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PREDMLUVY K 2. VYDANI

Zhoubné nadory mozku, gliomy, jsou stile ve vétsi mife centrem pozornosti
vyzkumu a studii. Nové poznatky prispé€ly k tivaze vypracovani druhého vydani
publikace Gliomy v relativné kratké dobé od prvniho vydani v r. 2013. V po-
slednim roce byly navic publikovany pomérné zdsadni novinky, které vyznamné
je nutné zminit vydani nové klasifikace gliomti Svétové zdravotnické organizace
(WHO) integrujici histopatologické a molekularné biologické charakteristiky na-
dort. Tato nova WHO 2016 klasifikace je jiz zohlednéna v novych doporucenich
Evropské neuroonkologické asociace — EANO guidelines, kterd byla publikova-
na po tfech letech v ¢ervnu 2017, véetné guidelines pro paliativni a podptrnou
1écbu pacientd s gliomy (Weller M, et al. Lancet Oncol. 2017; Pace A, et al.
Lancet Oncol. 2017). V neposledni fad¢ je nutné z novinek zminit 1é¢bu pomoci
pristroje Optune, kterd je zaloZena na principu tzv. tumor-treating fields, vyuZziva-
jici ucinky stridavého elektrického proudu prostiednictvim elektrod nalepenych
na ktzi hlavy. Studie EF-14, kombinujici tento typ 1é¢by se soucasnou standardni
chemoradioterapii a adjuvantni chemoterapii, je po dlouhé dobé pozitivni studie
popisujici prodlouzeni celkového preziti u pacienti s nové diagnostikovanym
glioblastomem. Vysledky byly zatim prezentovany na odbornych konferencich,
na jejich publikaci se ceka.

Kolektiv autorti druhého vydani je vybran z aktivnich dcastnikd pravidelnych
multidisciplinarnich setkani ,,Glio meeting*. V r. 2017 se uskutecnilo uz 10. se-
tkani odbornikil zabyvajici se vyzkumem, diagnostikou a lécbou gliomda. Jestli
se pfi prvnim ro¢niku meetingu tcastnilo asi 35 odborniki, pak v r. 2017 prijelo
uz vice nez 100 ucastnikl. Posledni dva ro¢niky ,,Glio meetingu* jsou soucasti
Brnénskych onkologickych dnti. Meeting je pravidelné pod garanci Neuroonko-
logické sekce Ceské onkologické spolecnosti (NOS COS) a Spole¢nosti radia¢ni
onkologie, biologie a fyziky (SROBF).

V novém vydani jsou texty zabyvajici se tradi¢nimi diagnostickymi a 1éceb-
nymi postupy. Jsou pfidany kapitoly vénujici se vice molekularni biologii, pa-
tologii, nové WHO klasifikaci mozkovych nadort, psychologii, vyzkumu a epi-
lepsii. Jsem velice rad, Ze osloveni autofi ve velmi kratkém terminu zpracovali
své problematiky do textové formy. Pfi praci na tomto vydani mi v editorstvi
vyznamné pomohli dva mladi kolegové z Masarykova onkologického tstavu,
MUDr. Radek Lakomy, Ph.D., a MUDr. Tomas Kazda, Ph.D. Oba na téma lécby



gliomi publikovali né€kolik origindlnich a souhrnnych praci v ¢eskych i zahra-
ni¢nich odbornych periodikidch. VaZim si i podpory sponzord, ktefi se podileli
na vydani publikace.

Kniha je uréena pro Sirokou odbornou vetejnost zabyvajici se vyzkumem, dia-
gnostikou a 1é¢bou zhoubnych mozkovych nadord. Pfindsi nové poznatky v této
problematice, které budou urcité i zakladem pro tvorbu lécebnych standardd
v neurochirurgii, radioterapii a klinické onkologii.

Duben 2018 Prof. MUDr. Pavel Slampa, CSc.
prednosta Kliniky radiacni onkologie LF MU,
Masarykiiv onkologicky iistav, Brno



Druhé prepracované vydani knihy Gliomy vychézejici ¢tyfi roky po vydani prv-
nim nese, krom vlastnich odbornych sdéleni, jesté nékolik dalSich — a s poté-
Senim musim konstatovat, Ze dobrych — poselstvi o biomedicinské komunité
z oblasti neuroonkologie v nasi republice. Ale poporadku.

