSené permeabilité a snizené cytotoxicité [83]. Ke stabilizaci tvaru
se vyuziva pfidani citronanu sodného nebo cetrimoniumbromidu (i kdyz se v nékterych piipadech
prokazala mirna toxicita této latky) [83]. Velkou roli hraje i naboj povrchu (respektive naboj navazanych
latek). Castice s pozitivnim nabojem mohou interagovat s negativné nabitymi membranami a zpisobovat
jejich poskozeni az smrt bunky. Vzhledem k ¢astému vyuziti krevnich cest je ohrozen hlavné endotel
cév a dochazi ke zvysené akumulaci v ledvinach. Céstice s negativnim nabojem se naproti tomu vice
akumuluji v jatrech a slezin¢é [83]. Pridani specifickych protilatek by také meélo umoznit presnéjsi
akumulaci [19]. Tato metoda pomaha k ¢astecnému narustu akumulace ¢astic u rakoviny prsu (pii vyuziti
anti-HER2) [80], glioblastoma je vSak pomeérné heterogenni, coz znesnadiiuje nalezeni jediného
markeru, ktery by bylo mozné vyuzit na v§echny nadorové buiiky. Jednim z nadé&jnych je receptor EGF
(EGFR), ktery se u glioblastomu vyskytuje v cca 60 % ptipadi [89], k nadmérné expresi vSak dochazi
spisSe u glioblastomu primarniho nez sekundarniho typu [90]. U EGFR v glioblastomu dochazi casto
k mutacni deleci exonu 2-7 a formaci glycinového zbytku na spoji exonil 1 a 8 — vznika mutantni varianta
se zkratkou EGFRVIII [91]. Jedna se o nejcastéjsi variantu vyskytujici se u lidskych nadori. V pripadé
glioblastomu byla exprese prokazana u 30 % diagnostikovanych pifipadt [91] a znadi snizenou
pravdépodobnost dlouhodobého pieziti[92]. Mutantni EGFRVIII je ¢asta i v GSC [92]. Jinak obecné pro
zaméfeni mozku miize dojit k vyuziti nervoveé-specifickych peptida ¢i ligandu [19]. Pti vyuziti protilatek
je ale tieba pocitat s tim, Ze vétSina z nich je nestabilni a mize zpusobovat vyvolani imunitni odpovédi

[19].
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JelikoZ pti agregaci Castic dochazi k lepsi absorpci energie [85], [93], je moZno vyuZit téchto
interakci ke zvySeni akumulace ¢astic. Z tohoto diivodu Ize pouzit nanocastice reagujici na snizené pH,
které v acidickém prostfedi nadoru reverzibilné agreguji diky zménam v elektrostatickych interakcich.
Agregace zptsobi vyssi fototermalni ti€innost v okoli nadoru, ale nedochézi k ni ve zdravé tkani, takze

Castice nevyvolaji zvySenou toxicitu v organech [85].

Bohuzel, problematika nanocastic je velmi slozitd a prozatim neni jasné, které ¢astice budou
nejidealnéjsi pro klinické vyuziti. Ve studiich se prozatim nejlépe jevi zlaté spheres — jsou pro PTT
vhodnéjsi nez nanorods diky rychlejsi internalizaci a lep$i biokompatibilité [83]. Pro budouci vyuziti
v praktické medicin€ vSak bude nutné detailnéji prozkoumat, jaky typ nanoc¢astic bude pro danou terapii
idealni. A neptjde pouze o typ, ale i o vyhovujici povrchové modifikace, které zajisti permeabilitu tkani

a hromadéni v nadoru.

3.4. doruceni na misto urceni

Pred samotnou excitaci je nutné Castice dostat k pozadovanému mistu nadoru. V ¢lancich se
nejvice vyuziva injekéni podani. To mize byt déleno na intravendzni, intraarterialni, intraperitonealni
(vpich do pobtisnice), subkutanni (vpich do podkozi) ¢i pfimo intratumoralni [83], [94], [95]. Vyuziti
injekce je sice nejpopularnéjsi metodou, v soucasné dobé védcei pracuji na novejsich, sofistikovanéjsich
metodach, které budou z hlediska dopravy vyhodné;si. Napiiklad podani terapeutik skrz epitel ¢ichovych
bun¢k piimo do mozku by mohlo obejit problém s prostupnosti hematoencefalitické bariéry [96] a
existuji 1 pocatecni vyzkumy pro podani ¢astic ve formé aerosolu [97]. V nékterych studiich se také
pouziva oralni podani, nejedna se vSak o podani, které by se Casto vyskytovalo u studii s lidskymi

pacienty.

