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Abstrakt

Antracyklinové antibiotikum doxorubicin predstavuje velmi uc¢inné a v klinické
praxi ve velké mife predepisované chemoterapeutikum. Je hojné uzivan k [é¢bé
hematologickych malignit i fady solidnich nadort. Administraci doxorubicinu
nicméné Casto doprovazi fada vedlejSich ucinkd. Tim nejzavaznéjSim je rozvoj
davkové dependentni kumulativni kardiotoxicity, ktera se muze projevit i nékolik
let po ukon¢eni chemoterapie. V této praci jsme ukazali, Ze enkapsulace doxo-
rubicinu do nanonosicl jako jsou apoferitinové klece, &i lipozomalni vezikuly
muze pomoci témto limitacim pfedchazet, a to za sou€asného zachovani proti-
nadorového ucinku IéCiva. Uzavirani chemoterapeutik do nanonosicu, ¢i vazba
téchto I€Civ na jejich povrch se ukazala byt uzite€nym pfistupem nabizejici re-
dukci hned nékolika problémd doprovazejicich sou€asnou lé€bu malignich
onemocnéni, a to jak diky cilenému transportu do specifické tkané, ¢i prodluzo-
vani biologického polo€asu IéCiva v cirkulaci, tak také diky zvySené akumulaci
chemoterapeutika v nadorové tkani.

Kliécova slova

Doxorubicin, nanonosice, cilena doprava léciva, lipozom, apofertin, nadorova
transformace, kardiotoxicita, enkapsulace.



Abstract

In the clinical practice anthracycline antibiotic doxorubicin is a very potent and
extensively prescribed chemotherapeutic agent. It is widely utilized in the thera-
py of variety haematological malignancies and solid tumors. Nonetheless, its
administration is usually accompanied with several serve side effects. The most
serious one is development of dose-dependent and cumulative cardiotoxicity
which can be manifested even years after chemotherapy. Here were show that
encapsulation of doxorubicin into nanocarriers represented in this study by
apoferritin cages, or liposomal vesicles may help to overcome these limitations
while simultaneously maintain the anticancer efficiency of the drug. Moreover,
loading of chemotherapeutics inside the nanocarriers cavity, or binding of these
drugs on their surface appeared as an effective approach offering solutions for
many limitations associated with current cancer treatment, prolonging the drug
circulation half-life, or increasing the accumulation of chemotherapeutics in the
tumor tissue.
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1 Uvod

1.1 Doxorubicin

Antracyklinové antibiotikum doxorubicin (DOX) patfi od jeho prvni izolace
z bakterie Streptomyces peucetius na poCatku 60. let minulého stoleti mezi jed-
na z vlibec nejucinngjSich protinadorovych 1éciv, jaka byla kdy vyvinuta. Doxo-
rubicin (obr. 1) je indikovan k [éCbé Sirokého spektra solidnich malignit, jako
jsou napfiklad nadory gynekologické, urogenitalni, endokrinni, ¢i nadory zalud-
ku, Ewinglv sarkom a sarkom Kaposiho, ale také k [é¢bé leukémii a lymfoma. *
2

Obr. 1 Strukturni vzorec doxorubicinu (DOX).

Detailni mechanismus Uc¢inku doxorubicinu nebyl dones nélezité popsan.
Bylo nicméné predlozeno nékolik studii vysvétlujici jeho protinadorovy efekt.
Jednim z pfedpokladanych mechanismu Gc&inku je tvorba reaktivnich kysliko-
vych (ROS, z anglického "reactive oxygen species") a dusikovych radikala
(RNS, z anglického "reactive nitrogen species"). V dusledku jejich ¢innosti do-
chazi k poskozeni DNA a peroxidaci lipidd. Molekula doxorubicinu je schopna
se interkalovat mezi viakna Sroubovice DNA a v dusledku toho naruSuje proces
jejiho rozplétani a separace jejich jednotlivych vlaken, &imz potladuje proces
replikace a transkripce DNA. Déle uc¢inkem doxorubicinu dochazi k DNA cross-
linkingu, alkylaci DNA, poruSuje buné&né membrany interakci s lipidovou dvoj-
vrstvou a také inhibuje topoizomerazu Il. 3 4 Navzdory Gg¢innosti doxorubicinu je
jeho administrace ¢asto doprovazena vedlejSimi UCinky jako je Zalude&ni nevol-
nost, zvraceni, zavazné poskozeni jater a relativné Casta kardiotoxicita, ktera
muze v kone¢ném disledku vést az ke vzniku méstnavého srde¢niho selhani.
Kardiotoxicita indukovana doxorubicinem se pak muaze manifestovat i nékolik let
pro ukoncéeni 1éCby. ° Za hlavni rizikovy faktor zvySujici pravdépodobnost vzniku
méstnavého srde¢niho selhani je povazovano prekroCeni kumulativni davky
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doxorubicinu. Ta by neméla byt vyssi nez 500 mg/m2. & Navzdory usili, které
bylo v minulosti vyvinuto za U¢elem identifikovat dal$i rizikové faktory vedouci
ke vzniku tohoto onemocnéni, dfive jej diagnostikovat, ¢i vyvinout kardioprotek-
tivni latky, které by mu prechazely, konsenzualni strategie stale chybi.

1.2 Doxorubicinem indukovana kardiotoxicita

Podle smérnice pro monitoring srde¢ni tkané dospélych pacientd trpicich nado-
rovym onemocnénim je chemoterapii indukovana srde¢ni dysfunkce definovana
jako pokles ejekéni frakce levé komory (LVEF, z anglického "left ventricular
ejection fraction") o 5 % ¢&i vice, a to na méné nez 55 % bez manifestace
symptomu, ¢i asymptomaticky pokles LVEF o 10 % a vice na méné nez 55 %. ’
K rozvoji doxorubicinem indukovaného poskozeni srdce mize dojit akutné i po
jedné davce terapeutika. Akutni toxicita se projevuje arytmiemi, zanétem osr-
decniku (perikarditidou), ¢i myokarditidou, jejiz incidence je pfiblizné 11%. 8
Nicméné ve vSeobecnosti jsou tato posSkozeni reverzibilni a dobfe Ié¢itelna.
Vétsi komplikace predstavuje chronicka toxicita, jejiz mira se odviji od kumula-
tivniho mnozstvi podaného doxorubicinu. Jakmile se kumulativni davka blizi
hodnoté 500 mg/m?, pravdépodobnost vyskytu srde¢nich dysfunkci se prudce
zvysuje. K jejich manifestaci dochazi v 25 % vSech pfipadl. ° V pocatecni fazi
tohoto onemocnéni je vétSina pacientl asymptomaticka. Pfesto mohou byt jiz
v této fazi detekovatelné biomarkery poskozeni kardiomyocytu, stejné tak jako
snizeni srde¢ni funkce. V pribéhu mésicl pak muze srdecni dysfunkce po-
stupné progradovat az ke vzniku méstnavého srdecniho selhani. V pfipadé toho
onemocnéni se mortalita pacientt pohybuje okolo 50 %. °

1.3 Molekularni podstata vzniku doxorubicinem indukované
kardiotoxicity

| po mnoha letech uzivani doxorubicinu v klinické praxi, neni mechanismus jeho
ucinku plné vysvétlen. Doxorubicinem indukovana kardiotoxicita je prevazné
spojovana se zelezem katalyzovanou tvorbou reaktivnich kyslikovych radikala
(obr. 2). 1 12 VSeobecné ma zelezo v procesu tvorby reaktivnich kyslikovych
radikala dvé role. V prvni fadé pfimo katalyzuje tvorbu hydroxylovych radikald
(Haber-Weissova reakce). '® Déale pak ale také dochazi ktvorbé komplexu
DOX-Fe '4, ve kterych dochazi k redukci trojmocného Zeleza na dvojmocné
(Fet'" — Fe*!l). Jak komplexy DOX-Fe, tak samotné Zelezo katalyzuji tvorbu
vysoce reaktivnich a vysoce toxickych hydroxylovych radikalt. Vedle toho muze
v kardiomyocytech dochazet i k tvorbé reaktivnich radikald dusiku. Doxorubici-
nem indukovany oxidativni stres pak spousti sérii oxidativnich reakci, jejiz pro-
dukty (napf. H202, 4-hydroxynonenal) pak maji za nasledek upregulaci myokar-
didlnich aldo-keto reduktdz. Upregulace téchto enzymi pak v konecném du-
sledku podporuje konverzi doxorubicinu na jeho sekundarni alkoholové metabo-
lity, a tim poskozeni myokardu jesté vice potencuje. '° Pravé nadmérna produk-
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ce kyslikovych radikaltd a C13 alkoholového metabolitu doxorubicinolu je hlavni
hypotézou rozvoje doxorubicinem indukované kardiomyopatie. 16

Vedle vySe uvedeného jsou ale diskutovany i dalsi mechanismy jako iduk-
ce lézi na mitochondrialni DNA 17, & naruSeni metabolismu nejriznéjsich esen-
cialnich proteint v srdeéni tkani vlivem poskozeni jejich genové exprese 7> 18 g
deregulace degradace proteinu prostfednictvim ubikvitin-proteazomového sys-
tému. Potencialni poSkozeni homeostazy vapniku mize dale také vést k tzv.
vapnikovému pretizeni kardiomyocytd. V disledku vapnikového pretizeni pak
dochazi k poskozeni membranovych proteina '°, narugeni esencialniho metabo-
lismu mastnych kyselin 2°, potrhani sarkomer 2' a k diastolickému srde¢nimu
selhani ?2. Doxorubicinem indukovana kardiotoxicita je také asociovana se za-
nétem srdeéniho svalu zprostiedkovanym aktivaci imunitniho systému. °
V neposledni fadé je tfeba zminit, Ze nékteré pozorované kardiovaskularni pro-
jevy mohou byt také diasledkem toxicity doxorubicinu pro dal$i vnitini organy,
véetné ledvin a jater a mohou tak interferovat v klinickém obrazu. 22

