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Souhrn

Vychodiska: | pies rychly vyvoj novych, efektivnéjsich cytostatik a cilené terapie neni Uspésnost
lé¢by karcinoma plic stéle dostacujici. Systémové aplikované Iécivo je k nddorovym burikam
casto dopraveno v neefektivnich koncentracich, a to predevsim kvuli specifickému extrace-
luldrnimu prostredi plic. Nanotransportéry mohou ochrénit 1écivo pred témito nezaddoucimi
vlivy, zvysit jeho Ucinnost a sniZit jeho nezadouci Gc¢inky. Nanotechnologie maji navic potencial
zvysit diagnostickou Uspésnost nadoru plic, a tim pfispét ke zlepseni preziti onkologickych pa-
cient(. Cil: Cilem této prace je ilustrovat moznosti, které nanotechnologie nabizeji na poli 1é¢by
a diagnostiky nador plic, a diskutovat prekéazky, které brani jejich zavedeni do klinické praxe.

Klicova slova
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karcinom plic

Summary

Backgrounds: Despite the fast development of new effective cytostatics and targeted therapy,
the treatment efficiency of lung cancer is still insufficient. The systemic administration of drugs
results in a decrease in drug concentrations in tumor site, particularly due to specific extracellu-
lar environment in lungs. Nanotransporters could serve as a platform, protecting a drug against
these undesired effects, which may enhance its therapeutic index and reduce side effects of
a drug. Moreover, nanotechnologies possess the potential to improve the diagnostics of lung
cancer, and thus increase a survival rate of oncologic patients. Aim: The presented study is
aimed to demonstrate the possibilities provided by nanotechnologies in the field of treatment
and diagnostic of lung cancers and discuss the obstacles, which complicate a translation into
clinical practice.
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MODERNI NANOMEDICINA V LECBE KARCINOMU PLIC

Uvod
Karcinom plic je celosvétové nejcasté;si
pfi¢inou smrti spojené s nadorovym
onemocnénim u muzl a druhou nejéas-
t&jsi u zen. Ro¢né je tomuto onemocnéni
pfi¢itano pres 1,38 milionu umrti [1].
Lécebné postupy dvou zakladnich typt
nadord plic — malobunécny (small-cell
lung cancer — SCLC) a nemalobuné¢ny
(non-small-cell lung cancer - NSCLC) -
se podstatné |isi [2].

| pfes znacné pokroky ve vyvoji cyto-
statik jsou soucasné lécebné moznosti
nedostatecné (u NSCLC je pétileté pre-
Ziti ve stadiu IA a IB < 50%; avsak s po-
krocilosti stadia nadoru mira preziti vy-
razné klesa, kdy ve stadiu IV je mira
pétiletého preziti < 1%) [3]. Systémova
aplikace Iéciv je ¢asto neuspésna kvali
nizkym koncentracim lé¢iv v misté pri-
marniho nddoru a/nebo metastédz a zvy-
Sovani davek je spojeno s nezadoucimi
Ucinky [4]. Mimo to jsou léciva vysta-
vena intraceluldrni enzymové degra-
daci ¢i endozomalni translokaci. Cileny
transport léc¢iv pomoci nanotranspor-
térd pfimo k nddorovym bunkdm proto
muze vyrazné zvysit efektivitu [écby
a miru preziti pacientli s karcinomem
plic. Nanotransportéry mohou vyuzivat
jak aktivniho cileni, kdy jsou vyuzivany
cilici molekuly, jako jsou napf. protilatky,

peptidy ¢i aptamery [5], tak cileni pasiv-
niho diky efektu zvysené permeability
a retence (permeability and retention —
EPR) [6], ktery je vysledkem patologické
novotvorené vaskulatury v nddorech [7].