Zpisob podani se odrazi i na vysledcich terapie — mtize ovlivnit akumulaci ¢astic a distribuci do
zbytku téla. Potencialn¢€ vyhodné pro PTT by mohlo byt intratumoralni podani diky moznosti efektivné
dodat vysokou koncentraci do mista nadoru. Naptiklad pfi vstfiknuti ¢astic intravendézné dochazi
k pasivnimu prostoupeni télem[69], coz se velmi pravdépodobn¢ odrazi na lokalizaci a akumulaci ¢astic.
Jeden z ¢lanki také potvrzuje bezpecnost aplikace pfimo intratumoralné — problémum s natékanim

mozku a zvyS$enim intrakranialniho tlaku se da zabranit pomalou aplikaci [95].

Castice pii prichodu k tumoru musi zdolat nékolik piekazek — nejkomplikovangjsi z nich je
BBB, ktera velmi striktné reguluje transportované molekuly a ptisobi problémy s prichodem Castic [4],
[12], [19]. Mimo vyuziti modifikaci, které usnadni priichod nanocastic télem, by bylo mozné transport
usnadnit pomoci vektort, naptiklad mezenchymalnich kmenovych bunék [98] nebo makrofagh [19],
[86], [99]. Obzvlasté schopnym prostiedkem se zdaji byt makrofagové diky tomu, ze u nich k prechodu
BBB dochéazi pfirozené, a navic jsou ptitahovany k mistim zanétl ¢i nadori. Také nespusti piidatnou
imunitni odpovéd’ ani neptisobi toxicky na své okoli. Navic diky schopnosti fagocytovat snadno pojmou

nanocastice (i zde v8ak zavisi na velikosti, tvaru i povrchu) [19], [86]. Dal$im pouzivanym vehiklem
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jsou exosomy, jejich vyhody spocivaji v efektni fuzi s cilovou buiikou, pfimém doruceni do cytoplazmy.

Také jsou, stejné jako makrofagové, povazovany za bezpecné transportéry [19].

Pti transportu nadorem na nanocastice pasobi velky tlak okolni tkan¢, ktery znesnadnuje pohyb
krevnim fe¢istém dané oblasti [77], [81]. Uginnost priniku astic tkanémi je ovlivnéna jejich velikosti,
tvarem a nabojem na povrchu [79], [83]. Tyto vlastnosti vyrazné ovliviiuji mnozstvi ¢astic, které se
budou v tumoru akumulovat. Zaroven je v nadoru usnadnénd akumulace vzhledem k zvySené
permeabilité a retenénimu efektu [100]. Pii 1é¢bé je vSak nutno vypocitat optimalni pocet Castic pro
rovnomernou distribuci tepla — v idealnim piipadé také dojde k homogennimu rozprostieni ¢astic po

celém objemu nadoru [93].

Pro idedlni podminky je potfebna nejen dostatecna akumulace Castic, ale i jejich homogenni
rozprostfeni. Bylo prokazano, ze se nanocastice kvuli lepSimu krevnimu zésobeni Castéji hromadi na
periferiich, zatimco do centra nadoru se dostavaji pomalu. Byla provedena studie s makrofagy, ale ani
jejich vyuziti nepfineslo signifikantni zlepSeni distribuce [80]. A stile zlistava otevienad problematika

dopravy nanocastic k invazivnim buikam, které zptisobuji sekundarni 1éze.

3.5. excitace, spusténi terapie
K excitaci elektronti se prednostné vyuziva laserové zatfeni, a to hlavné NIR, svétlo blizici se
hodnotam infracerveného zateni (v ¢lancich vyuzivané rozmezi je 650-900 nm) [69], [75], [80]. Lze ale
také excitovat pomoci UV zéfeni (365 nm) [81]. Alternativy vyuziti laserového zafeni jsou RF (vyuziti
radiovych vin) [100]-[102] a MFA (vyuziti magnetického pole) [103]. Oba tyto zpiisoby se vyznacuji

lepsi penetraci do tkané [80], [100], ale prozatim se ve studiich nejvice objevuje vyuziti NIR.