0,_N.qu-_-rp'."l‘:-hﬂ""-"'-"'""t'f'“"r'r"r"-rf'-"3"‘_"r"'-'”'"'ff"-'-f’-’r-:ﬂr(-c-.-.r.
*H:r\n.-_‘f.ncrf.': ;;c“_ﬁf.e‘rrn‘a.(\.rn{_'r'l.“r'l’\'r'.'.l:{'lfffJ'rc".4".'EffﬂE'f\f{-r'\pghnﬁr‘rr‘c.rl
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Obr. 2 Schématické znazornéni hlavnich mechanismu vzniku doxorubicinem indukovaného
poskozeni myokardu. DOX — doxorubicin, ROS — reaktivni kyslikové radikaly, RNS — reaktivni
dusikové radikaly.
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1.4 Monitoring kardiotoxicity

Znacna heterogenita a zavaznost doxorubicinem indukované srde¢ni dysfunkce
jesté vice zdlraznuji dilezitost jeji brzké detekce a monitoringu. 23 Pro diagnos-
tiku a monitoring tohoto onemocnéni je zcela zasadni stanoveni ejekéni frakce
levé komory (LVEF, z anglického "left ventricular ejection fraction"), nejcastgji
pomoci echokardiografie. Detekce ranych fazi poskozeni myokardu je nicméné
znacné limitovana. Z toho duvodu dochazi k neustalému vylepSovani echokar-
diografickych metod 24 25, stejné tak jsou hledany dal$i a specifi¢téjsi biomarke-
r0 destrukce myokardu. Mezi biochemické markery, které se pro diagnostiku a
monitoring poskozeni srde¢niho svalu pouzivaji nej¢astéji, a to jak experimen-
talné, tak klinicky, patfi myokardialni izoenzym kreatinkinazy (CK-MB), myoglo-
bin, laktat dehydrogenaza (LDH), troponin | a T, natriuretické peptidy (ANP,
BNP), myeloperoxidaza (MPO), ¢i endotelin-1 (ET-1). 26

1.5 Princip cileni protinadoroveé Iécby pomoci nhanocastic

Cileni protinadorové lé¢by prostfednictvim nanocastic se ukazalo mit znacny
vyznam v klinické praxi. Tento terapeuticky pfistup predstavuje feSeni fady limi-
taci, které v soucasné dobé terapii nadorovych onemocnéni provazi. 2 Termi-
nem "nanonosi¢" se rozumi ¢astice o velikosti do 100 nm, ktera je nejen schop-
na transportovat terapeuticky naklad, ale soucasné jej i dorucit do cilové tkané.
Jednim z nejvétSich negativ asociovanych s administraci konvenéni chemote-
rapie je jeji zpravidla nespecificka distribuce v organismu a s tim spojeny toxic-
ky Gcinek nejen na maligni, ale i na zdravé tkané. 28 Pravé schopnost nanoc¢as-
ticového nosice cilit I€Civo do specifické tkané, ¢i dokonce na jednotlivé bunéc-
né subtypy, je pro efektivni doru€eni IéCiva, a tedy pro celkovy Uspéch terapeu-
tické strategie, zcela zasadni. Mistné-specifické cileni nanoc¢asticovych prepa-
ratl a jejich ucinna internalizace v dané tkani tak zvysuji celkovou efektivitu
léCby a redukuji moznost vzniku vedlejSich uginkdl, které administraci konvenéni
protinadorové Ié¢by ¢asto doprovazeji. °

1.5.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti nanocasticovych nosicu

Optimalizace fyzikalné-chemickych vlastnosti jako je velikost, tvar, povrchovy
naboj, ¢i chemické slozeni cilenych nanocasticovych systému zasadné deter-
minuje jejich terapeutickou efektivitu.

Pravé nedostate¢na schopnost precizné kontrolovat homogenitu nano-
Castic z hlediska jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti je jednou z nejcastéjSich
limitaci jejich praktickych aplikaci. Z toho duavodu jiz byla vyvinuta fada metod
syntézy vysoce monodisperznich ¢astic. 3 3" Monodisperzita ¢astic je Casto
hodnocena méfenim tzv. zeta potencialu. Ten charakterizuje elektrostatické
interakce bunék a Castic v tekutém prostiedi. Zeta potencial je zavisly jak na
povrchovych vlastnostech €astic, tak na povaze fluidni sloZky, ve které méreni
probiha. V8eobecné se da fici, ze Castice se zeta potencialem = £ 30 mV vyka-
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zuji dostatecnou stabilitu, kterd se proporcionalné zvysSuje s jeho narustajicimi
hodnotami. 32

DalSi ze zasadnich vlastnosti, které ovliviuji osud nosice v organismu, je
tvar nanocastice. Vliv tvaru €astice na jeji funkci byl popsan hned v nékolika
studiich. Z téch vyplyva, ze prostorové usporadani ¢astice ovliviuje jak uvolfo-
vani terapeutického nékladu, tak i samotnou degradaci nosice. 3335

Vyznamnym aspektem ovliviiujicim absorpci nanonosic¢e nadorovou tka-
ni je také jeho povrchovy naboj. Bylo pozorovano, Ze bunécna absorpce
v nadorové tkani maze byt znané zvySena administraci pozitivné nabitych na-
nocastic. Soucasné bylo ale také zjisténo, ze tyto kladné nabité Castice atrahuji
komponenty imunitniho systému, a tak spousti zna¢nou imunitni reakci. Proto
jsou pro klinické aplikace voleny spiSe Castice s neutralnim, ¢i zapornym nabo-
jem. 36

1.5.2 Cileni nano¢asticovych nosicu

Dalsi z fady vyzev, které skyta design nanocastic pro farmaceutické aplikace, je
jejich tkanové specifické cileni. VSeobecné existuji dva pfistupy, jak pomoci
nanonosi¢u zajistit cileni 1é€iva do poZzadované tkané, a to pfistup tzv. pasivni a
aktivni (obr. 3).

Pasivni cileni vychazi ze samotného charakteru nadorové tkané a fyzikal-
né-chemickych vlastnosti nosi¢e.3” Na rozdil od zdravé tkané je totiz pro tkan
maligné transformovanou pfiznaéna prodéravéla vaskulatura, zvySena vasku-
larni permeabilita a chaoticka cévni architektura. Celkovym vysledkem téchto
alteraci ve stavbé cév je zvySena akumulace nanocastic v nadorové tkani, a
tedy i lokalné zvySeni koncentrace Iéciva. 38

Aktivni cileni nadorové tkané je pak zaloZzeno na interakcich nanonosice
s buné&nymi strukturami, napfiklad s buné&énymi receptory, které rozpoznavaji
specificky ligand na povrchu ¢astice (obr. 4C, 4D a 4E). 3° Typ a charakteristika
cilici molekuly zasadné ovliviiuje setrvani ¢astice v cirkulaci, jeji absorpci buri-
kami, afinitu a schopnost ¢astice extravazovat. NejCastéji vyuzivanymi mediato-
ry aktivniho cileni jsou protilatky (jako napfiklad trastuzumab interagujici
s HER2/neu receptorem) - primarné ty, které obsahuji jen variabilni oblasti a
postradajici efektorovou oblast Fc. Prave tyto protilatky si zachovavaji specifitu
vugi cili. Mala velikost protilatky pak ani neméni farmakokinetické vlastnosti ¢as-
tice. Protilatky maji nicméné také sklon aktivovat komplement, nebo zpusobovat
nechténé interakce s ostatnimi burikami, které mohou mit za nasledek predcas-
nou fagocytézu nanocastic burikami imunitniho systému. 2% 40 Zasadni vlastnos-
ti protilatek uréenych pro terapeutické ucely je proto jejich imunogenicita. Jeli-
koz jsou protilatky animélniho pivodu okamzité rozpoznavany jako xenogenni a
zpUsobuji silnou imunitni reakci, jsou vyvijeny protilatky chimerické, humanizo-
vané, rovnéz ale také 100 % humanni. 4! 42 Mezi dal§i molekuly, které se vedle
protilatek vyuzivaji k cileni protinadoroveé 1écby, patfi komponenty metabolické
drahy folatu, kratké peptidy, RNA aptamery a jiné malé molekuly. 2°
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Obr.3  Schématické zndzornéni principu pasivniho a aktivniho cileni nanoc¢astic nesoucich
IéCivo do nadorové tkané. Pasivni cileni nanonosi¢t do tumorového loziska je zajiSténo pomoci
efektu tzv. zvySené permeability a retence (EPR efekt, z anglického "enhanced permeability
and retention effect"). Aktivni cileni nanocastic je pak zprostfedkovano ligandy navazanymi na
povrchu nanoéastice.

1.6 Nanocasticové formy doxorubicinu

Nanoonkologie, jak se odvétvi, které se studiem a pouzitim nanocasticovych
forem cytostatik zabyva, predstavuje velmi atraktivni oblast moderni mediciny.
Nejen z toho duvodu proto v soucasné dobé existuje Siroka paleta rdznych typu
nanonosicu. Tato kapitola v8ak bude pro pfehlednost zaméfena pouze na ty
typy nanocastic, jejichz biologicka aktivita byla nasledné testovana v praktické
Casti prace.