Efekt zvySené permeability

a retence a pasivni cileni

EPR efekt poprvé popsala skupina dr. Hi-
roshiho Maedy v roce 1984 [8]. Z&kladni
podstatou patofyziologie tohoto jevu
je zvysend permeabilita nadorové vas-
kulatury, coz umoznuje lepsi prinik re-
lativné velkych ¢astic (10-300 nm) [9],
jako jsou lipozomy, nanocastice, micely
¢i proteiny, do intersticidlniho prostoru
nadoru (schematicky znazornéno na
obr. 1). V kombinaci s alterovanou lym-
fodrenazi se v nddoru méni dynamika
transportu molekul a tekutin, coz snizuje
schopnost pfitomné nanocdstice od-
stranit [10,11]. Ackoliv je EPR odvozeny
od rychlého tempa rdstu nadoru a ko-
lapsu cévni a lymfatické tkané v misté
jeho rlstu, je tento jev v nékterych pfi-
padech znac¢né zjednodusovién, a stal
se tak pro mnohé ,zlatou branou” pasiv-
niho vstupu lécCiva do locus in quo v na-
dorové tkani. Blizsi pohled na dostupna
data ale odhaluje, Ze pfijem léciva je
komplikovan vysokym intersticidlnim
tlakem v mikroprostfedi nadoru a také

nepravidelnou distribuci cév [12]. Acko-
liv bylo navrzeno mnoho [é¢iv vyuziva-
jicich EPR efektu, jen velmi malo z nich
je nyni uzivano v klinické praxi (napf.
Myocet™, Daunoxom®, Abraxan®) [13].
| pfesto je ale jisté, ze EPR efekt je dlle-
Zitym fenoménem u fady solidnich tu-
morU, véetné karcinom plic. Klinické
vyuziti 1é¢ebnych postupl zalozenych
na tomto efektu musi byt nicméné vzdy
zvazovano dle konkrétni situace.

Vyuziti nanotechnologii

v mediciné karcinomu plic

Jak jiz bylo zminéno vys3e, nanotechno-
logie nabizeji Siroké spektrum aplikaci
nejen v lé¢bé ¢i cileném zobrazovani
pfitomnosti nadorovych tkani in vivo,
ale i v diagnostice vyuzivajici Sirokého
spektra biomarker( pro v¢asnou detekci
nadorovych onemocnéni [14-16].
Ackoliv je vyvoj zafizeni pro diagnostiku
,bed-side” velmi dllezity a perspektivni,
pfi¢emz nanotechnologie umoziuji zvy-
Sit jejich efektivitu, v dalsi ¢asti textu
budou diskutovany pouze aplikace roz-
licnych typd nanometrickych struktur
pro cileny transport cytostatickych [éciv
aimaging in vivo. Cilem prace je pfedsta-
vit a diskutovat moznosti, které nano-
technologie nabizeji na poli 1é¢by a dia-
gnostiky karcinom plic.

zdrava vaskulatura

hypermeabilita v pfitomnosti
nadorové tkané

300-700 mm

nador

Obr. 1. Schématické znazornéni kumulace nanocastic v nddorové tkani vlivem EPR efektu, ktery je diisledkem hyperpermeability cév.
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diagnostikovany
plicni nador

)

aplikace teranostické

nanoplatformy

—

kumulace v misté
nadoru

in vivo pozorovani
vyvoje nadoru

cytostaticky efekt
na nadorové bunky

Obr. 2. Znazornéni vyuziti teranostickych nastrojt pro cilené zobrazovani a terapii nadoru plic.