Vyhodou NIR lasert je, Ze bunécné chromofory v tomto rozmezi vinové délky nemaji ptili§
velkou absorpci a jsou tedy poskozovany méné nez v pripadech vyuziti svétla viditeIného spektra [80].
Dalsi z benefiti vyuziti NIR také spociva v dobré penetraci tkani, jelikoz se vyskytuje mezi oblastmi

vlnovych délek s vysokou absorbanci pro vodu a pro hemoglobin [104].

Z UV svétla se pro 1ékarské tcinky vyuziva predevsim cast UVA, které by sice za podminek
1écby nemeélo byt problematické [81], ale pro bezpecnou terapii je nutné se potencialnim rizikiim vice

vénovat.

Vyuziti obou zafeni je limitovano prostupnosti svétla skrz tkan. Permeabilita zavisi pfedev§im
na sile laseru. Pti pouziti velmi silného a neprerusovaného zareni dochazi k prehtivani a poskozeni tkané,
proto se vice osvédcilo vyuziti pulsnich lasert, které vysilaji do tkan¢ pieruSované paprsky. Pauza mezi
jednotlivymi paprsky laserového zafeni zabrani piehfivani a poskozeni tkani i pti vysoké intenzité [93].
Pti pouziti NIR byla v laboratornich podminkach maximalni prostupna hloubka tkani 3-5 cm [100].
Dosazeni hloubéji polozenych nadorti by potencialné $lo pii zvySeni energie laseru nebo delsi dobou

vystaveni tkan¢ paprsku [103], v obou piipadech by vsak velmi pravdépodobné doslo k vaznému
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poskozeni zdravé tkan€. Omezeni hloubky penetrance se da obejit voperovanim optickych sond [80], ale
v tom piipadé se potykame s dal$imi zasahy do mozku, které mohou negativné ovlivnit post-terapeuticky

Zivot pacienta.

Vyhodou laserti je pomérné piesné zamétreni a mélo by tedy (i pii vyss$i akumulaci v jatrech ¢i
slezin¢) dochazet prevazné k aktivaci specificky lokalizovanych ¢astic [67], [103]. Pti vyuziti této

metody vSak bude tieba zajistit idealni dobu, silu a pozici laserového ozateni.

Studie zabyvajici se metodou RF vyuzivaji viny o frekvenci 13,56 MHz [100]-[102]. Na rozdil
od NIR dosahuje RF hlubsi penetrace diky minimalni absorpci energie tkanémi, problematika zameéteni
vSak stale ziistdva. Nanocastice opét funguji jako specifické agenty, které zajisti lokalizované spusténi
PTT v néadoru i pii niz8i energii — predchazi se tim vyuziti prili§ vysoké energie, ktera by poskodila i
okolni zdravou tkan [80]. Jinak je povazovana za bezpe¢nou, a proto je skvélym kandidatem pro vyuziti
v terapiich [100]. Mira absorpce Castic pti vyuziti RF je hodné zavisla na modifikacich povrchu. Pii
zkoumadni internalizace Castic s navazanymi protilatkami byly sledovany az do endo-lysozomd, které
maji pfirozené nizké vnitini pH. Toto acidické prostiedi zptisobilo agregaci ¢astic, coz snizilo efektivitu
1é¢by, jelikoz PTT vyuzila pifedevsim ¢astic neagregovanych. Agregaci doslo k poskozeni povrchovych
protilatek, coz vyrazné poskodilo i schopnost absorpce energie. Tento problém je mozné vyftesit
modulaci endo-lysozomalniho pH — pfi zabranéni intracelularni agregace Castic dochazelo k lepsi
absorpci Castice. Vzhledem k tomu, ze neagregované Castice absorbovaly lépe energii, dochazelo i

k vylepseni toxickych G¢inkid na nadorovou bunku [100].

Pii MFA je nutné vyuzit magnetické Castice. Jelikoz zlato pfirozen¢ magnetické neni, jsou
vytvafeny hybridni ¢astice, které by touto metodou vyuzit slo [80]. Prozatim se (z hlediska vyuziti
zlatych castic) jedna o raritu, n€kolik klinickych studii s MFA vsak probéhlo. Pfi pokusu s ¢asticemi
z Zeleza a vyuziti MFA dochazelo k dobré toleranci pacienty bez vyznamnych vedlejSich tcinki.
Pacienti pouze popisovali ,,pfijemny pocit tepla v hlavé®, nejhire to snaSel pacient s kardiovaskularni
chorobou, u kterého doslo k docasnému zvysSeni tlaku a zrychleni pulsu [95]. Dobra tolerance této
metody byla sledovana do cca 13,5 kA/m, k vylepSeni efektivity magnetického pole by ale opét mohlo
dojit pomoci zvySeni sily MFA [95].