1.6.1 Lipozomalni formulace

Terapeutika enkapsulovana do lipozoma zaznamenala co do uplatnéni nano-
¢asticovych nosicu v klinické praxi zatim vibec nejvétsi uspéch. Byl to pravé
doxorubicin hydrochlorid, ktery se stal prvnim lé€ivem uzavienym do lipozomal-
niho nosice, ktery obdrzel schvaleni pro uziti v klinické praxi. Od té doby bylo
na trh uvedeno nékolik dalSich lipozomalnich formulaci doxorubicinu: PEGylo-
vany lipozomalni doxorubicin (Doxil® a Lipo-dox®) indikovany k Ié¢bé ovarialni-
ho karcinomu, karcinomu prsu, Kaposiho karcinomu sdruzeného s HIV infekci,
¢i  ne-PEGylovany doxorubicin  (Myocet®), ktery se v kombinaci
s cyklofosfamidem pouziva jako 1€k prvni volby pro I€€bu metastatického karci-
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nomu prsu u dospélych Zen. 43 44 Vedle lipozomalniho doxorubicinu je dale na
trhu dostupny také ne-PEGylovany lipozomalni daunorubicin (DaunoXome®)
indikovany k Ié€bé pokrocilého Kaposiho karcinomu sdruzeného s HIV infekci a
lipozomalni cytarabin (DepoCyte®) uréeny k Ié¢bé lymfomatdzni meningitidy. 4
45

Lipozomy jsou definovany jako mikroskopické sférické vacky, které jsou
samovolné vytvareny z lipidové dvojvrstvy (obr. 4). Uzavienim lipidové dvojvrst-
vy pak vznika vnitfni dutina, do které mize byt naloZzeno Siroké spektrum mole-
kul v€etné antineoplastickych ¢inidel. Lipozomy vznikaji smichanim fosfolipidd
s riznym mnozstvim cholesterolu. Fosfolipidy, které se na jejich produkci pou-
Zivaji, jsou vétsinou na pfirodni bazi, jsou také biologicky inertni a se zanedba-
telnou imunogenicitou, tedy schopnosti vyvolavat imunitni odpovéd. 6 Univer-
zalnost pouziti lipozomalnich nosicu také spociva v jejich schopnosti prepravo-
vat jak hydrofilni, tak hydrofobni latky. Toto je umoznéno diky jejich unikatni
struktufe sestavajici se z amfifiinich molekul fosfolipidd, jejichz pfirozenou
vlastnosti je snaha chranit své hydrofobni skupiny pfed vodnym prostfedim.
Kontakt s vodnym prostifedim je pak zajistovan prostfednictvim skupin hydrofil-
nich tvoficich tzv. hlavicky fosfolipida. 47 48 Z vySe uvedenych divodt pak mo-
hou lipozomy také slouzit k pfepravé léCiv Spatné rozpustnych, jako napfiklad
cisplatina, ¢i paklitaxel. 4950

Eliminace lipozomU bez cilicich molekul (obr. 4A) z krevniho obéhu je zajis-
téna retikuloendotelialnim systémem (RES), dnes také nazyvanym mononukle-
arni-fagocytarni systém. Jedna se o soustavu fagocytujicich bunék roztrouse-
nych v nékolika vnitfnich organech, zejména pak ve slezing, jatrech a lymfatické
tkani. ' Za dal$i mechanismus zapojeny do procesu eliminace intravendzné
administrovanych lipozomu z krve je pak povaZzovana také opsonizace plazma-
tickymi proteiny. Konkrétni typ adsorbovanych proteinu je pfitom zavisly na veli-
kosti ¢astice, velikosti a povaze jejiho povrchového naboje a také na typu fosfo-
lipidu, ktery byl na syntézu lipozomu pouZit. 5% 53 Opsonizaci ¢astice proteiny je
mozné inhibovat zavedenim molekul nékterych polymerl na jeji povrch. Mole-
kuly téchto polymerl pak soucasné prodluzuji setrvani nosie s IéCivem
v cirkulaci. V tomto ohledu se jako nejlepsi stéricky polymerni stabilizator pro-
dluzujici zivotnost 1éCiva v cirkulaci, projevil polyethylen glykol (PEG). Pravé
doba setrvani lipozomalnich antracyklina v krevnim fecisti byla silné asociovana
se zvy$enim jejich terapeutického Gcinku. 46



Uvod 17

Enkapsulace doxorubicinu do lipozomalniho nosice vyrazné snizuje jeho
kardiotoxicky U€inek. Hlavni hypotéza vysvétlujici snizeni nezadoucich u¢inkd
doxorubicinu na myokard vychazi ze skutecnosti, Ze je myokard vyzivovan cé-
vami s tésnymi bunécnymi spoji (tzv. tight junctions). % Vzhledem k tomu, Ze je
doxorubicin v PEGylovaném lipozomalnim nosici (obr. 4B) znacné vétsi nez
volna forma doxorubicinu, neni pak schopen penetrovat endotelidlni bariérou
v srdec¢ni tkani. Pravé tato skutecnost pak v kone¢ném dusledku vede k redukci
jeho kardiotoxického Uc¢inku. %° Soucasné si ale enkapsulovany doxorubicin za-
chovava terapeutickou u&innost v nadorové tkani. Zachovani lé¢ebného G&inku
PEGylovanych lipozomu je dano i skute¢nosti, Zze molekuly polyethylen glykolu
zabranuji rychlé absorpci ¢astic retikuloendotelidinim systémem. % 57 Vedle
jmenovanych pFednosti vykazuje lipozomalni doxorubicin v porovnani s jeho
volnou formou vyS$Si G€innost a diky preferenéni akumulaci v nadorovém lozisku
také snizenou systematickou toxicitu. K uvolnéni léCiva z nosi¢e navic dochazi
postupné, coz souhrnné umoznuje administrovat lIé¢ivo v nizSich objemech. 58-60

A lipozom B PEGylovany lipozom PEG
IS (polyethylen

|&Civo glykol)

vnitfni kavita

C cileny imunolipozom D cileny imunolipozom E lipozom cileny ligandem
(s monoklonalni protilatkou, vSeobecné IgG) (s fragmentem protilatky)
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Obr. 4 Lipozomalni nanocastice slouZici k cileni protinddorové 1éCby. A) necileny lipozom
s enkapsulovanymi molekulami IéCiva; B) necileny lipozom s enkapsulovanymi IéCivem a povr-
chovou modifikaci polyethylen glykolem (PEG); C) imunolipozom cileny protilatkami; D) imuno-
lipozom cileny fragmenty protilatek; E) lipozom cileny prostfednictvim specifického ligandu na-
vazaného na jeho povrchu.

1.6.2 Feritinové nanocastice

DalSi typ univerzalniho a netoxického nosice 1éCiv pfedstavuje proteinovy nosic
feritin. 8" Molekula feritinu je pfirozené biokompatibilni a ukazala se mit vhodné
fyzikalné-chemické vlastnosti. Feritin je sféricka bilkovina, ktera v organismu
slouzi ke skladovani a transportu Zeleza. Sestava se z 24 proteinovych podjed-
notek, které se samovolné sestavuji v zavislosti na zméné pH. Vysledna feriti-
nova Castice pak ma vnéjsi prdmér 12 nm a vnitini 8 nm. Za fyziologickych
podminek obsahuje feritinova kavita zelezné ionty. Pokud je vSak feritin expri-
movan v podminkach bez pfitomnosti Zeleza, zlstava tento vnitfni prostor
prazdny. Tato forma feritinu je potom oznacovéana jako apoferitin. 62

lécivo

Obr.5  A) Kvarterni struktura proteinu feritinu; B) podjednotkové sloZeni feritinu, v molekule
savciho feritinu se nachazeji dva typy podjednotek; podjednotky typu H (HFn, z anglického
"heavy-chain ferritin") a podjednotky typu L (LFn, z anglického "light-chain ferritin") s molekulo-
vou hmotnosti 19 a 21 kDa (v tomto pofadi).

Kavita apoferitinu mize slouzit jako transportni systém pro celou fadu anti-
neoplastickych latek, véetné antracyklini (obr. 5). 63 64 Enkapsulace terapeutic-
ké slou€eniny je vétSinou provadéna postupnou zménou pH — k otevieni kavity
dochazi pfi sniZzeni pH k hodnoté 2,5, naopak k uzavieni struktury pfi zvySeni
pH k hodnoté 7,4. 5 66 Vazba feritinu na bunky a jeho nasledna absorpce je
zprosttedkovana pres transferinovy receptor 1 (TfR1). 87 Pravé zvySena expre-
se TfR1 byla popsana u nékolika typu nadorovych bunék. Tato skute¢nost jen
potvrzuje unikatni potencial apoferitinu jako nanonosice 1é¢iv. 68
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2 Cil prace

» Charakterizovat fyzikalné-chemické vlastnosti lipozomalnich a feritinovych
nanonosi¢u s enkapsulovanym doxorubicinem.

» Urcit cytotoxicitu téchto nanopreparati vaci kardiomyocytdm a burikam
karcinomu prsu in vitro a porovnat ji s toxicitou volného doxorubicinu.

» Stanovit miru bunécéné smrti a jeji typ po administraci téchto preparati na
kardiomyocyty a nadorové buriky karcinomu prsu a tyto parametry znovu
porovnat s u¢inkem volné formy Iéciva.

» Overit efektivitu cileni I1éCby prostfednictvim nanonosi¢i na liniich karcino-
mu prostaty a porovnat je nejen s volnou formou doxorubicinu, ale také
s dalSimi komer&nimi Ié€ivy s podobnou indikaci.
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3 Prakticka ¢ast

V praktické ¢asti jsou popsany metody pro provedeni tfi individualnich experi-
mentd, z nichz dva byly provadény nasi vyzkumnou skupinou — jeden zaméreny
na in vitro testovani redukce kardiotoxicity, druhy poté na ovéreni efektivity cile-
ni l1é¢by prostfednictvim nanonosict in vitro. Témto experimentim predchazi
¢ast zabyvajici se charakterizaci a popisem fyzikalné-chemickych vlastnosti
nanoderivatu. Tato Cast je redukovana, jelikoz z vétsi Casti probihala na spolu-
pracujicim Ustavu chemie a biochemie, Mendelovy univerzity v Brné. Jeji uve-
deni je v8ak nezbytné pro vytvoreni komplexniho obrazu a povaze a U¢inku tes-
tovanych nanoderivatu.