Pecliva editorskd prace profesora Slampy umoznila v knize Gliomy II pied-
loZit témata pokryvajici celé spektrum aktudlni neuroonkologie klenouci se
od biomedicinskych kofenll aZ po své zasadni naplnéni v klinické péci o pa-
cienta. Kniha nam tedy pfedklada kapitoly vénované modernim zobrazovacim
metoddm, nové molekularné-biologické klasifikaci glioblastomil, celé §ifi aktu-
aln€ pouzivanych terapeutickych konceptii aZ po epidemiologii a témata studia
biologickych zédkonitosti a principl uplatiiujicich se v gliomagenezi na tirovni
nadorového mikroprostiedi.

A v ¢em spatiuji ono vySe zminéné dobré poselstvi o nasi neuroonkologické
komunité? Ono poselstvi je personifikovano rozsahlym multioborovym autor-
skym tymem reprezentujicim naSe pracovisSté napfi¢ republikou, na né&jz se mohl
editor obrdtit s Zadosti o jednotlivé kapitoly. Predzvésti konsolidace a Zivé ko-
munikace této komunity napfi¢ republikou byly zpoc¢atku dominantné klinicky
orientované ,,Glio meetingy*, jejichz tradici spolu se svymi brnénskymi kolegy
zalozil pravé profesor Slampa. Ty umoznily (a navic i velmi zptijemnily) vie-
strannou spolupraci pfedev§im neurochirurgti, onkologli a radioterapeut a ini-
ciovaly pfipravu doporucenych postupt v neuroonkologii. Nutnost spoluprace
1 v oblasti vyzkumné, zahrnujici zdkladni, transla¢ni i aplikovany vyzkum, vedla
pak v roce 2012 k zaloZeni a postupné strukturalizaci NOS COS. Ta nejen napo-
mohla k dal§imu propojeni tymil jednotlivych center, ale pfivedla do naSich fad
i nelékatské odborniky z teoretickych pracovist fakult a Akademie véd Ceské
republiky (AV CR), jejichz participace a synergie je nezbytna pro dalsi pokrok
a inspiraci védecké prace na poli neuroonkologie.

Veéfim, Ze kniha bude shledana jak naSi komunitou, tak i dal§imi svymi adre-
saty jako uZiteCna a pfinosna.

Kvéten 2018 Prof. MUDr: Aleksi Sedo, DrSc.
deékan 1. lékarské fakulty UK Praha
predseda Neuroonkologické sekce COS
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2 NADOROVE MIKROPROSTREDI
GLIOBLASTOMU

Evzen Kiepela, Petr Busek, Aleksi Sedo

Uvod

Glioblastom (GBM - glioblastoma multiforme; astrocytom G IV dle WHO)

je nejcastéjsi primarni mozkovy nador s extrémné agresivnim klinickym fe-

notypem. Vznika pravdépodobné neoplastickou transformaci glidlnich bunék

a vyznacuje se znacnou proliferacni aktivitou a invazivitou, vysokou hustotou

mikrovaskularizace a Castym vyskytem nekréz. V disledku uvoliiovani nadmér-

nych mnoZzstvi glutamatu nadorovymi buiikami se v okoli GBM c¢asto vyskytuje
excitotoxickd neurodegenerace a destrukce neuront. V tkani GBM se spolecné

s transformovanymi gliomovymi butikami nachazeji i rizné nenadorové buriky,

jako napft. mikroglie, makrofagy, astrocyty, oligodendrocyty, endotelie, pericyty,

mezenchymalni kmenové buiiky a riizné typy imunitnich bun€k (obr. 2.1). Tyto
nenddorové buiiky spolu s intratumoralni extracelularni matrix (ECM) tvofi tzv.
nadorové stroma. Bunécné a nebunééné komponenty nadorového stromatu spolu

s intratumoralni extracelularni tekutinou a tekutinou mikrocirkulace pfedstavuji

komplexni a dynamické nadorové mikroprostredi, které velmi vyznamnym zpi-

sobem ovliviiuje rast a progresi GBM.

Pro tumorigenezi a invazivni rist GBM je dileZita nejen autokrinni signali-
zace a sekrece gliomovych bunék, ale i kontaktem zprostfedkovana (juxtakrinni)
a parakrinni signalizace a sekrece bunék, které se vyskytuji v nddorovém stroma-
tu. Autonomni protumorigenni aktivita bunék GBM zahrnuje napt.:

1. vznik autokrinniho signalniho komplexu VEGF-VEGFR?2 (vaskularni endote-
lidlni rastovy faktor/receptor pro VEGF)-neuropilin-1 v plasmatické membra-
né, jehoz signalizace urychluje prostup gliomovych bunék bunéénym cyklem,
a tim rast GBM, a taktéz zvysuje Zivotaschopnost gliomovych bunék a jejich
radiorezistenci,

2. recipro¢ni parakrinni signalizaci mezi gliomovymi buitkami exprimujicimi
mutantni receptor epidermalniho rtstového faktoru vIII (EGFRVIII) a glio-
movymi buiikami s expresi nemutovaného EGFR,