Je tfeba bliz8i zkoumani, které by porovnalo metody excitace a urcilo, ktera z nich bude

nejvyhodnéjsi — z hlediska efektivity i minimalniho poskozeni okolni tkané.
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4. Feroptoza

4.1. feroptdza — definice, mechanismus a patologie

Feroptoza je regulovana oxidativni bunécna smrt ne-apoptického typu, kterd je zavisla na zelezu,
respektive vnitrobunééné koncentraci Zeleznych iont [105]-[107]. V buiice dochazi k Fentonovym
reakcim mezi ionty Zeleza a peroxidem vodiku. Vysledkem téchto reakci jsou toxické radikdly, proti
kterym se buiika chrani pomoci antioxidantl — je nutno uvést alespoii gluthation a glutathion-peroxidazu
(GPX4) [106]. Depleci glutathionu ¢i pfi inaktivaci dalSich ochrannych mechanismt dojde k nartistu
koncentrace ROS v buiice a volné radikaly za¢nou poskozovat bunééné komponenty, v tomto piipade je
esencialni predevsim reakce se syntetizovanymi fosfolipidy. Dochézi k jejich peroxidaci a akumulaci
oxidované formy, coZ vede k poskozeni membran, ztrat¢ selektivni permeability a lyzi bunky [108]—

[110].

K indukci tohoto typu bunétné smrti vétSinou nedochazi ptimo inhibici enzymu GPX4,
potfebného pro odstranéni oxidovanych fosfolipidt [111], ale pfes feroptéozu-indukujici agenty [109].
Podle toho lze rozlisit dva typy feroptézy — ,,single cell“ inhibici GPX4 a ,multicellural” inhibici
produkce glutathionu nebo zvySenim intracelularni koncentrace zeleza. Druhy typ, ,,multicellular®, se
také oznacuje jako ,,propagacni* diky zpozorované propagaci feroptézy do okolnich bungk, ktera se $iii
podobné jako vlna [109], [112]. Toto Sifeni je mezi typy regulované¢ bunécné smrti extrémni raritou
[109]. Pti zkoumani zptsobu, kterym se smrtelny signal §iii, se zatim prokazala role pori plazmatické
membrany a osmotickych potenciali. V jedné studii byly do bunék umistény velké osmoprotektanty,
které nemohly z buiiky unikat tak snadno jako latky kontrol. Osmoprotektant s vétSim primérem
(konkrétné PEG 3350 Da) zabranil Gplné lyzi bunék, signal ale nezastavil, pouze zpomalil. Podrobné;jsi

informace zptsobu §ifeni jesté nejsou zcela znamy [109].

Zda se, ze feroptoza je zavisla na autofagii, proto také vznikl termin ferotinofagie
(,,ferrotinophagy* v anglictin€), ktery oznacuje autofagicky proces probihajici praveé v této souvislosti.
Jednim z dikazli je spusténi ferotinofagie pii pfijmuti signalu k feroptéze. Druhy, diskutabilné

Py

prikaznéjsi, je fakt, ze pfi inhibici autofagie dochazi i k potlaceni feroptozy [111], [113].

Nékteré ze symptomu probihajici feroptézy ve tkanich jsou otékani bun€k a redukce krist
mitochondrie [105], [109]. Typickym znakem je pfedev§im jiz zminéna peroxidace lipidii membran

vedouci k poskozeni a k 1yzi bunék [110].

Podil feroptozy byl sledovan u nékterych autoimunitnich a neurodegenerativnich onemocnénich,
anebo dokonce i pifi vzniku rakoviny. Ukazuje se i jeji role v neurotoxicité a miZe zpusobovat i
nedokrvovani nékterych organt, jako je naptiklad srdce, ledviny nebo jatra. Bylo zaznamenano i akutni

selhani ledvin [105], [112], [113].
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4.2. metabolismus Zeleza zdravé 1 nddorové tkdné
Metabolismus Zeleza v buiice je mozné rozdélit do tii ¢asti — influx z extracelularniho prostoru,

intracelularni uskladnéni zasob a eflux z buitky ven [105].

Pfijem je mozny pomoci transferinu a jeho receptoru (TtR1), pro funkci feroptodzy jsou potieba

geny pro ob¢ tyto komponenty.