3.1 Material a metody - stanoveni fyzikalné chemickych
vlastnosti nanonosicu

Ur&eni nize popsanych fyzikalné chemickych vlastnosti nanonosi¢i bylo prove-
deno spolupracovniky na Ustavu chemie a biochemie Mendelovy univerzity
v Brné, proto je jejich popis zestrué¢nén. Epirubicin a Myocet®, jejichz charakte-
rizace je v této kapitole popisovana, byly pouzity v druhé €asti experimentd, te-
dy v pfipadé cilené dopravy doxorubicinu prostfednictvim nanonosi€l, nikoliv
v Casti zabyvajici se redukci kardiotoxicity.

3.1.1 Pouzité chemikalie

Apoferitin z koriského séra, cholesterol, sodna sul 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-
fosfo-rac-(1-glycerolu), HCI, NaOH a voda v ACS Cdistoté byly obstarany u Sig-
ma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Hydrogenovany fosfatidylcholin ze séjovych
bobu byl darovan firmou Lipoid GmbH (Ludwigshafen, Némecko). Roztok doxo-
rubicinu (2 mg/up) byl zakoupen u firmy Teva Pharmaceuticals (Opava, Ceska
republika). Myocet® byl zakoupen u firmy Cephalon (Maisons-Alfort, Francie) a
jeho roztok byl pfipraven dle instrukci vyrobce. Epirubicin byl ziskan u firmy
EBEWE Arzneimittel GmbH (Unterach, Rakousko).

3.1.2 Priprava nanonosicu de novo

Roztok apoferitinu o objemu 20 pl (50 mg/ml) byl nafedén na 200 ul ACS vo-
dou. Ke smési byl pfidan doxorubicin (200 pl, 2 mg/ml) a cela smés byla protie-
pana. Nasledné byly pfidany 2 pl 1M HCI a po 15 minutach pak 2,5 ul 1M Na-
OH. Roztok byl nasledné protifepavan na vortexu Genie2 (Scientific Industries,
Inc. Bohemia, NY, USA) po dobu 2 hodin. Poté byl roztok 24 h dialyzovan na
membranovém filtru (0,025 um VSWP, Millipore) proti 2 | vody. Vysledny roztok
byl nafedén ACS vodou na objem 1 ml. Tato forma doxorubicinu byla oznacena
jako "apodox".
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Cholesterol (100 mg), sodna sul 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-fosfo-rac-(1-
glycerolu) (100 mg) a fosfatidylcholin (100 mg) byly rozpustény v chloroformu
(4,5 ml). Rotaéni evaporaci rozpoustédla byl ziskéan lipidovy film, zbytky chloro-
formu byly odstranény proudem dusiku. Nasledné byl k lipozomu (20 mg) pfi-
dan roztok doxorubicinu (1 ml, 4 mg/ml, pH = 7) a cely roztok byl vortexovan po
dobu 3 hodin. Vzorek byl nasledné& homogenizovan pfistrojem Ultra-Turrax T8
(IKA Werke GmbH, Staufen, Némecko) po dobu 3 minut. Smés byla poté zahfi-
vana a protfepavana pfi 60 °C po dobu 10 minut na pfistroji Thermomixer Com-
fort (Eppendorf, Némecko). Pomoci membranového filtru (0,025 um VSWP,
Millipore) byl roztok 24 hodin dialyzovan proti 2 L vody. Tato forma doxorubicinu
byla oznacena "lip-8-dox".

3.1.3 Stanoveni velikosti nanoc¢astic

Primérna velikost nanocastic a distribuce jednotlivych rozmérd byly stanoveny
kvazielastickym laserovym rozptylem svétla pomoci pfistroje Malvern Zetasizer
(NANO-ZS, Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, UK). 1,0 ml vodného roz-
toku lipozomu bylo naneseno do polystyrenové kyvety a zméfeno (Uhel detekto-
ru 173°; vinova délka 633 nm; index refrakce 0,30; realny index refrakce 1,59;
teplota 25 °C).

3.1.4 Stanoveni cholesterolu

Obsah cholesterolu byl stanoven méfenim absorbance pfi vinové délce 505 nm
a pfi pouziti ¢inidla R1 dle instrukci vyrobce (Greiner, Frickenhausen, Némec-
ko).

3.1.5 Spektrofotometrické méreni

Fluorescencni spektra a spektra absorbance byly naméfeny na multifunkenim
pristroji Tecan Infinite 200 PRO (Tecan, Mannedorf, Svycarsko). Pouzita exci-
tacni vinova délka 490 nm, fluorescenéni sken byl proveden ve Skédle vinovych
délek od 530 nm do 850 nm, a to po 2 nm krocich. Parametr detektoru "gain"
byl nastaven na hodnotu 90. Vzorky byly umistény na 96-jamkovou mikrotitraéni
desti¢ku s plochym dnem od firmy CoStar (Corning, New York, NY, USA), jez je
transparentni pro UV paprsky. Do kazdé jamky desti¢ky bylo napipetovano 100
Ul vzorku. VSechna méreni byla provedena pfi teploté 30 °C. Teplota byla udr-
Zzovana automaticky pfistrojem Tecan Infinite PRO.

3.1.6 Skenovaci elektronicka mikroskopie

Struktura lipozomu byla charakterizovana za pomoci skenovaciho (rastrovaci-
ho) mikroskopu (SEM). Pro dokumentaci charakteristik vybranych nanomateria-
0 byl pouzit pfistroj FEG-SEM MIRA XMU (Tescan, a.s., Brno, Ceskéa republi-
ka).
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3.1.7 Diferencni pulzni voltametrie

Pro ucely diferencni pulzni voltametrie (polarografie) byl zvolen tfielektrodovy
systém sestavajici se ze sklenéné uhlikové pracovni elektrody, Ag/AgCl/3 M
KCI referenéni elektrody a také platinové elektrody slouzici jako elektroda po-
mocna. Nastaveni potenciostatu bylo nasledujici: sken od -0,3 Vdo -0,9
V, amplituda méfeni 25 mV, velikost jednotlivych krokl 2 mV, frekvence 25 Hz,
Cas ekvilibrace 20 s, ¢isténi pfi -1,0 V po dobu 40 s, probublavani dusikem,
promichavani béhem procistovaciho kroku.

3.2 Material a metody — redukce kardiotoxickych ucinku
doxorubicinu prostiednictvim nanonosicu

3.2.1 Pouzité chemikalie

Bunétné médium RPMI-1640, buné&né médium DMEM (high glucose), fetalni
bovinni sérum (FBS, mycoplasma-free), penicilin/streptomycin a trypsin byly
zakoupeny u PAA Laboratories (Pasching, Rakousko). Annexin-V-FLUOS Stai-
ning Kit byl zakoupen u firmy Roche (Mannheim, Némecko). PBS bylo zakou-
peno u firmy Invitrogen Corporation (Carlsbad, CA, USA). EDTA, DMSO, MTT,
propidium jodid a ostatni chemikalie byly zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA).

3.2.2 Pouzité bunécné linie

Pro ucel hodnoceni potencialu nanonosi¢l redukovat kardiotoxicky ucinek do-
xorubicinu byly pouzity dvé bunécné linie: bunécna linie H9c2 predstavujici
potkani srde¢ni myoblasty a buné&éna linie MCF-7 reprezentujici neinvazivni

karcinom prsu. Obé& bunécéné linie byly ziskdny z Health Protection Agency Cul-
ture Collections (Salisbury, UK).

3.2.3 Modifikované formy doxorubicinu

Analyzované latky apodox a lip-8-dox byly syntetizovany de novo na Ustavu
chemie a biochemie Mendelovy univerzity v Brné. Doxorubicin byl zakoupen u
firmy Teva Pharmaceuticals (Pardubice, Ceské republika). Obsah doxorubicinu
v komplexu apodox byl 56 pg/ml (96,5 uM), finalni koncentrace apoferitinu 1
mg/ml. V pfipadé lip-8-doxu obsahovalo 20 mg lipozomalniho nosice celkové 42
Hg/ml doxorubicinu (72,4 uM). Inicialni koncentrace doxorubicinu byla stanove-
na na 100 pug/ml (172,4 uM). Diky tomu bylo mozné vypocitat efektivitu jeho
enkapsulace do nanoc&asticovych nosi¢l, a to 42 % v pfipadé lipozomalniho
nosi¢e a 56 % v pripadé apoferitinu.

3.2.4 Kultivace bunécénych linii

Bunécéna linie MCF-7 byla kultivovana v médiu RPMI-1640 suplementovaném
10% FBS, penicilinem (100 U/ml) a streptomycinem (0,1 mg/ml). Buné&cna linie
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H9c2 byla kultivovana v bunééném médiu DMEM (high glucose) s pfidavkem
10% FBS, penicilinu (100 U/ml) a streptomycinu (0,1 mg/ml). Buriky byly kulti-
vovany v humidifikovaném inkubatoru (Sanyo, Japonsko) pfi teploté 37 °C a 5%
obsahu CO:a.

3.2.5 Stanoveni bunécné viability pomoci MTT testu

Na standardni 96-jamkovou mikrotitraéni destiku (TPP, Svycarsko) byla
do jamek 2 — 11 pfidana bunécna suspenze v médiu o hustoté 10000 bu-
nék na jamku. Objem byl v kazdé jamce ¢&inil 200 pl.

Do pozice 1 a 12 bylo pfidano pouze Cisté bunééné médium.

Mikrotitracni desticka byla 2 dny inkubovana v humidifikovaném inkubatoru
(Sanyo, Japonsko) pfi teploté 37 °C a 5% obsahu CO2.

Po 48 hodinach bylo do pozice 2 — 11 pfidano 200 ul buné&ného média ob-
sahujiciho vzrastajici koncentraci cytostatik (0 — 15 uM).

Sloupce 1 a 12 slouZily jako kontroly, byly naplnény 200 pl ¢erstvého bu-
nééného média bez cytostatik.

Mikrotitracni destiCky byly inkubovany po dobu 48 hodin, nasledné bylo bu-
nécné médium odstranéno.