3. sekreci riznych proteaz a autokrinniho motilitniho faktoru (enzymu glykolyzy
fosfoglukoizomerazy) a uvolnéni solubilniho urokinazového receptoru, coz
spolupodporuje migraci a invazi gliomovych bunék,
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4. sekreci sfingosin-1-fosfatu, ktery autokrinni signalizaci pfes receptory spraZe-
né s G-proteiny zvysuje proliferaci a invazivitu gliomovych bunék i proliferaci
a Zivotaschopnost gliomovych kmenovych bunék (GSC, glioma stem cells)
a udrZuje jejich kmenové vlastnosti,

5. vzijemné propojeni gliomovych bunék pomoci vice nez 500 um dlouhych
bunéénych vybézkll (tumor microtubes), které podporuji Siteni do okolni
mozkové tkané a vedou ke vzniku funkéniho syncytia, které zvySuje odolnost
do né&j zapojenych bunék k radioterapii (RT).

Vedle vyse uvedenych piikladl a fady dalSich protumorigennich autonom-
nich aktivit gliomovych bunék jsou do ristu a progrese GBM a jejich odpovédi
na lécbu zapojeny i mnohocetné komunikace a interakce mezi subpopulacemi
nadorovych gliomovych bunék a nenddorovymi buiikami sidlicimi v mikropro-
sttedi GBM nebo v mozkové tkani infiltrované gliomovymi bunikami.

2.1 INTERAKCE BUNEK V MIKROPROSTREDI
GLIOBLASTOMU A JEJICH PATOGENETICKY VYZNAM

Vyznamnou sou¢ast mikroprostiedi GBM predstavuji riizné typy imunitnich bu-
n€k patfici do systému vrozené nebo ziskané imunity. Jejich Cetnost je nejvyssi
u mezenchymalniho molekularniho subtypu GBM a v pripad¢ tumor infiltrujicich
lymfocytt (TIL) je asociovana s mutacemi v genech NF1 a RB1. Imunitni bui-
ky komunikuji s gliomovymi buiikami i navzdjem mezi sebou prostfednictvim
pfimych kontaktii, solubilnich faktorti anebo extracelularnich vezikul, pfi¢emz
diasledkem téchto interakci je modulace ristu nadoru. Az 30 % masy GBM pred-
stavuji s nddorem sdruzené makrofagy (TAM), k nimz se fadi makrofagy pocha-
zejici z kostni dfené€ a rezidentni buiiky mikroglie pochazejici pivodné z bunék
zloutkového vacku. TAM jsou zapojeny do recipro¢ni komunikace s gliomovymi
burikami. Gliomové buiiky secernuji rizné cytokiny a chemoatraktanty, kterymi
jsou TAM atrahovany do mikroprostfedi GBM a dochazi k jejich alternativni ak-
tivaci a polarizaci na pievazné protumorigenné pisobici M2 fenotyp. V disledku
toho TAM uvoliluji faktory podporujici proliferaci a preZziti gliomovych bunék
a proteazy degradujici ECM. Buiiky mikroglie maji dale schopnost stimulovat
proliferaci a invazi gliomovych bunék napf. cestou sekrece TGF- . Lymfoidni ra-
meno imunitniho systému je primarné slozeno z T bunék, B bunék a pfirozenych
zabiject (NK builky). Lokélni mikroprostfedi miZze tlumit funkci efektorovych
T bunék béhem protinddorové imunitni odpovédi, pficemz T buitkami zprostied-
kované zanétlivé odpovédi jsou v mozku i za fyziologickych podminek minimalni.
V tomto kontextu je zajimavé, Ze ziskand imunorezistence GBM aktivaci kont-
rolniho bodu imunitni odpovédi (tvorbou signalniho komplexu PD-1/PD-L1) je
zptisobena interakci TIL s imunosupresivnimi tumor infiltrujicimi myeloidnimi
burikami (TIM), které jsou zdrojem vétSiny PD-L1 exprimovaného v GBM.
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Astrocyty vytvareji s gliomovymi buiikami funkéni kanalkové (mezero-
vé) spoje, které slouZi k intercelularnimu pfenosu malych signalnich molekul
(napt. cGMP). Analogicky k efektu astrocytll na nadorové butiky v mozkovych
metastazach by astrocyty mohly podporovat preziti gliomovych bunék tim, Ze
budou aktivovat jejich signdlni cesty vyuZivajici transkripéni faktory STAT1
a NF-«kB, a dile tim, Ze prostfednictvim mikroRNA (miRNA) budou potlacovat
v gliomovych buiikdch expresi tumorsupresoru homologu fosfatdzy a tenzinu
(PTEN) (vice o roli miRNA v diagnostice a 1é¢bé gliom v kapitole 4). Sekreci
riznych cytokinll a chemokind navic astrocyty zvySuji i invazivitu GSC.