Nanocastice na bazi kovi
Nanocastice kovl fascinuji védeckou
komunitu jiz vice nez 100 let. Obecné
jsou pro nanomedicinské aplikace vy-
uzivany nanocastice kovl o velikosti
10-500 nm [17], coz je vyhodné pro jejich
internalizaci prostfednictvim EPR efektu.
Dalsi vyhodou kovovych nanocastic je
moznost modifikace povrchu aktivné ci-
lici strukturou, coZ zvysuje nejen specifitu,
ale i jejich stabilitu a biokompatibilitu.
Nanocastice kovd lze vyuzit nejen pro
transport 1éciv, fotosenzitizérd ¢i nukleo-
vych kyselin, ale i jako kontrastni agens
pro zobrazovaci techniky, jako jsou MRI,
CT ¢&i PET [18-21]. Dalsi perspektivni moz-
nosti je rovnéz kombinace s jinymi nano-
materialy a vyuZziti v teranostice, kterd je
definovana jako kombinace diagnostic-
kych a terapeutickych funkci nanotrans-
portérd (obr. 2) [22]. Takovym zpUso-
bem mohou byt superparamagnetické
oxidy Zeleza (magnetit, maghemit) kon-
jugovany s léCivem, pficemz dalsi modi-
fikaci cilicim ligandem vznika struktura
schopnd cileného transportu, ale i zob-
razovani, jak bylo demonstrovano in vitro
na pfikladu micel s doxorubicinem, su-
perparamagnetickym oxidem zeleza
a LCP (lung cancer-targeting peptid afi-
nitni k integrinu a B, jehoZ exprese je
casto zvysend v NSCLC) [23].

Z kovovych nanocastic jsou ve vyvoji
novych terapeutickych agens pro nano-
medicinu nadoru plic nej¢astéji pouzi-

vany zlaté nanocdstice (AuNPs). AUNPs
Ize vyuzit nejen pro cileny transport
|éciv [24], ale i pro fotodynamickou te-
rapii nadorG. Ta vyuziva fotosenziti-
zérU, které po expozici laserem produ-
kuji volné kyslikové radikaly efektivné
nicici okolni tkan [25]. Tento postup se
stale vice vyuziva pfedevsim v paliativni
|é¢bé NSCLC, které nejsou diseminovany
mimo plicni tkan. Osviceni lozZisek se
provadi bronchoskopicky laserem. Kon-
jugace AuNPs s cetuximabem vyznamné
zvysila Ucinek této protilatky u EGFR po-
zitivnich nador0 plic v experimentu na
zvifatech [26]. Diky své univerzélnosti,
zahrnujici Siroky modifika¢ni potencial,
jednoduchou syntézu, biokompatibilitu
a moznost fotosenzitivizace jsou tak
AuNPs jedny z nejslibnéjsich nastroja
teranostiky nador0 plic, coz dokazuje
i mnozstvi publikaci, které se této pro-
blematice vénuji [27-29]. Ackoliv bylo
na tomto poli experimentalné dosazeno
mnoha vyjimecnych vysledkd, je vyuziti
AuNPs stale jesté v pocatcich a bude za-
potrebi dalsi peclivé prace, ktera povede
k posouzeni imunogenity, zavislosti
tvaru AuNPs na jejich toxicité ¢i k opti-
malizaci davkovani.

Kovl, které mohou byt vyuzity pro
syntézu dalsich typl nanocastic, je celd
fada. Vyuziti vétsiny z nich ale nardzi na
prekazky, jako je nizka biokompatibilita,
genotoxicita ¢i vysoka produkeéni cena.
Velmi slibnymi se zdaji byt nanocastice

ruthenia (Ru), které se in vitro ukazuji
byt efektivnéjsi proti rdznym nadorim,
v¢etné NSCLC v porovnani s konven-
¢nimi platinovymi cytostatiky [30].
| z toho dlvodu jsou jiz nékterd léc¢iva
na bazi nanocastic Ru ve fézi klinickych
studii.

Uhlikové nanomaterialy
Uhlikové nanomateridly vynikaji pre-
devsim vysokou aktivni internaliza¢ni
schopnosti zavislou na rdznych mecha-
nizmech (receptorem zprostredkova-
nou endocytézou, kaveoldrni endocyto-
zou, pinocytézou) [31]. Velkou vyhodou
je také velka celkové plocha nanocastic
a jednoduchéa modifikace povrchu na-
nomateriald lé¢ivem ci kontrastni latkou.
Zajimavou ukazkou teranostiky nadoru
plic s vyuzitim uhlikovych nanodastic je
jejich modifikace metotrexatem (MTX),
asparaginazou a fluorescein isothiokya-
natem (FITC). Vysledny konjugat vyuziva
specifity analogu kyseliny listové — MTX
vuci folatovym receptordm ,over-expri-
movanym” v bunkdch nadort plic, takze
slouzi soucasné jako smérujici struk-
tura i jako cytostatikum a cytostatické
aktivity asparagindzy a FITC umoznu-
jici jeho fluorescencni sledovani. Tento
konjugat vykazuje dobrou hemo- a bio-
kompatibilitu in vitro [32].