Jamky 1 — 11 byly naplnény 200 pl buné&ného média obsahujiciho 50 pl
MTT (5 mg/ml v PBS) a desti¢ky byly nasledné zabaleny do hlinikové folie
a inkubovany po 4 hodiny v humidifikované atmosfére pfi teploté 37 °C.

Po inkubaci bylo médium obsahujici MTT odsato a buriky byly resuspendo-
vany v 200 pl 99,9% dimethylsulfoxidu (DMSOQO), ktery rozpousti krystaly
formazanu, déle bylo pfidano 25 pul glycinového pufru.

Byla zméfena absorbance pfi 570 nm (VersaMax microplate reader, Mo-
lecular Devices, Sunnyvale, CA, USA).

VS8echna méreni byla provedena v triplikatech.

Pro vypocet inhibi¢ni koncentrace (IC50) bylo pouzito makro naprogramo-
vané v programu Excel (Microsoft Corp., Redmont, USA). Data byla prolo-
Zena logistickou funkci k vytvoreni sigmoidalni kfivky zavislosti bunééné vi-
ability na davce léciva. Zasazeni funkce bylo provedeno automaticky po-
moci algoritmu vyuzivajici funkci feSitele s metodou nejmensich &tvercu.
Tento algoritmus byl pouzit opakované, a proto byla z téchto méreni spoci-
tana odchylka.

3.2.6 Stanoveni typu bunééné smrti pomoci priitokové cytometrie

Do jamek standardni 6-jamkové mikrotitraéni desticky (TPP, Svycarsko)
byly separatné do v8ech jamek pfidany bunécné suspenze H9c2 a MCF-7
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o hustoté 40000 bunék na jamku. Objem v kazdé jamce byl doplnén na 2
ml.

» Mikrotitracni desticky byly 2 dny inkubovany v humidifikovaném inkubatoru
(Sanyo, Japonsko) pfi teploté 37 °C a 5% obsahu CO2.

* Po 48 hodinach bylo k obéma typdm bunék do jednotlivych pozic pfidano 2
ml bunééného média obsahujiciho 1 x ICso koncentraci doxorubicinu a jeho
nanoforem, jako kontrola slouzily netreatované burky.

» Mikrotitracni destiCky byly inkubovany po dobu 24 hodin, nasledné bylo bu-
nécné médium odstranéno a buriky byly dvakrat proplachnuty Eerstvym Cis-
tym médiem.

» Bunky byly seSkrabnuty do bunéného média a centrifugovany po dobu 5
minut pfi 2000 rpm a 4 °C, nasledné byl odsan supernatant.

* Bunky byly resuspendovany v 1 ml PBS a nasledné znovu centrifugovany
po dobu 5 minut pfi 2000 rpm a 4 °C, pak byl odsan supernatant.

* Do 1 ml inkubaéniho pufru bylo pfidano 20 pl €inidla Annexin-V-Fluos a 20
ul roztoku propidium jodidu, nasledné bylo ke kazdému vzorku pipetovano
100 pl takto vzniklé reakéni smési.

» Vzorky byly inkubovany 15 minut pfi laboratorni teploté.

* Po 15 minutach byly vzorky analyzovany pomoci prutokové cytometrie dle
instrukci vyrobce.

3.3 Material a metody - cilena doprava doxorubicinu
prostrednictvim nanonosicu

3.3.1 Pouzité chemikalie

Bunécné médium RPMI-1640, fetalni bovinni sérum (FBS, mycoplasma-free),
penicilin/streptomycin a trypsin byly zakoupeny u PAA Laboratories (Pasching,
Rakousko). PBS bylo zakoupeno u firmy Invitrogen Corporation (Carlsbad, CA,
USA). EDTA, DMSO, MTT, propidium jodid a ostatni chemikalie byly zakoupeny
u firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

3.3.2 Pouzité bunécné linie

V této studii byly pouzity bunééné linie odvozené z prostatické tkané: a) PNT1A
— humanni bunécna linie vytvofena imortalizaci zdravé prostatické tkané pomo-
ci transfekce plazmidu, ktera obsahoval genom viru SV40 genom s defektnim
replikacnim pocatkem. Tato primarni kultura byla ziskana z prostatické tkané 35
letého muze post mortem; b) 22Rv1 — humanni prostaticka nadorova epitelialni

linie, pozitivni na pfitomnost androgenniho receptoru (avSak v niz§i mife nez u
bunécné linie LNCaP), wild-type p53, androgen-responsivni; ¢) LNCaP — bu-
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nécna linie odvozena od lidského adenokarcinomu prostaty 50 letého muze,
bufky byly odebrany za pomoci aspiracni biopsie metastaz tenkou jehlou
v oblasti supraklavikularnich lymfatickych uzlin, v porovnani s buné&nou linii
22Rv1 je androgenni receptor u linie LNCaP exprimovan dobre, linie je andro-
gen responsivni. V8echny bunécné linie byly ziskany z Health Protection
Agency Culture Collections (Salisbury, UK).

3.3.3 Modifikované formy doxorubicinu

Latky apodox a lip-8-dox nasyntetizované na Ustavu chemie a biochemie Men-
dlovy univerzity v Brné byly pouzity tytéz jako v predeslém experimentu (reduk-
ce kardiotoxickych uc¢inkd doxorubicinu pomoci nanonosi¢t). Myocet® byl za-
koupen u firmy Cephalon (Pafiz, Francie) a jeho roztok byl pfipraven podle in-
strukci vyrobce. Doxorubicin byl zakoupen u firmy Teva Pharmaceuticals (Par-
dubice, Ceska republika), epirubicin u firmy EBEWE Arzneimittel (Unterach am
Attersee, Rakousko).

3.3.4 Kultivace bunéénych linii

Bunécné linie PNT1A, LNCaP a 22Rv1 byly kultivovany v médiu RPMI-1640
suplementovanym 10% FBS, penicilinem (100 U/ml) a streptomycinem (0,1
mg/ml). Buriky byly kultivovany v humidifikovaném inkubatoru (Sanyo, Japon-
sko) pfi teploté 37 °C a 5% obsahu COs:.

3.3.5 Stanoveni bunécné viability pomoci MTT testu

» Stanoveni bunécné viability pomoci MTT testu bylo provedeno podle stej-
ného protokolu, jaky byl popsan vySe v pfipadé experimentd tykajicich se
redukce kardiotoxického Uc€inku doxorubicinu pomoci nanonosi¢l, a to
S nize uvedenymi obmé&nami.

» Na standardni 96-jamkovou mikrotitracni destiCku byla do jamek 2 — 11 pfi-
dana bunécna suspenze o hustoté 5000 bunék na jamku.

» Po 48 hodinach bylo do pozice 2 — 11 pfidano 200 pl bunééného médiu ob-
sahujiciho vzrastajici koncentraci cytostatik (0 — 40 uM).

» VSechna mérfeni byla opét provedena v triplikatech.

» Pro vypocet inhibiéni koncentrace (ICso) bylo stejné jako v predeslém pfi-
padé pouZzito makro naprogramované v programu Excel (Microsoft Corp.,
Redmont, USA). Data byla prolozena logistickou funkci k vytvofeni sigmoi-
dalni kfivky zavislosti buné¢né viability na davce IéCiva. Zasazeni funkce
bylo provedeno automaticky pomoci algoritmu vyuzivajici funkci FeSitele
s metodou nejmensich &tvercd. Tento algoritmus byl pouZit opakované, a
proto byla z téchto méfeni spocitana odchylka.
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3.3.6 Meéreni bunécné proliferace v realném case

Tzv. "real-time cell-based assay" (RTCA) xCELLigence (Roche Applied Science
and ACEA Biosciences, San Diego, CA, USA) se sklada ze ctyf hlavnich kom-
ponent: RTCA analyzatoru, RTCA stanice, RTCA pocitale s integrovanych
softwarem a jednorazové E-desticky.
» Suspenze 5000 bunék v 200 ul buné&ného média byla nasazena do kazdé
jamky 16 jamkové jednorazové E-desticky.

« Pfilnuti bunék a jejich proliferace byly monitorovany kazdych 15 minut.
» V8echny experimenty byly provadény po dobu 250 hodin.

» Vysledky jsou vyjadieny v jednotkach relativni impedance s vyuzitim soft-
waru vyrobce (Roche Applied Science and ACEA Biosciences, San Diego,
CA, USA).

3.3.7 Stanoveni bunécné viability pomoci propidium jodidu

» Bunky jednotlivych buné&énych linii byly sklizeny kratkou trypsinizaci a na-
sledné resuspendovany v PBS.

» Bezprostfedné pfed mérenim byl pfidan propidium jodid do finalni koncen-
trace 1 pg/ml.

* Pocet viabilnich buné&k byl stanoven pomoci prutokového cytometru
FACSVerse (BD Biosciences, San Jose, CA, USA).

» Ziskana data byla analyzovana pomoci softwaru FACSuite (BD Bioscien-
ces).

3.3.8 Statisticka analyza

Inhibiéni koncentrace (ICso) jednotlivych cytostatik ziskanych pomoci MTT testu
byly vypocitany ze sigmoidalni kfivky zavislosti bunééné viability na davce |&¢i-
va. Inhibiéni koncentrace (ICso) z impedanéniho méfeni byly spocitany pomoci
softwaru dodavaného vyrobcem (RTCA 1.2.1). Normalita dat byla testovana
pomoci tzv. "distribution fitting" a Pearsonova x-kvadrat testu. Faktorialni ANO-
VA byla pouzita k porovnani vlivu jednotlivych faktoru - typu buné&céné linie, typu
cytostatika a pouzité metody (MTT nebo impedanéni metody). Jako statisticky
signifikantni byla povazovana hodnota p < 0,05. Pro uvedené analyzy byl pouzit
software Statistica (StatSoft, Tulsa, OK, USA).
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4 Vysledky

Vysledky predstavuji vyhodnoceni tfi individualnich experimentd, z nichz dva
byly provadény nasi vyzkumnou skupinou — jeden zaméreny na in vitro testova-
ni redukce kardiotoxicity, druhy poté na ovéreni efektivity cileni 1é€by prostied-
nictvim nanonosi¢u. Témto experimentum vSak predchazi ¢ast zabyvajici se
charakterizaci a popisem fyzikalné-chemickych vlastnosti nanoderivata, ktera
byla pro nase experimenty nezbytna. Tato ¢ast je redukovana pravé z toho du-
vodu, Ze z vétsi ¢asti probihala na spolupracujicim Ustavu chemie a biochemie,
Mendelovy univerzity v Brné.