Uvnitf buiiky se vétSinou zelezo uchovava navazané na zdsobni protein ferritin, neni tedy
schopné metabolické aktivity [105], [114]. Naopak zelezné ionty, které jsou v buiice volné€, jsou
nestabilni a metabolicky aktivni, oznacujeme je pojmem LIP [105], [114]. Hladina LIP mtZze byt
snizovana pomoci chelatori zeleza [114], ale jinak podléhd piedevsim regulaci prostfednictvim
regulacnich geni a proteint. Jednim z klicovych regulatorii je IREB2 (iron-regulatory protein 2). Pii
dostatku zeleza v buiice je IREB2 degradovan v proteasomu, ale nizké koncentrace umozni interakce
mezi IREB a responzivnimi elementy (IRE), které degradaci zabrani. IREB2 pusobi pfi nedostatku zeleza
inhibuje translaci zasobniho ferritinu, podporujici nartst volnych iontd. Pokud je IREB2 degradovan,
dochazi ovlivnénim TfR1 i ferritinu ke zvyseni vtoku Zeleza do bunky [115]. IREB2 se také mize podilet
na spusténi feroptdzy, napiiklad pres erastin [105]. Erastin je mald molekula, ktera inhibuje aktivitu
cystein-glutamatového antiporteru. Cystein je dulezitou slozkou v syntéze glutathionu, pokud
aminokyselina neni v bunice, dochazi k rychlé depleci tohoto antioxidantu [111]. Cysteinova deprivace
se nepodili pouze na vycCerpani zasob glutathionu, ale i na sniZeni koncentrace ferritinu pies
ferotinofagovy proces. Nedostatek cysteinu aktivuje pfenos a degradaci ferritinu v lysozomu pies
ferritinovy kargo receptor NCOA4 [111], [113]. Pti degradaci ferritinu dochazi k uvolnéni navézaného
zeleza a ke zvySovani hladiny volného, nestabilniho Zeleza (LIP). lonty Zeleza prochdzi Fentonovou
reakci a ndsledné dochazi k akumulaci ROS poskozujicich buiiku, coz je pro feroptézu esencialni.
Zvyseného oxidativniho stresu lze ale vyuzit v klinické praxi — nekteré ze studii navrhuji jeho vyuziti
pro zvySeni senzitivity nadorovych bun¢k k chemoterapii [105], [111], [116]. Tato moznost kombinace
byla studovana naptiklad na rakoviné prsu [105], ale i glioblastom se stal predmétem nekterych studii

(naptiklad kombinace cisplatiny s inhibitory exprese GPX4) [117].
Eflux Zeleza z buiiky byl prozatim provozovan pouze pomoci ferroportinu [105].

Zelezo je pro buiiky potiebné pro riist a proliferaci buiiky. Mezi nékteré jeho fyziologické funkce
patii regulace bunécného cyklu, angiogeneze nebo DNA syntéza, opravy a epigenetické remodelace
[114]. U malignich nadorovych bun€k dochézi k abnormalnimu zvyseni intraceluldrni hladiny zeleza
kviili vysoké poptavce po tomto prvku [105], [114]. Zde se Zelezo podili i na formaci metastaz a ptisobi
v nadorovém mikroprosttedi — napfiklad proti efektu NK bunck. ZvysSeni zasob zeleza je
zprosttedkovano modulaci metabolickych drah. Prvnim ptikladem je zvyseni pocti molekul transferrinu,
diky ¢emuz dochazi ke zvySenému influxu Zeleza do buiiky, jednim znadort, ktery tento princip

vyuziva, je i glioblastom [118], [119]. Dalsim pfedmétem modulaci jsou STEAP3. V endozomu dochazi
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k pfeméng Fe’" na Fe?* pomoci reduktaz n&kolika rodin, Fe*" je pomoci DMT]1 transportovano do LIP.
STEAP3 jsou v bunikdch malignich glioml extrémné exprimovany a interakci s dal§imi komponenty
drah indukuji expresi TfR-1, ¢imz dochazi ke zvyseni influxu, a tedy i celkové intracelularni koncentrace.
Naopak pii zablokovani téchto reduktaz potlacuje proliferaci a tvorbu metastdz [114]. Hladiny ferritinu
v plazmé jsou u mnoha onkologickych pacientli zvySené. Bylo prokdzano i spojeni vysSich hladin
ferritinu s pokrocilej$im stddiem nadoru [114]. Dalsi komponentou jsou NEET proteiny — klicové
regulatory, které v nadorovych buiikach udrzuji vysoké hladiny zeleza i ROS. Svou funkci zvySuji
mitochondrialni akumulaci zeleza, ¢imz podporuji proliferaci i tvorbu metastaz [114]. Velkou roli pfi
proliferaci hraje i snizeni exprese ferroportinu. Pfi nadmérné expresi této pumpy naopak dochazi

k indukci autofagie a aktivaci p53 proteinu [105], [114].