V mikroprostiedi GBM se vyskytuji i s nddorem sdruZené mezenchymélni
kmenové buiiky (TAMSC). Tyto buiiky maji schopnost autokrinni indukce synté-
zy kyseliny hyaluronové (HA), a to signélni cestou C5a (aktivované sloZka kom-
plementu)-C5aR1-pERK1/2-HA synthaza-2, pficemZ secernovand HA piisobi
jako parakrinni signdlni ligand receptoru pro hyaluronanem zprostfedkovanou
motilitu (RHAMM), ktery je exprimovan na gliomovych buiikich a podporuje
jejich invazi.

Silné vyvinutd mikrovaskularizace je charakteristickym rysem GBM. Vyzna-
Cuje se aberantni strukturou a nedostate¢nou integritou. Novotvorené mikrocé-
vy v GBM maji deregulovanou perfuzi a permselektivitu. V dasledku toho je
v GBM pfitomen edém a vysoky tlak intersticidlni tekutiny a dale extenzivni
hypoxie a nekrézy. Bezprostfedni okoli cév (perivaskuldrni nika) v GBM slouZi
jako rezervoar GSC (viz obr. 2.1). V této nice endotelové buiiky secernuji faktory
(napft. oxid dusnaty), které zde udrzuji hotovost GSC. RovnéZ tak juxtakrinni
signalizace z endotelovych bunék prostfednictvim DLL-4 a JAGGED! jdouci
cestou Notch receptoru v GSC podporuje udrZovani jejich kmenového fenoty-
pu. GSC maji schopnost se transdiferencovat v pericyty a patrné i v endotelové
buiiky, a tim mohou pfispivat k intratumoralni neovaskularizaci GBM.

2.2 SEKRETOMY A EXTRACELULARNIVEZIKULY
V MIKROPROSTREDI{ GLIOBLASTOMU

Komunikace a interakce mezi subpopulacemi gliomovych bunék a mezi glio-
movymi butikami a nenddorovymi buitkami v mikroprostfedi GBM probihaji
v fadé pripadi cestou sekrece solubilnich proteinovych a jinych signalnich mole-
kul a cestou uvolilovani extracelularnich vezikul. Gliomové buiiky, jakoZz i rizné
nenadorové buiiky v mikroprostfedi GBM, maji své specifické sekrecni proteo-
my (sekretomy). Vyznamnou udlohu v téchto souborech secernovanych proteint
maji proteolytické enzymy, cytokiny a chemokiny, nebot tyto molekuly zpravidla
podporuji proliferaci, migraci a invazi gliomovych bunék i jejich tnik z imunit-
niho dohledu. V gliomovych buiikach vede signalizace cestou nadmérné exprese
EGFR nebo cestou konstitutivni exprese aktivni mutované varianty EGFRvIII
ke zvysené sekreci proteinti podporujicich jejich invazi. Komponenty sekretomu
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gliomovych bunék maji schopnost indukovat pfechodnou transformaci normél-
nich neurdlnich prekurzorovych bunék, ktera se projevuje jejich zvySenou proli-
feraci, vzestupem exprese kmenovych markert (napf. CD133 a ALDH) a recep-
tord rastovych faktord (napt. VEGFR1, VEGFR2, EGFR a PDGFRa) a zvySenim
sekrece rustovych faktord (napt. EGF, VEGF a PDGF-AA) a dalSich proteind.
Srovnévaci kvantitativni proteomické studie GSC a normélnich neuralnich kme-
novych bunék zjistily, Ze tyto buniky diferencidlné exprimovaly 447 intracelu-
larnich proteint a 138 sekrecnich proteind. Komponenty sekretomu mozkovych
endotelovych bun€k podporuji, s vyuZitim signdlni cesty proteinkindzy (mTOR),
proliferaci a Zivotaschopnost GSC. Podobné cytokiny a chemokiny jako kompo-
nenty sekretomu netransformovanych astrocytll zvySuji invazivitu GSC.