4.1 Charakterizace modifikovanych forem doxorubicinu

4.1.1 Stanoveni velikosti a spektrofotometricka charakterizace
nanocastic

Fyzikalné-chemickd charakterizace nanomaterialt je ve zkratce popsana na
obr. 6. Velikost nanocastic byla stanovena pomoci zetasizeru, konkrétné pomo-
ci analyzy rozptylu svétla. V pfipadé vzorku lipozoma (obr. 6C) byla jejich pra-
mérna velikost stanovena na 106 nm (40 — 250 nm). Stejny pfistroj byl také po-
uzit na uréeni zeta potencialu ¢astic (hustoty naboje). V pfipadé lipozomu byla
naméfena vysoka hodnota zeta potenciélu (-54 mV) poukazujici na jejich vyso-
kou stabilitu, ktera je dusledkem jejich permanentniho povrchového zaporného
naboje. Obr. 6D predstavuje mikrofotografie lipozomu. V pfipadé apoferitinu
(obr. 6E) byla naméfena primérna velikost 10 nm (5 — 15 nm) a zeta potencial -
7,09 mV, ktery vypovida o jejich nizsi stabilité v porovnani s ¢asticemi lipozo-
malnimi.

Spektrofotometricka charakterizace jednotlivych forem doxorubicinu byla
provedena mérenim jejich absorpénich spekter v rozpéti 230 — 800 nm (tab. 1).
Fluorescentni spekira jednotlivych formulaci byla méfena v rozmezi 520 - 820
nm, pfi A = 510 nm (tab. 1).
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Obr. 6 Schéma enkapsulace doxorubicinu do A) lipozomu a B) apoferitinu, C) distribuce
velikosti  lipozomU s enkapsulovanym doxorubicinem, D) mikrofotografie lipozoma
s enkapsulovanym doxorubicinem. Lipozomy jsou vyznaceny ¢ervenymi liniemi (d = 100 nm), E)
distribuce velikosti apoferitinu s enkapsulovanym doxorubicinem. Na dalSich grafech jsou vyob-
razena absorpcni spektra v rozmezi vinovych délek 230 - 800 nm pro F) 100 pg/ml Myocet®, G)
epirubicin, H) a) lipozom, b) doxorubicin, c) lipozomalni doxorubicin, |) a) apoferitin, b) doxoru-
bicin, ¢) doxorubicin enkapsulovany v apoferitinu. DalSi grafy odpovidaji emisnim spektrim ve
Skéle vinovych délek 520 — 820 nm pro J) 100 mg/ml Myocet®, K) epirubicin, L) a) lipozom, b)
doxorubicin, ¢) lipozomalni doxorubicin, M) a) apoferitin, b) doxorubicin, ¢) doxorubicin enkap-
sulovany v apoferitinu. PouzZita byla excitacni vinova délka 510 nm.
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Tab. 1 Spektrofotometricka charakterizace doxorubicinu, Myocetu®, epirubicinu, lip-8-doxu a
apodoxu.

formulace absorpcni fluorescencni efektivita
maximum (A.U.) maximum (A.U.) enkapsulace
a odpovidajici a odpovidajici
vinkova délka vinova délka
(nm) (nm)

doxorubicin 0,49/490 - -
Myocet® 0,10/496 9654/596 -
epirubicin 0,52/490 75675/596 -
lip-8-dox 0,23/590 22686/596 42 %
apodox 0,23/590 27601/596 56 %

4.1.2 Stabilita nanonosicu

Kalibraéni kfivka doxorubicinu byla stanovena pro koncentra¢ni rozmezi od 0
do 2 mM, a to v roztocich s odliSnymi koncentracemi séra ve fosfatovém pufru
(obr. 7A). Pro nasledujici experiment bylo jako modelové prostfedi vybrano
PBS s 5% sérem, a to diky nejvyssi senzitivité. Nasledné byla testovana stabili-
ta komplexd doxorubicin-lipozom a doxorubicin-apoferitin ve fosfatovém pufru o
pH 7,4 (obr. 7B). Pro oba typy nosi¢l bylo mnoZstvi uvolnéného doxorubicinu
odlisné. Lipozomy vykazovaly v porovnani s apoferitinem vys$Si miru uvolfovani
doxorubicinu pfi pH 7,4. V pfipadé apoferitinu bylo uvolfiovani IéCiva stabilni po
dobu 60 minut. Vliv pfitomnosti séra na stabilitu nosic¢l byl rovnéz hodnocen
v ¢asovém intervalu od 0 do 60 minut (obr. 7C). Relativni objem uvolnéného
doxorubicinu byl v porovnani s méfenim v PBS bez séra nizsi o 2 % v pfipadé
apoferitinu, o 8 % v pfipadé lipozomu. Prokazalo se tedy, Ze jsou oba nosice ve
fosfatovém pufru s 5% obsahem séra a pH 7,4 pomérné stabilni, a to
v Casovém rozmezi od 0 do 60 minut. Lipozomalni forma doxorubicinu byla
v porovnani s apodoxem vice citliva na pfitomnost 5% séra v PBS o pH 7 4.
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Obr. 7

A) Kalibraéni kfivka doxorubicinu v PBS o pH 7,4 s nésledujicim zastoupenim séra:
a) 0%, b) 5%, c¢) 7,5% a d) 10%; B) proudové signély uvolnéného doxorubicinu (vztazené k jeho
celkovému enkapsulovanému mnozstvi) z a) lipozomu a b) apoferitinu ve fosfatovém pufru o pH
7,4 sledované po dobu 60 min; C) proudové signaly uvolnéného doxorubicinu (vztazené k jeho
celkovému enkapsulovanému mnozstvi) z a) lipozomu a b) apoferitinu ve fosfatovém pufru
s 5% sérem o pH 7,4 sledované po dobu 60 min. Data jsou zobrazena jako priimér + SD.
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4.2 Redukce kardiotoxického uc¢inku doxorubicinu
prostrednictvim nanonosic

Pro ucely hodnoceni in vitro redukce kardiotoxického ucinku doxorubicinu en-
kapsulaci do nanonosiCt byly pouzity komeréni a dobfe charakterizované bu-
nécné linie. Srde¢ni tkan reprezentovala myoblasticka bunécna linie H9c2. Bu-
nécéna linie MCF-7 pfedstavujici neinvazivni karcinom prsu byla vybrana
z duvodu Klinické relevance, jelikoZz se doxorubicin k 1é¢bé tohoto onemocnéni
v praxi béZné pouziva.

4.2.1 Stanoveni bunécné viability pomoci MTT testu

Nejdfive byly pomoci MTT testu stanoveny pro jednotlivé formulace hodnoty
ICs0 (tab. 2, obr. 8). Nejlepsi cytotoxicky Ucinek vici nadorové tkani prokazal lip-
8-dox, jehoz ucinek dokonce predcil samotny doxorubicin, a to téméf o 17 %.
Naopak enkapsulace doxorubicinu do apoferitinu snizila jeho toxicitu va&i nado-
jevil volny doxorubicin. Jeho uzavieni do lipozomalniho nosice snizilo jeho toxi-
citu vaci kardiomyocytim o 130 %, uzavieni do apoferitinu dokonce o0 480 %.

Tab.2  Stanoveni ICso hodnot doxorubicinu, apodoxu a lip-8-doxu u bunééné linie H9c2 re-
prezentujici kardiomyocyty a nadorové bunécéné linie MCF-7 pfestavujici neinvazivni karcinom
prsu. Hodnoty jsou vysledkem 3 nezavislych méreni.

ICs0 doxorubicin ICs0 apodox ICs0 lip-8-dox
(M) (M) (M)
H9c2 1,0 5,8 2,3

MCF-7 1,2 1,5 1,0
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Obr. 8 In vitro analyza cytotoxicity. Stanoveni hodnot stfedni inhibi¢ni koncentrace (ICso)
doxorubicinu, apodoxu a lip-8-doxu pro kardiomyocyty H9¢c2 (modré sloupce) a pro bunécnou
linii karcinomu prsu MCF-7 (oranZové sloupce).

4.2.2 Analyza bunécné viability pomoci pratokové cytometrie

Ziskané hodnoty ICso pro jednotlivé latky byly nasledné administrovany bun-
kam. Po 48 hodinach byly bufky analyzovany pomoci pratokové cytometrie za
ucelem zjisténi miry indukce jednotlivych typd bunéénych smrti.

V pfipadé nadoroveé linie MCF-7 indukoval nejvétsi miru nekrézy doxoru-
bicin, a to necelych 23 %, po administraci apodoxu doslo ke sniZzeni miry ne-
krézy o témér 8 %, a to na necelych 15 % (obr. 9). Nekr6za byla nejvice potla-
¢ena administraci lip-8-doxu, kdy jeji mira dosahovala pouze necelych 12 %.

U kardiomyocytd H9c2 byla mira nekrdzy v porovnani s nddorovymi buri-
kami zna¢né redukovana. Po administraci doxorubicinu, apodoxu a lip-8-doxu
dosahovala pouze zhruba 4,5 %, 3 % a 2,6 % (v tomto poradi).
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Obr. 9 Stanoveni typu buné&né smrti pomoci prutokové cytometrie. Na ose "y" je vyneseno
procento bunék pozitivnich jak na Annexin V, tak na propidium jodid. Tyto bunky jsou povazo-
vany za nekrotické.
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Obr. 10  Stanoveni typu bunééné smrti pomoci pratokové cytometrie. Na ose "y" je vyneseno
procento bunék pozitivnich na Annexin V, ale negativnich na propidium jodid. Tyto burky jsou
povazovany majoritné za apoptotické.