4.3. spusténi feroptdzy pro klinické Gicely — nanocastice

Minulé kapitola byla zaméfena pfedevs§im na prospéSnost zlatych nanocéstic, vyuziti ale nachéazi
i ¢astice z jinych materiali. Pro indukci feroptdzy se vyuzivaji predev§im nanocastice ze Zeleza a na bazi
kiemiku. I jiné kovy (stfibro, zlato) by Sly vyuzit pro indukci reakce s peroxidem vodiku, prozatim se
ale zda, ze ¢astice z téchto materialu plisobi spiSe na povrchu [105]. Tyto kovy mohou byt ale pouzity
pro vytvofeni vrstvy na povrchu nano&astice [120]. Zelezné nanoastice se mimo jiné vyuzivaji i na
zobrazovaci metody (MRI, CT) [120], k vyvolani hypertermie [121] ¢i na dopravu terapeutik [105],
[120], [122].

Podobn¢ jako ¢astice vyuzité pro termoterapii, i ty urc¢ené pro feroptoézu je nutno optimalizovat
z hlediska mnoha kritérii — od velikosti, tvaru, chemického slozeni a modifikaci povrchu po idealni
koncentraci vyuzitych davek a distribuci. VSechna tato kritéria mohou ovlivnit prabéh feroptozy —
napiiklad nemodifikované nanocastice mohou zpiisobit pomalejsi prubéh feroptozy. Studie, kterd si
tohoto jevu vSimla, spekuluje, Ze je rychlost ovlivnéna pomalejsi internalizaci Castice [122]. Pro dobrou
akumulaci se zase vyuziva nanocastic obalenych PEG nebo ¢astic vétSich rozmeért. U téch je ale horsi
vstup do buiky [122]. [ k nanocasticim u¢enym k feroptéze lze ptidat protilatky k efektivnéjsi lokalizaci
[121].

Je nutno zminit chemické sloZeni ¢astic. Samotné Zelezo pomérné snadno podléha korozi a proto
neni idealni pro vyrobu nanoc¢astic. Misto toho se pouzivaji smési Fe;O4 nebo y-Fe;Os. Druha ze smési
je preferovana, jelikoZ ionty Zeleza je zde vyskytuji v podob& Fe**. Tonty s timto oxida¢nim ¢islem lze

pfirozeng v téle najit, a proto by nemélo dochézet k vedlejsim ucinktim [120].

U zeleznych nanocastic se dochazi k modifikacim povrchu pomoci syntetickych polymert

(PEQ), proteind, polyvinylalkoholu nebo pyrrolidonu ¢i pomoci jiz zminénych uslechtilych kovi [120].

Pfi syntéze nanocastic je snaha vytvorit biokompatibilni Castice s co nejmensi toxicitou.
Problematika, jak tohoto docilit, je velmi komplikovand. Nékteré Castice oxidl Zeleza zplsobovaly
zanéty, viedy ¢i neurobehavioralni zmény. I kdyz se povede syntetizovat zpocatku bezpecné Castice, je
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nutno pocitat s tim, Ze v prub&hu ¢asu v téle degraduji a jejich zbytky zacnou se svym okolim interagovat
[120]. Castice na bazi kiemiku se zdaji jako pomérné bezpe¢na alternativa diky jejich biokompatibilité
arychlému vyfiltrovani ledvinami, ale ani jejich toxicita neni z hlediska dlouhodobého efektu dostate¢né

prostudovana [122].

4.4. doruceni do buiiky a spusténi feroptozy
Velka c¢ast textu 3.4 doruceni na misto urceni se tykd i Castic vyuzivanych pro feroptozu,
predevsim problematika BBB a permeability cév. Vaskularizace nadoru se vsak na efektivité 1écbé
projevuje jesté jinym zptisobem — efektivita terapie zavisi na zdsobeni Zivinami a kyslikem. Nadorové
buiiky trpici nedostatkem Zzivin jsou k indukci feroptéozy obecné citlivéjsi, 1 kdyz existuji nékteré
nadorové bunky, které jsou citlivé i pti dobrém zasobeni [122]. Pro dalsi postup v 1é¢bé pomoci této
metody by bylo vyhodné blize prozkoumat, jak bude na feroptézu reagovat glioblastom pii rizné miie

vaskularizace.