Kromé Spatné rozpustnosti je nejvétsi
pfekdzkou uhlikovych nanomateriall
potencidlni toxicita pfi dlouhodobé ex-
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Obr. 3. Strukturni vzorce biokompatibilnich polymert vhodnych pro nanotechnolo-

gické aplikace nadorti plic.

A. monomer polymeru kyseliny mlé¢né; B. monomer kopolymeru kyseliny mlé¢né
s kyselinou glykolovou; C. chitosan; D. monomer butylkyanoakrylatu; E. monomer

polyethylenglykolu.

pozici, ktera vsak mdze byt eliminovana
vhodnou modifikaci povrchu, coz bylo
ovéfeno na experimentélnim modelu
hlodavct [33-35]. Vhodna data na fyzio-
logicky blizsim modelu ale aktualné ne-
jsou k dispozici.

Polymerni nanocastice

Biodegradabilita a biokompatibilita jsou
zakladni podminkou pro klinickou pou-
zitelnost kazdého nanotransportéru.
V terapii nddord plic vyuzivajici poly-
merni nanomaterialy je tato problema-
tika obzvlast zkoumana, protoze degra-
dované polymery interaguji s povrchové
aktivnimi latkami v alveolech, cozZ vy-
volavéd nezadouci Ucinky, které mohou
kon¢it zdvaznymi dychacimi potizemi,
a dokonce az smrti. Dnes je jiz vyvinuta
pomérné pestrd skala polymerd (po-
lymer kyseliny mlé¢né, kopolymer ky-
seliny mlé¢né s kyselinou glykolovou,
chitosan, polyalkylkyanoakrylaty, po-
lyethylenglykol (PEG) ¢i Zelatina), které

umoznuji fizené a prodlouzené uvolo-
vani léciva a jsou biokompatibilni (struk-
tury nékterych téchto polymer( jsou
znazornéné na obr. 3A-E).

Kopolymer kyseliny mléc¢né s kyselinou
glykolovou (poly(lactic-co-glycolic) acid -
PLGA) je schvélen pro vyvoj pfipravy in-
hala¢nich |ékd na bazi polymernich na-
notransportérd a mlize slouZit pro trans-
port nejen konvencnich |é¢iv, ale také
RNA, DNA nebo terapeutickych pep-
tidd [36]. Jednoduchou konjugaci PLGA
s doxorubicinem a enkapsulaci fosfolipi-
dem s combretastatinem byl pfipraven
nanotransportér s cytotoxickymi a an-
tiangiogennimi vlastnostmi, ktery byl
Uspésné testovan in vivo u NSCLC [37].
Vyuziti PLGA je limitovano rychlou ,clea-
rance” z obéhového systému, coz lze
fesit jejich modifikaci PEG za vzniku ko-
polymerniho systému PLGA-PEG. Stejny
problém se tyka i ostatnich polymernich
latek a vyplyva pfedevsim z pozadavku
na vysokou biokompatibilitu. Nové po-

znatky nicméné ukazuji, Ze kopolyme-
raci s jinymi latkami Ize splnit viechny
pozadavky pro idedlni nanotransportér,
a proto lze predpokladat, Ze polymerni
nanocastice budou mit velky potencial
pro vyuziti v klinické praxi.