Bylo vyhodnoceno také zastoupeni bunék pozitivnich na pfitomnost Annexinu
V a negativnich na pfitomnost propidium jodidu, které prevazné reprezentuji

bunky apoptotické (obr. 10). Nejvy$Si mira apoptozy byla u nadorové linie MCF-
7 indukovana po administraci apodoxu, a to pfes 7 %. V pfipadé lip-8-doxu a
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doxorubicinu doSlo v pfipadé nadorové linie ke snizeni miry apoptézy na témér
5,5 % a necelych 5 % (v tomto poradi).

V pfipadé kardiomyocytl byla vyznamnd mira apopt6zy indukovana pouze
v pfipadé, kdy byl administrovan volny doxorubicin, dosahovala témér 16 %.
Jak po oSetfeni lip-8-doxem, tak po oSetfeni apodoxem klesla mira apoptézy
pod 3 %, a to na necelych 2,5 % a 1,7 % (v tomto pofadi).
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4.3 Cilena doprava doxorubicinu prostfednictvim nanonosicu

V této Casti studie byly porovnany toxicitni profily doxorubicinu a jeho enkapsu-
lovanych forem "apodoxu" a "lip-8-doxu" na buné&nych liniich odvozenych
z prostatické tkané, véetné té maligné transformované.

4.3.1 Porovnani toxicity jednotlivych modifikovanych forem doxorubicinu

Nejdfive byl na bunkach karcinomu prostaty testovan toxicky G&inek jednotli-
vych forem doxorubicinu. Vysledna data byla analyzovana s vyuZitim faktorialni
analyzy rozptylu (ANOVA). Ucinek jednotlivych forem doxorubicinu na rast bu-
nécnych linii byl signifikantné odlisSny F (4, 68) = 20,49, p < 0,0001. Post-hoc
formy léCiv, tedy epirubicin a doxorubicinu, se stfedni inhibi¢ni koncentraci
(ICs0) 118,0 a 268,9 nM (v tomto poradi). Oproti tomu toxicita apodoxu a lip-8-
doxu byla signifikantné nizsi; 1Cso = 1095,0 a 1014,5 nM (v tomto pofadi). Nej-
nizsi toxicitu vykazal Myocet® s hodnotou ICso = 1915,4 nM (tab. 3).

Tataz data byla dale analyzovana za ucelem urcit, zda za senzitivitou jed-
notlivych linii k danym formam doxorubicinu skute¢né stoji jejich odliSné puso-
beni na molekularni urovni, €ili zda nejsou vysledky ovlivnény jinymi faktory.
Vliv typu bunéc&né linie potvrzen nebyl, F (2, 68) = 0,46, p = 0,62 (tab. 3). A
mimo Uroven statistické signifikance, nejvyssi senzitivitu s cytostatikim vykaza-

Kombinovany efekt jednotlivych forem doxorubicinu byl analyzovan za uce-
lem objasnit, zda je tento trend spole€ny pro vSechna pouzitd cytostatika.
V tomto ohledu byly pozorovany vyznamné rozdily, F (8, 68) = 3,08, p = 0,005.
Navzdory tomu, Ze byl jediny kombinovany efekt cytostatik pozorovan u léku
Myocet®; senzitivita linie LNCaP vi¢i tomu IéCivu byla v porovnani
s nenadorovou linii PNT1A signifikantné nizsi (ICso = 3216,1 a 1259,9 nM,
v tomto porfadi). Nicméné, tyto vysledky nebraly v potaz typ pouzité metody sta-
noveni bunécné viability. Data ziskana metodou MTT testu a analyzou bunééné
proliferace v realném Case (RTCA) byla proto porovnana za ucelem zjistit, zda
poskytuji identické vysledky. Hodnoty ICso ziskané RTCA metodou zalozenou
na meéfeni impedance byly v priméru 1,6 x niz§i v porovnani s metodou MTT
zalozenou na méfeni intenzity metabolismu, F (1, 68) = 6,48, p = 0,013 (tab. 3).
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Tab. 3 Porovnani stfedni inhibi¢ni koncentrace (IC50) pro jednotlivé typy bunéénych linii,
cytostatik a metody stanoveni bunécné viability. Stfedni chyba priméru (S.E., z anglického
"standard error"). Za statisticky signifikantni byly povazovany rozdily, pokud p < 0,05. * Statis-
ticky vyznamné odlisny od doxorubinu (ANOVA né&sledovana Bonferroni post hoc testovanim), t
statisticky vyznamné odliny od epirubicinu (ANOVA nasledovana Bonferroni post hoc testova-
nim), f statisticky vyznamné odliSny od lip-8-doxu (ANOVA nasledovana Bonferroni post hoc
testovanim), § statisticky vyznamné odli§ny od apodoxu (ANOVA nasledovana Bonferroni post
hoc testovanim), Il statisticky vyznamné odlisny od Myocetu® (ANOVA nasledovana Bonferroni
post hoc testovanim), $ statisticky vyznamné odlis$ny od MTT (ANOVA nasledovana Bonferroni
post hoc testovanim).

analyzovany faktor prvek faktoru N ICs0 signifi-
(pramér + S.E.) kantni
rozdil (pfi
p < 0,05)
o |
epirubicin 21 118,0 £ 27,2
doxorubicin 18  268,9 + 43,6 S|
cytostatikum “
F (4, 68) = 20,49 apodox 22 1095,0 £ 163,8 P

p < 0,0001 f
lip-8-dox 16 1014,5+209,8 !

Myocet® 21 19154 +4173 - +HS

PNT1A 36 936,3 +167,9
bunécéna linie

F (2,68) = 0,46 22Rv1 32 834,5+161,5
p=0,47
LNCaP 30 915,1 £299,6
metoda
F(1, 68) = 6,48 MTT 31 1200,1 +316,1
p<0,013 RTCA 67 7561 + 98,1 $

VySe uvedena data souhrnné ukazuji, ze je doxorubicin enkapsulovany do lipo-
zomu a apoferitinu vSeobecné méneé toxicky vuci prostatickym buné&nym liniim
neZli jeho volna forma. Mezi testovanymi antineoplastickymi latkami prokazala
nejnizsi toxicitu komeréni latka Myocet®. UCinek Myocetu® na buné&nou linii
LNCaP odvozenou ze sekundarniho nadoru byl ale sou¢asné nizsi nez vliv na
nenadorovou linii PNT1A. Vedle vySe uvedeného byl ale také prokazan velmi

silny vliv typu testu pouzitého k porovnani toxického ucinku latek. Bylo tedy jas-
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né prokazano, Ze pfi analyze toxického ucinku jednotlivych forem doxorubicinu
musi byt bran v potaz i typ pouzité eseje. Za timto UCelem byla ziskana data
detailné analyzovana v dalSim separatnim kroku.

4.3.2 Porovnani MTT testu a RTCA stanoveni viability

V tomto kroku byla analyzovana pouze data ziskana pomoci metody MTT (obr.
12). Tato data nevydokazala zadny statisticky vyznamny ucinek typu cytostatik
a typu bunécné linie na jejich vyslednou toxicitu; F(8, 16) = 1,32, p = 0,30.

Dale byly samostatné analyzovany také vysledky ziskané metodou RTCA.
Inhibiéni koncentrace jednotlivych cytostatik byly silné ovlivnény typem pouzité-
ho cytostatika a bunécné linie; F(8, 52) = 2,24, p = 0,039. Oproti MTT testu a
souhrnnym vysledkdm, vysledky ziskané z RTCA analyzy ukazaly, Ze je lip-8-
dox v porovnani s volnym doxorubicinem méné toxicky va&i nenadorové linii
PNT1A, av8ak stéle si zachovava toxicitu vadi liniim nadorovym (tab. 4); ICso =
2076,7 nM pro linii PNT1A, 935,3 a 729,0 nM pro linii 22Rv1 a LNCaP.

K ur€eni vztahu mezi vysledky z MTT tesu a RTCA analyzy byl spocitan
Spearmanuv koeficient pofadové korelace ze stfednich hodnot 1Cso. Byla pozo-
rovana slaba, av8ak statisticky vyznamna pozitivni korelace (rSp = 0,48, p =
0,03).

Jelikoz byla pozorovana pouze mirnd korelace mezi jednotlivymi pouzitymi
metodami, musela byt tato ¢astecna neshoda vysledk( dale objasnéna. Pres-
nost RTCA metody proto byla proto verifikovana pomoci pritokové cytometrie.

Tab.4  Porovnani hodnot stfedni inhibi¢ni koncentrace (ICso) ziskanych metodou RTCA.
Stredni chyba priméru (S.E., z anglického "standard error"). Za statisticky signifikantni byly
povazovany rozdily, pokud p < 0,05. * statisticky vyznamné odliSné od lip-8-dox PNT1A (ANO-
VA nasledovana Bonferroni post hoc testovanim), T statisticky vyznamné odliné od Myocetu®
22Rv1 (ANOVA nasledovana Bonferroni post hoc testovanim).

faktor cytostati- bu- N ICs0 signifi-
kum nééna (pramér £ S.E.)  kantni
linie rozdil (pfi
p < 0,05)
PNT1A 3 12,2 £3,5
epirubicin  22Rv1 6 49,2 +10,5 Ht
F(8, 52) = 2,24 *
p < 0,039 LNCaP 6 107,9 £57,0
PNTIA 5  170,5+40,0 al
doxorubicin .