DalSim signalnim efektorem mezi populacemi bunék v mikroprostfedi
GBM jsou extraceluldrni vezikuly (EV), a to zejména exozomy a mikroveziku-
ly (ektozomy). Bylo zjiSténo, Ze jedna gliomova buiika uvolni za 48 hodin asi
10* EV. Extracelularni vezikuly uvolnéné z gliomovych bunék obsahuji nukleo-
vé kyseliny (DNA, mRNA, miRNA) a transmembrinové i solubilni proteiny.
EV slouZi jako intercelularni pfenaSece receptort a dalich signalnich molekul,
enzymi, adheznich proteinti, onkogend, nukleovych kyselin a lipidi. Zrcadli
se v nich molekularni profil a vlastnosti donorovych gliomovych bunék, véetné
jejich molekuldrniho transkripéniho subtypu. V mikroprostfedi GBM mohou byt
EV po uvolnéni z gliomovych bunék pfijaty riznymi okolnimi burikami: napf.
nadorovymi gliomovymi buiikami, neurony, endotelovymi butikami, mikroglii,
makrofagy ¢i imunitnimi buitkami. Po pfijeti recipientni buitkou mohou EV zmé-
nit jeji fenotyp, napf. indukovat proliferaci a migraci bunék, neoangiogenezi,
zmény permeability nebo imunotoleranci. EV vznikaji a G¢inkuji nejen lokalng
v mikroprostfedi GBM, ale mohou i unikat do mozkomi$niho moku a periferni
krve, kde je 1ze detekovat a kde mohou piisobit na recipientni buiikky. Nedavno
bylo zjisténo, Ze exozomy ziskané z GSC mohou vyvolat systémovou imuno-
supresi T lymfocytl cestou maturace monocytarnich myeloidnich supresorovych
bunék (MDSC). Analyza proteomu EV z gliomovych bunécnych linii ddle uka-
zala, Ze hladiny 14 proteini EV signifikantné korelovaly s tvorbou invadopodii
u studovanych bunék. Invadopodia, coZ jsou vybézky plasmatické membrany
bohaté na aktin a proteolytické enzymy, jsou mista uvolilovani EV z nddorovych
bunék a jejich produkce je sdruzena s vysoce agresivnimi nadory.

2.3 ACIDIFIKACE A HYPOXIE V MIKROPROSTREDI
GLIOBLASTOMU

Kyselé extracelularni pH a tkaniova hypoxie predstavuji dtlezité faktory spo-
luvytvérejici nadorové mikroprostiedi GBM. GBM jsou silné glykolytické
nadory vyuZzivajici aerobni glykolyzu (Warburgiv efekt) pro infiltrativni rast.
Z davodu nadmérné vicezdrojové intracelularni produkce kationt H* (napf.
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v deregulované glykolytické draze, v dehydrogenacnich reakcich, v reakcich
vyZadujicich hydrolyzu adenosintrifosfatu (ATP) a pfi disociaci kyseliny uhlici-
té vznikajici v karboanhydrazami katalyzovanych reakcich) mobilizuji gliomo-
vé buriky rdzné efluxni mechanismy, které exportuji nadprodukované H* ionty
z cytosolu do extracelularniho prostiedi, a tim udrZuji v cytosolu slabé alkalické
pH 7,2-7.8, které je optimalni pro metabolismus gliomovych bunék. Export H*
iontll z gliomovych bunék je uskuteciovan Na*/H*-antiportéry, monokarboxyla-
tovymi transportéry, proton-translokujicimi adenosintrifosfatizami vakuolarniho
typu a H/K*-ATPazovymi protonovymi pumpami. Disledkem zvySeného eflu-
xu H* iontd z gliomovych bunék, jakoZz i nedostate¢né kapilarni perfuze GBM,
je akumulace H* iontd v mikroprostfedi GBM. Tato extracelularni acidifikace
v GBM dosahuje hodnot extracelularniho pH 6,8-5,9. Kyselé extraceluldrni pH
je v GBM udrZovano i ptisunem H* iontl pochézejicich z pericelularni disociace
kyseliny uhlicité, kterd zde excesivné vznika katalytickym t¢inkem karboanhyd-
raz IX a XII. Tyto enzymy jsou nadmérné exprimovany v plasmatické membrané
gliomovych bunék vystavenych extracelularnimu acidnimu stresu a hypoxii.

Extracelularni acidni stres v GBM ma mnohocetny funk¢ni dopad: podporuje
proliferaci a invazi nadorovych bunék, indukuje genovou expresi a spousti repro-
gramovani genové exprese nddorovych bunék a vytvoreni fenotypu kmenovych
bunék, podporuje neoangiogenezi, vede k mnohocetné 1ékové rezistenci nado-
rovych bunék a k tiniku nadorovych bunék z apoptdzy spousténé cytotoxickymi
lymfocyty a NK burikami. Na biologickych ucincich extracelularniho acidniho
stresu se podili i protonergni receptory spfaZzené s G-proteiny (PRGP). Tyto recep-
tory jsou integralnimi proteiny plasmatické membrany, které funguji jako senzory
koncentrace H* iontt v extracelularnim mikroprostedi. Nadmérna exprese PRGP
se projevuje transformacni a onkogenni aktivitou a byla prokazana v rdznych
typech nadorovych bunék véetné bunék gliomovych.