Pro lepsi zacileni nanocastic se vyuziva magnetické pole — rotacni i polarizované [110], [123].
Tato metoda dokaze Castice nejen efektivnéji lokalizovat [124], ale umozni i usnadnéni jejich priniku
do buriky, a dokonce bude mozné jimi po butice i pohybovat. Tento pohyb by se dal oznacit jako michani
(,,stirring*) €astic s bunéénymi komponenty. Michanim dochazi k vzristu teploty a ke zvySené produkci
ROS, ve vysledku dochazi ke znaénému ubytku proliferace bunky [105]. Polarizované magnetické pole
bylo vyuZito i jako spousté¢, diky kterému dojde k uvolnéni latek nesenych nanocasticemi [110]. I pfi
vyuziti magnetického pole bude tfeba optimalizovat mnozstvi aplikovanych ¢astic €i silu vyuzitého pole,

jelikoz i to se odrazi na efektivnosti akumulace ¢astic v nddorovych buiikach [124].

Nédorové bunky maji Casto snizené pH mikroprostiedi kvili hypoxii a zvySené aerobni
glykolyze (viz 2.2 bunécny metabolismus nadorovych bunek). To usnadnuje uvolnéni zeleznych ionti.
Tohoto efektu lze vyuzit pti senzitivnim vypusténi zeleza z nanocCastic, které aktivuje pravé specifické
prostiedi nadoru. Zelezné ionty se vyuZivaji ve dvou podobach — Fe?* (Zeleznaté, v angliéting
oznadované jako ,ferrous*) a Fe** (Zelezité, oznalované jako ,,ferric*). Mezi nimi pozorujeme n&kolik
rozdil — Fe** generuji vice ROS nez Fe*', ale podle n&kterych studii jsou Fe** G¢inn&j’i v zabijeni

nadorovych buné¢k [106], [108].

Po vneseni nanocastic a indukci feroptdzy dochézi k redukci ristu az regresi nadoru [122],
projevily se ale i doprovodné imunitni reakce vedené pres ROS. Nanocastice v bunice zvysily oxidativni
stres, coZ se projevilo na translaci calreticulinu. Pokud je calreticulin ve zvySeném mnoZzstvi prezentovan
na vné&jsi plazmatické membrané, jedna se o ,.eat-me* signal, ktery spusti protinddorovou imunitu.
Dochazi k fagocytoze antigent charakteristickych pro nadorové butiky a k maturaci dendritickych bunék,
které aktivuji cytotoxické T-lymfocyty [110]. I diky témto imunitu-podporujicim G¢inkGim je feroptoza

povazovana za moznou piidavnou metodu pfi protinadorové lécbé [110].
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4.5. otazky pro dalsi studium
Vyuziti feroptézy v 1écbe glioblastomu jest€ neni tak probddané jako ketodieta ¢i anti-

angiogenni lécba a stale je n€kolik problematickych bodd, na které je tfeba se zaméfit.

Podobné¢ jako i u ostatnich metod, ne vSechny bunky budou citlivé ke spusténi specifické metody
—nadorové buiiky se od sebe 1isi v mife zavislosti na zelezu [ 119]. Necitlivost k této draze by bylo mozné
modulovat pfes inhibitory feroptozy (liproxistatin-1 ¢i ferrostatin-1) [107], [122] nebo inhibitory
autofagie (zvysena exprese Nrf2, inhibice Keapl) [125] ¢i supresorové proteiny (FSP1) [109]. Podle
jedné ze studii jsou GSC k indukci feroptdzy citlivejsi nez ostatni nddorové buiiky a okolni zdrava tkan.
Pti zacileni 1é¢by na ferritin by tedy mohlo dojit k vétSimu vlivu pravé u téchto proliferujicich bunék

[119], coz by mélo potencial znacné omezit dalsi rist nadoru.