Dendrimery jsou samostatnou sku-
pinou polymernich nanodastic, vyzna-
Cujicich se velkym vnitfnim prostorem
a velkym poctem funkénich skupin na
povrchu, coZ umoznuje navazani lé-
¢iva do vnitini kavity nanocéstice a ci-
liciho ligandu ¢i kontrastni latky na po-
vrchu struktury [38]. Vyuziti dendrimer(
je komplikovano pomérné slozitou vy-
robou a polykationickym charakterem,
¢imz se dendrimery stavaji toxickymi pro
negativné nabité bunéné membrany.

Bio-nanocastice - proteinové

a lipidové nanocastice

S cilem pfekonat toxicitu a nizkou bio-
logickou kompatibilitu nékterych ko-
vovych nanotransportér(l je pozornost
zaméfena také na biologické mate-
rialy. Lipozomy jsou dvouvrstvé fosfoli-
pidové nosice bézné vyuzivané k trans-
portu hydrofobnich i hydrofilnich Iéciv,
a to bud' jejich zac¢lenénim do lipidové
dvojvrstvy, ¢i enkapsulaci ve vnitini du-
tiné [39,40]. Za poslednich 10 let zazil
vyzkum na poli lipozomalnich nano-
¢astic rozmach, ktery vedl| ke schvaleni
nékolika pfipravkl na bazi lipozom,
nicméné zadny z nich nebyl zatim regist-
rovan pro vyuziti v 1é¢bé nador( plic.

V roce 2004 byla vyvinuta lipozomalni
cisplatina (Lipoplatina) s nizsi toxicitou
véetné nefrotoxicity, které ¢asto pouziti
cisplatiny limituji [41]. Lipoplatina byla
v kombinaci s gemcitabinem testovana
u pacientd s pokrocilymi (IlIB/IV), ino-
perabilnimi NSCLC v ramci klinické stu-
die faze Il. Vysledky ukazuji snizeni neza-
douci toxicity (pfedevsim nefrotoxicity)
a zvyseni Uc¢innosti léciva [42]. Neddvné
preklinické studie vyuzivajici xenotrans-
plantatd chemosenzitivnich i chemore-
zistentnich bunék plicniho adenokar-
cinomu ukazaly, ze lipozomalni forma
paclitaxelu mGze byt snadno modifi-
kovana pro aktivni cileni bunék nadort
plic, ¢imz lze prekonat rezistenci bunék
vUci lécivu [43].

Lipozomy byly také testovény pro
transport antigenu MUCT, asociovaného
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s nadory plic, pficemz studie terapeu-
tické lipozomalni vakciny BLP25 ukazuji
nadéjné vysledky v 1é¢bé pokrocilych
NSCLC [44]. Tato vakcina nyni prochazi
fazi lll. klinického testovani [45].

V neposledni fadé je také nutné zmi-
nit moznost vyuziti lipozomalnich no-
sicll v genové terapii karcinoma plic.
Ackoliv je mozZnost vyuZiti genové tera-
pie v 1é¢bé nador( plic stale cisté expe-
rimentalni, bylo jiz dosazeno nékolika
unikatnich vysledk(. Lipozomy mohou
nést geny kédujici tumor supresorové
proteiny a jak bylo jiz demonstrovano
v klinické studii s nanopartikulemi obsa-
hujicimi plasmid nesouci tumor supre-
sorovy gen TUSC2/FUST (TUSC2), jehoz
produkt je redukovén u plicnich karci-
nomd, na rozdil od zdravé bronchidlni
a alveolarni tkané [46], Ize jeho aplikaci
u nékterych pacient(i s NSCLC prodlouzit
preziti [47]. Vysledky z klinickych studii
navic ukazuji, ze intravenézni aplikace
jsou velmi dobfe tolerovany, bez pozo-
rované toxicity.

Pomoci lipozom0 mohou byt do
bunky rovnéz vkladany malé interferu-
jici RNA (siRNA), které jsou schopny se-
lektivné inhibovat expresi nezadouciho
proteinu interakci s mRNA jejich kéduji-
cich gen( [48]. Mezi takové proteiny Ize
zaradit i Cyklin D1, jehoz inhibici in vitro
Ize v burikdch NSCLC a mezoteliomu do-
cilit rapidniho poklesu prolifera¢ni akti-
vity a indukce apoptézy [49].