Okrsky hypoxie (sniZené hladiny O,) v mikroprostiedi GBM vznikaji v di-
sledku hypoperfuze strukturné vadné utvareného intratumoralniho mikrovasku-
larniho fecisté. Pfi nedostatku O, je v GBM inhibovana aktivita enzym s prolyl-
hydroxyldzovou doménou, a proto se v nich hromadi hypoxii inducibilni faktor
(HIF)-1o a HIF-2a. Oba tyto proteiny jsou translokoviany do buné¢ného jadra,
kde tvofi heterodimery s konstitutivné exprimovanym HIF-f3 (ARNT) proteinem.
Komplexy HIF-1o/HIF-$ a HIF-2a/HIF-f jsou transkripcnimi faktory HIF-1
a HIF-2, které se vdZou na ,,hypoxie responzivni‘ elementy stovek cilovych genii
a spoustéji jejich transkripci. Proteiny, jejichZ produkce je indukovana v glio-
movych burikidch hypoxickou odpovédi, jsou bud zapojeny do riznych biologic-
kych funkci v samotnych gliomovych burikach, nebo jsou secernovény a plisobi
jako parakrinni signalni molekuly na rizné buiiky ve stromatu GBM. Biologické
funkce indukované hypoxickou odpovédi gliomovych bunék ve svém souhrnu
podporuji rist a progresi GBM a jejich rezistenci na protinddorovou 1écbu. Pri
hypoxické odpovédi gliomovych bunék i riiznych nenddorovych bunék sidlicich
v mikroprostfedi GBM jsou transkripné aktivovany a exprimovany geny, jejichz
proteinové produkty jsou funkéné diileZité pro sebeobnovu, udrzovani fenotypu

29



30

GLIOMY

a tumorigenicitu GSC (napt. NANOG, OCT-3/4, Notch a TGF-1), pro exekuci
motility a invazivity gliomovych bunék (napt. MMP-9 a PAI-I), pro udrZzovani
pericelularni acidity (napt. CAIX a CAXII), pro tvorbu mikrocév (napt. VEGF,
YKL-40 a IL-8) a pro imunosupresi efektorovych T lymfocytil cestou juxtakrin-
ni signalizace z TIM, TAM nebo dendritickych bunék (PD-L1) anebo t¢inkem
adenosinu, ktery se vlivem ektonukleotiddz CD39 a CD7 zvysené tvoii v hypo-
xickych zénach mikroprostfedi GBM.

2.4 HETEROGENITA MIKROPROSTREDI GLIOBLASTOMU

Heterogenita GBM je do zna¢né miry produktem mikroevoluce subklonti mu-
tovanych nadorovych bunék kontinudlné vznikajicich v mikroprostiedi GBM.
Tato mikroevoluce probihd na zdkladé Darwinova principu ptirozeného vybéru
riznymi intracelularnimi a extracelularnimi selek¢énimi tlaky. Jejich piisobenim
se zachovavaji k prolifera¢ni klonalni expanzi jen ty mutované klony gliomovych
bunék, které nejlépe uspéji v kompetici o preziti a prizpisobeni se lokalnimu
kontextu v mikroprostiedi GBM. K darwinovské klondlni mikroevoluci gliomo-
vych bunék, a tim k rozvoji heterogenity GBM pfispivaji nejen genetické faktory
(onkogenni somatické mutace), ale i fada faktor negenetickych. K nim patfi
epigenetickd regulace genové exprese (,,reprogramovani genomu*), stochastici-
ta genové exprese, hierarchie bunééné diferenciace a kontext nddorového mik-
roprostiedi. Pfitom rizné bunky nadorového stromatu pfispivaji riznou mérou
a v riznych regionech GBM k variabilité¢ hlavnich charakteristik gliomovych
bunék, a to zejména ke kontinudlni proliferacni signalizaci, k uniku z pisobeni
rustovych supresord, k rezistenci k buné¢né smrti, k replikacni imortalité, k in-
dukci neoangiogeneze, k invazivité, k reprogramovani metabolismu a k uniku
z imunitniho dohledu. Kombinace genetickych a negenetickych faktord, které
spoluurcuji spusténi a pribéh procesu mikroevoluce v GBM, vede k vyznam-
né variabilit€ komplexnich a vysoce dynamickych populaci gliomovych bungk,
které maji schopnost a kapacitu udrzet rist GBM a zpusobit jeho relaps i pres
veskeré klinicky vyuZzivané 1é¢ebné pfistupy. Rizna mira ptisobeni vySe uve-
denych genetickych, epigenetickych a biochemickych faktort, které se podileji
na mikroevoluci populaci gliomovych bunégk, je tedy primérni pfi¢inou intra-
tumordlni (regiondlni) a intertumoralni heterogenity GBM. Je ziejmé, Ze hete-
rogenita GBM se promitd i do jeho mikroprostiedi a zasahuje do intercelularni
signalizace a do profilu sekreénich proteomu a sloZeni extracelularnich vezikul,
které jsou produkovany riznymi subpopulacemi gliomovych bunék i nenadoro-
vymi butikami stromatu v mikroprostfedi GBM. Heterogenni vyvoj mikrovasku-
larizace v GBM muzZe byt vyvolan napf. i¢inkem angiogenniho faktoru YKL-40
(CHI3L1) na GSC. Psobenim YKL-40 v pfitomnosti endotelovych bunék GSC
transdiferencuji na pericyty, které ve spolupraci s endoteliemi podporuji angioge-
nezi. Pfi absenci endotelovych bunék v§ak GSC vytvareji vaskulogenni mimikry
s mikromorfologii kanalkd perfundovanych krvi.
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2.5  MOZNY VYZNAM NADOROVEHO MIKROPROSTREDI
PRO DIAGNOSTIKU A LECBU GLIOBLASTOMU