Rozporuplna se zda byt i autofagie. Jedna se o jev, ktery spiSe podporuje bunécéné preziti a pouze
pti extrémni autofagii dochazi k negativnimu UcCinku na buiiku [113]. Indukce autofagie v buice
v pocateénich stadiich vede k vetsi rezistenci vii¢i chemoterapeutickym lé¢iviim a pouze v pokro¢ilé fazi
muze indukce pusobit benefiéné pro zvyseni senzitivity. Zaroven je bez autofagie feroptdza potlacena.
Clanek, ktery se tomuto tématu vénoval, nabidl kombinaci dvou 1é¢iv — temozoloidu a chinakrinu.
Zatimco chinakrin by potlacil typ autofagie plsobici proti temozolomidu, druhy agent by nebyl

degradovan a byl by pro buniku toxi¢téjsi [116].

Pti nékolika studiich byla v okoli 1é¢eného nadoru pozorovéana zvysena koncentrace zanétlivych
makrofagt [105], [122]. Jelikoz v soucasné dob€ neni jasné pro¢, ani jak tato skutecnost ovlivni 1é¢bu u

pacientt, je nutné tento jev dale zkoumat.

Pii pokusech se zatim vyuzivaji mnohem véts$i koncentrace, nez by bylo vhodné pouzivat na
pacientech [122]. Musime se tedy pozastavit nad otdzkami ohledné zkreslovani vysledkli a mozné skryté

toxicity.

Posledni odstavec neni ani tak problémem, jako otdzkou, kterou je nutné zaradit do budouciho
zkoumani. Podle n¢kterych €lankd u Zeny byla sledovéana lepsi odpoveéd’ na standartni terapii diky
pohlavné-specifické odpovédi, ktera byla zptisobena lehce odlisSnym Zeleznym metabolismem [118]. Jak
se tento pohlavné-specificky rozdil projevi pii indukci feroptozy — bude jedno z pohlavi k této bunécné

smrti nachyInéjsi?
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Zavér

I ptesto, ze uz pii 1écbé glioblastomu doslo k znacnym pokrokiim, stale se jedna o velmi
relevantni problematiku bez vyrazného prodlouzeni Zzivota pacienti. Svou heterogenitou a
schopnosti invaze do zbytku mozku tento nador stale unika standardizaci jednotné 1éCby, kterd by
fungovala u absolutni vétSiny pacientl. Rezistence vic¢i chemoterapii, radioterapii i vSem
»alternativnim® metodam, které byly v textu pfibliZzeny, je obdivuhodna, avSak nové poznatky nam
ptinasi lepsi porozuméni mechanismd, kterymi glioblastom na své okoli plsobi. Diky nim je pak
mozné zacilit 1éCbu na slabiny, které glioblastom béhem svého rtstu odhali. Stale jest¢ je nutné
podrobit metody terapie detailn¢jsSimu zkoumani a optimalizovat je nejen pro prodlouzeni doby

zivota, ale i udrzeni az zlepSeni jeho kvality.

Soucasna terapie je nedostatecnd a pifindsi sebou vyrazné negativni vedlejsi uc€inky na Zivot
pacientt. I kdyz se noveé zkoumané metody mohou zdat na prvni pohled pon€kud bizarni, vysledky
klinickych studii hovoii v jejich prospéch — posun v angiogenezi prodluzuje dobu bez progrese,
ketogenni dieta, PTT a feroptdza se podili na zastaveni proliferace a dalsiho ristu. Prozatim se zd4,
ze benefi¢ni by mohlo byt vyuziti né¢kolika terapii v kombinaci a aditivné tedy pasobit proti tumoru
— od zlepSeni dopravy ¢astic pii remodelaci krevnich siti nddoru po indukci oxidativniho stresu

feroptozou vedouci k oslabeni nadorové burnky.

Ackoli jsou metody popsany v mnoha ¢lancich, je nutné zaméfit se na nékolik témat, které budou
pro pokracovani téchto nekonvencnich terapii vitalni. Je potfeba zaméfit se na homogenizaci
vaskulatury, ktera bude vyhodnd pro dodani cytostatik, nanocastic i pro omezeni heterogenity
regiond. Dale je tfeba se omezit toxické ucinky vSech lécebnych metod. Pii vyuziti nanocastic se
jednd o velmi slozitou problematiku, ktera zada vice srovnavacich studii pro fddnou modifikaci
nanocastic (jak z hlediska efektivity, tak jejich toxicity na organismus). Velkou vyhodou by tak
mohly byt 1écby na zakladeé specifické exprese nadoru, tam vSak naraZime na ¢asovou a finan¢ni
narocnost analyzy. Jednalo by se v§ak o moznost s potencidlem revolu¢né zménit 1é¢bu glioblastomu

od podoby, kterou zname nyni.
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