Nativni transportni proteiny tvofi dalsi
skupinu bio-nanotransportér(, kterd
se vyznacuje vhodnym ,bezpecnost-
nim profilem’, dalsi vyhodou je také je-
jich uniformni velikost. Alouminové na-
nocastice umoznuji diky svému néaboji
vazbu jak negativné, tak pozitivné na-
bitych molekul a také pozvolné;jsi uvol-
novani léc¢iva nez lipozomy [50]. V roce
2012 rozsifila FDA povoleni k pouZiti al-
buminovych nanodastic s vazanym pac-
litaxelem (Abraxan®) pro |écbu nékte-
rych nadord véetné NSCLC. Vzhledem
k ochoté albuminu vytvéret konjugaty
i po navazani paclitaxelu lze i tento pfi-
stup vyuzit pro teranostické ucely, a to
jejich dalsi modifikaci zobrazovacimi lat-
kami [51].

Neméné zajimavym proteinem je
transportér Zeleza apoferitin. Diky jeho
pfirozené vlastnosti — rozkladu na pod-

jednotky - Ize vlivem prostfedi doci-
lit efektivni enkapsulace cytostatik [52].
Apoferitin vynikd svou stabilitou a pfiro-
zenou afinitou k transferinovym recepto-
rdm (TfR1), jejichz mnozstvi je u vétsiny
nador( plic zvysené [53]. Do proteinové
,klece” mohou byt enkapsulovany také
kontrastni latky ci fotosenzitizéry (suma-
rizovano v [54]). Ackoliv bylo s pouzitim
apoferitinu experimentalné dosazeno
mnoha zajimavych vysledkd, vzhledem
k nedostatku udajd z klinickych testo-
vani nelze posoudit, zdali je jeho ap-
likace v humanni mediciné skute¢né
relevantni.

Vyhledy do budoucnosti
Navzdory rozvoji Sirokého spektra |é-
Cebnych strategii a vyvoji novych typl
léciv zstavaji karcinomy plic stale nej-
Castéjsi pFicinou umrti spojenych s na-
dorovym onemocnénim. Pfistupy vy-
uzivajici nanocastice maji potencial
fesit nékteré problémy konven¢nich cy-
tostatik, jako je jejich mala specifita,
nizky terapeuticky index, nezadouci
ucinky ¢i vznik sekunddarni chemorezi-
stence. Obecné lze fici, Ze nanotrans-
portéry umoznuji velkou konstrukéni
flexibilitu, ¢imz Ize fesit Spatnou roz-
pustnost léciv ve vodé ¢i jejich snize-
nou schopnost prekondvat biologické
bariéry a selektivné cilit do konkrétniho
mista.

| pfes tyto vyhody je zde stéle velké
mnozstvi prekazek, které je potieba pre-
konat pred sirsim klinickym zavedenim
nanomateriald v 1é¢bé a diagnostice kar-
cinom plic. Je znamo, Ze farmakokine-
tika nanomateriald Uzce vychazi z jejich
trojrozmérného uspofadani [55], a tak
i malé zmény v procesu syntézy mohou
mit za nasledek fyzikdlné-chemické
zmény, které mohou v organizmu zpu-
sobovat rlizné komplikace. Dalsi slozitou
otazkou je vylucovani nanomaterialQ
z téla. Je nutné detailné porozumét cho-
vani nanotransportérl a biologické ode-
zvé organizmu na jejich pfitomnost. Jen
tak Ize zajistit reprodukovatelnost v pri-
béhu 1é¢by a minimalizovat farmakolo-
gické a imunologické komplikace. Snad-
néjsi uchopeni této problematiky mulze
vést k rychlejsimu prevodu do klinické
praxe a zvyseni efektivity 1é¢by nadorud
plic.
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