Dulezitym smérem molekularniho vyzkumu s potencidlnimi vystupy pro neinva-
zivni klinickou diagnostiku GBM i prediktivni a prognostické aplikace pti 1é¢bé
GBM je studium diferencidlni sekrece biomolekul a diferencidlni molekuldrni
kompozice extracelularnich vezikul uvoliiovanych z nddorovych a nenddoro-
vych bunék. Srovnédvaci sekretomika jiz zjistila fadu kandidatnich proteinovych
molekul GBM pro vstup do translacnich studii, jejichZ cilem bude analyzovat
a validovat jejich vhodnost pro diagnostické, prediktivni a prognostické aplikace
v klinické praxi. Gliomové buiiky uvoliiuji mnoho EV, které prechdzeji do krve
i mozkomisniho moku, slouZi jako prenaSece riiznych biomolekul a jejich mo-
lekularni kompozice odrazi molekularni profil a vlastnosti donorovych gliomo-
vych bunék. Vzhledem k témto a dal§im vlastnostem jsou EV velkym pfislibem
pro molekularni diagnostiku i predikci a sledovani 1écby GBM, jakoZ i analyzu
somatickych mutaci v primarnich naddorech a detekci rezistence k protinddorové
1éCbe. V soucasnosti vychédzi naprosta vétSina informaci o biologickém chovéni
nadoru u konkrétniho pacienta z jednoho bioptického vzorku ziskaného pii chi-
rurgickém odstranéni nadoru, o naslednych zménach v pritbéhu 1écby mame jen
minimum informaci. Molekularni analyza EV uvoliiovanych z nddorového mik-
roprostiedi do biologickych tekutin, nékterymi autory obecné nazyvana ,,kapal-
nou biopsii (liquid biopsy), by mohla do budoucna tento nedostatek odstranit.
Soubor molekularnich biomarkerdt GBM dosud analyzovanych EV technikou
mikrofluidnich ¢ipi zahrnuje napt. mikroRNA miR2 a miR-10b a zejména pak
skupinu mediatorovych RNA kédujicich EGFR, EGFRVIII, PDGFR ¢, podopla-
nin, EphA2, IDH1R132H, MGMT a APNG.

Pres multimodalni 1écbu pacientid s GBM, sestavajici z chirurgické resekce,
radioterapie (RT) a chemoterapie (CHT) s alkyla¢nim agens temozolomidem
(TMZ) (standardni Stupptiv protokol), nddorové onemocnéni rychle progreduje.
Relaps nadorové nemoci obvykle nastava béhem 8-9 mésicti po primarni 1é¢bé
a median preziti pacientl ¢ini pouhych 12—15 mésicu. Existuje shoda, Ze jednou
z pfic¢in selhavani 1é¢by u GBM je jejich vysoka intratumoralni heterogenita, je-
jimZ podkladem je mikroevoluce populaci gliomovych bun€k na subklony, které
maji schopnost ¢elit jakékoli formé bunécného stresu, véetné terapeutické inter-
vence. Dillezitym poznatkem vyplyvajicim z vyzkumu genomovych a transkrip-
tomovych profilii u pacientti s GBM v prubéhu cilené 1é¢by je to, Ze v GBM pro-
biha jak linearni, tak vétvena divergentni subklonalni mikroevoluce. To ukazuje
na to, Ze cilené monoterapie zaloZené na nalezech somatickych mutaci v genomu
GBM pouze v dobé diagndzy budou velmi pravdépodobné odsouzeny k nezdaru.

Ke koncepcim 1écby GBM byl zatfazen i pfistup spocivajici v terapeutickém
zasahu do mikroprostfedi GBM. Tato 1écba je vétSinou patogenetickd, nebot je
cilena na zablokovéni patogenetickych mechanismil progrese GBM. K protina-
dorové terapii cilené na mikroprostfedi GBM v dne$ni dob¢ patii zejména anti-
angiogenni léc¢ba a antiimunosupresivni imunoterapie. Pro antiangiogenni 1é¢bu
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u GBM néadort je predevsim pfi rekurenci onemocnéni k dispozici monoklonélni
anti-VEGEF protilatka bevacizumab. Jeji 1é¢ebné pouziti v§ak v fadé klinickych
zkousek nepfineslo prodlouZeni celkového pieZiti u pacienti s GBM. Nové
studovanym pfistupem protinddorové 1€cby nddori je cilené zvySeni aktivace
efektorovych T lymfocytd s pouZitim inhibitori imunitnich kontrolnich bodl
(tj. receptort a ligandii PD-1, CTLA-4 a PD-L1 aj.). Tato antiimunosupresivni
imunoterapie s pouZitim inhibi¢nich monoklonalnich protilatek (napf. nivolumab,
pembrolizumab, durvalumab, tremelimumab) pfinesla zasadni zlepSeni prognozy
pacientd s malignim melanomem a nemalobuné¢nym karcinomem plic au GBM
je v soucasné dobé ve stadiu pokrocilého klinického zkouSeni. Dalsi vyvijenou
terapeutickou intervenci do mikroprostfedi GBM je blokovani imunosupresivni
signdlni osy HIF-1 — CD39/ CD73 — adenosin — A2AR — cAMP s pouZitim an-
tagonistd adenosinového receptoru A2A a podpirné oxygenoterapie. Vzhledem
k silnym protumorigennim a imunosupresivnim t¢inkiim, které ma extracelularni
acidifikace mikroprostiedi GBM, se také nabizi moZnost antiacidifikacni 1écby
s pouZitim antagonistd blokujicich export H* iontl z gliomovych bun€k a inhi-
bitorl ektokarboanhydras IX a XII. Tento zatim experimentdlni terapeuticky pfi-
stup, ktery spociva v presmérovani acidniho stresu v GBM nédorech s vyslednou
alkalizaci extracelularniho mikroprostiedi v GBM a acidifikaci intraceluldrniho
prostiedi v gliomovych buiikdch, miZe mit mnohocetné a synergické protina-
dorové ucinky.

2.6 SHRNUTi PRO PRAXI

Mikroprostfedi GBM je patogenetickym prostfedim mikroevoluce subkloni glio-
movych bunék. Ve svém kontextu podporuje tumorigenezi, heterogenitu a pro-
gresi GBM. Jeho slozky vstupuji do nes¢etného mnoZzstvi recipro¢nich interakci
s gliomovymi butikami a svou dynamikou, variabilitou a redundanci podporuji
Zivotaschopnost a odolnost subpopulaci, klonti a subklonti gliomovych bunék
vici mnoha stresim vcetné 1é¢by. Vyzkum sekre¢nich proteomt (sekretomit)
a transkriptomil a proteomu extracelularnich vezikul (vezikulomi) gliomovych
bunék s nekmenovym i kmenovym fenotypem ma znac¢ny vyznam pro identifikaci
a validaci biomarkert a molekularnich signatur dilezitych pro vybér cilené 1écby,
sledovani jeji icinnosti a eventudlni pienastaveni pfi identifikaci subklondlnich
populaci gliomovych bunék refrakternich na 1écbu, aby se predeslo relapsu GBM.
Lze nicméné ocekavat, Ze i terapeutické pristupy cilené na potlaceni imunosuprese
efektorovych T lymfocytd u GBM Ilécebné zasahnou subpopulace gliomovych
bunék vétsim ¢i mensim selekénim tlakem a povedou ve svém dasledku ke vzniku
novych rezistentnich subklonti gliomovych buné¢k. Terapeuticka G¢innost uvede-
nych pristupti se v§ak muze zvysit pfi jejich kombinaci nebo v kombinaci s proti-
nadorovymi 1é¢ivy zasahujicimi intraceluldrni cile v gliomovych burikdch. Kom-
binacni terapie zaloZena na téchto principech by mohla vést k rezimtm s lepSimi
vysledky ve srovnani se standardnim Stuppovym protokolem.
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