22Rvl 3 234,0 £ 82,1
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LNCaP
PNT1A
apodox 22Rv1
LNCaP
PNT1A
lip-8-dox  22Rv1
LNCaP

PNT1A

Myocet®  22Rv1

LNCaP

»

169,0 £ 32,9
603,1 + 256,8
1344,2 + 342,4
931,2 £ 274,4
2076,7 £ 353,6
935,3+113,5

729,0 + 441
1047,1 +279,5
1657,1 £ 662,9
1440,0 + 164,6

4.4 Analyza viability pomoci pritokové cytometrie

Analyza bunécné viability pomoci pritokové cytometrie byla provedena za uce-
lem zjistit, zda uréuje RTCA systém viabilitu pfesné& (obr. 11). Za timto ucelem
byly buriky oSetfeny takovou koncentraci cytostatik, ktera byla RTCA systémem
definovanda jako hodnota ICso (tab. 4). Po oSetfeni bunék byl pomér propidium
jodid (PI, z anglického "prodpidium iodide") pozitivnich bunék, tedy bunék mrt-
vych) stanoven nasledovné: 40,14% + 11,86%, 38,83% + 4,61% a 35,97% =
7,71% pro bunécné linie PNT1A, 22Rv1 a LNCaP (v tomto pofadi). Tyto hodno-
ty byly porovnany s teoretickou hodnotou 50 % jednovybérovym t-testem. Zad-
na z danych hodnot se vyznamné nelisila, z €¢ehoz vyplyva, Zze RTCA analyza
stanovuje podil nekrotickych bunék pomeérné presné (obr. 11).
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Obr. 11 RTCA analyza ristu prostatickych buné&enych linii oSetfenych modifikovanymi for-
mami doxorubicinu a determinace poctu zivych bunék exkluzi propidium jodidu (vsazeny rame-
¢ek). Ve sloupcich se nachazi jednotlivé bunééné linie, v Fadcich modifikované formy doxorubi-
cinu. Buné¢ny rust je vyjadren jako "bunécny index" na ose y vychazi z méfeni impedance.
Aplikované koncentrace antineoplastickych latek v koncentraénim rozmezi 0 — 40 uM jsou zna-
zornény v odstinech zelené barvy v pravém dolnim rohu. Vsazeny ramecek: pocet viabilnich
bunék stanovenych po oSetfeni koncentraci rovnajici se hodnoté ICso stanovenou RTCA analy-
zou pro jednotlivé kombinace cytostatik a bunécnych linii. FSC-A, rozptyl svétla buiikou urcujici
relativni velikost €astic (z anglického "forward scatter". Seda linie napfi¢ timto rameckem pfed-
stavuje prahovou hodnotu pro Pl-pozitivni (horni, leva ¢ast) a Pl-negativni (dolni, prava ¢ast)
buriky. Procento bunék v jednotlivych oblastech oddélenych touto linii udava procento PI-
pozitivnich a Pl-negativnich bunék.

A PNT1A B 22Rv1
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Obr. 12  Stanoveni viability prostatickych bunéénych linii po aplikaci modifikovanych forem
doxorubicinu pomoci MTT testu (A — C); D) verifikace hodnot ICso stanovenych impedanénim
méFenim bun&&ného rastu v redlném &ase (RTCA metoda). Cervend linie udava teoretickou
50% viabilitu. Uzitim jednovybérového t-testu nebyl mezi témito hodnotami pozorovan zadny
statisticky vyznamny rozdil.
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5 Diskuze

Cilem této studie bylo enkapsulovat doxorubicin do apoferitinového a lipozo-
malniho nosic¢e, zhodnotit jejich potencial redukovat jeho kardiotoxické Uc€inky a
porovnat cytotoxické ucinky téchto nanoformulaci s komerénimi preparaty uzi-
vanymi k 1é¢bé& nadorovych onemocnéni. Do apoferitinové klece bylo enkapsu-
lovano 56 pg/ml doxorubicinu (96,5 uM). K uzavieni co nejvy$Siho mnoZstvi
doxorubicinu do apoferitinového nosice byla pouzita metoda zalozena na zmé-
nach pH. Efektivita enkapsulace byla stanovena na 56 %. Tato hodnota byla
19-krat vy$si nez ve studii publikované Simsekem et al. ©° Jelikoz byl apoferitin
pfi pH 7,4 stabilni, pfedpoklada se pomérné nizké riziko jeho precipitace v krvi.
70

Lipozomalni systémy pro dopravu |éCiv byly v poslednich desetiletich in-
tenzivné studovany za ucéelem zvySeni terapeutického indexu cytostatik.
V nasi studii se podafilo do lipozomalniho nosi¢e enkapsulovat celkem 42 pg/mi
(72,4 uM) doxorubicinu. Efektivita jeho enkapsulace byla stanovena na 42 %.
Ve studii publikované Gokhalem et al. se v pfipadé lipozmalnich nosi¢t podafilo
docilit efektivity enkapsulace doxorubicinu dokonce 90 %. 72 V pfipadé nasich
bunécénych linii byla stanovena hodnota ICso pro volny doxorubicin na 0,27 pM.
Efektivita enkapsulace do lipozomu nebyla tedy v porovnani se zmifiovanou
studii vysoka. Vezmeme-li v8ak v potaz efektivitu enkapsulace doxorubicinu do
lipozomalniho nosi¢e az do koncentrace 72,4 uM, mazeme vyvodit, Ze je tento
transportni systém schopen dopravit do dané tkané terapeutické mnozstvi 1&¢i-
va. Lipozomy obsahovaly 210 pg doxorubicinu na 1 pmol cholesterolu.
V pfipadé studii publikovanych Tsengem et al. a Hongem et al. bylo dosazeno
koncentraci od 110 do 130 pg doxorubicinu na 1 umol cholesterolu. 7374

V dal8i ¢asti studie byl hodnocen potencial nanonosi¢li redukovat kardioto-
xicky Uc€inek doxorubicinu in vitro. Nejdfive byla stanovena toxicita preparatd
vuci nadorové linii prsu MCF-7. Hodnota ICso pro doxorubicin byla stanovena na
1,2 uM, pro apodox 1,5 uM a pro lip-8-dox dokonce 1,0 uM. Ze ziska-
nych vysledkd vyplyva, Zze nanonosiCe vyznamné nesnizuji terapeuticky Ucinek
doxorubicinu. Naopak v pfipadé lipozomalniho doxorubicinu doSlo ke zlepSeni
jeho cytotoxickych vlastnosti in vitro u nadorové linie karcinomu prsu MCF-7, a
to 0 17 %. Tento jeho zvySeny GCinek bude pravdépodobné dusledkem zjedno-
duseného transportu doxorubicinu prostfednictvim biokompatibilniho lipozomal-
niho nosice, ktery diky svému sloZeni snadno splyva s bunéénou cytoplazma-
tickou membranou, a tak dochazi k uc€innéj§imu uvolnéni léCiva pfimo do nitra
bunky. Navic je IéCivo diky enkapsulaci do kavity nosi¢e ochranéno pred enzy-
matickou degradaci, ktera by snizovala jeho Gc¢innost. 7° V pfipadé doxorubicinu
enkapsulovaného do apoferitinu k vyraznému zvySeni terapeutickéfo Uc€inku
nedoslo. Naopak byl tento mirné redukovan, a to nejspise z toho divodu, ze je
absorpce feritinu zprostfedkovavana pomoci tranferinového receptoru 1 (TfR1),
a tedy principialné pomalej$i nez endocytdza lipozom. 87 76 Nase vysledky jsou
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ve shodé s daty publikovanymi ve studii provadénou Yuanem et al. ’” Ti porov-
navali 0cinek volného doxorubicinu s doxorubicinem enkapsulovanym
v albuminovych nanonosi€ich rovnéz na prsni nadoroveé linii MCF-7. Hodnota
ICs0 pro volny doxorubicin byla stanovena na 1,27 uM, tedy srovnatelna
s naSimi vysledky, zatimco pro léCivo v albuminovém nosici na 2,28 uM. Enkap-
sulaci doxorubicinu do proteinového nosice tedy doslo ke snizeni jeho toxické-
ho U¢inku o 80 %, zatimco v pfipadé nasi studie a doxorubicinu ve feritinu do-
sahovala redukce pouhych 25 %. PFitomnost feritinovych receptori nejspise
vysvétluje také vyznamné sniZzenou toxicitu apodoxu vuci burikam kardiomyocy-
tl pozorovanou v nasi studii, a to o celych 480 %. Bylo totiz pozorovano, Ze
v nadorové tkani je exprese feritinovych receptort zvysend. ¢ NejspiSe pravé
z toho duvodu zustavaji kardiomyocyty s nizSi expresi feritinovych receptora
Skodlivym 0&inkdm doxorubicinu uchranény. Tyto skute€nosti jen umocriuji uni-
katni potencial feritinu jako nosice antineoplastickych latek. | v pfipadé lipozo-
malniho doxorubicinu do$lo k vyznamnému snizeni toxicity vaci kardiomyocy-
tim, a to 0 130 %. Analyzou pomoci pritokoveé cytometrie bylo dale zjisténo, ze
apodox a lip-8-dox vyznamné redukuji spusténi nekrotické bunécéné smrti in
vitro u nddorovych bunék karcinomu prsu, a to na necelych 15 a 12 % (v tomto
poradi) z celkovych 23 % (pro volny doxorubicin). K mirné redukci vyskytu ne-
krézy pak dochazi i v pfipadé kardiomyocytl. Naopak co se vyskytu apoptdzy
tyCe, v pfipadé apodoxu a lip-8-doxu doSlo k mirnému zvySeni jeji indukce
v nadorové tkani, a to na 7,0 a 5,5 % (v tomto poradi) z celkovych 5,0 % (pro
volny doxorubicin). Co je v8ak vyznamnéjsi, je fakt, Ze v pfipadé kardiomyocytu
doSlo in vitro k redukci apop6zy z 16 % pro volny doxorubicin na 1,7 a 2,5 %
pro apodox a lip-8-dox. Byla tedy prokazana redukce kardiotoxického uc€inku
doxorubicinu prostfednictvim nanonosi¢a in vitro.

V posledni ¢asti studie byly porovnany cytotoxické ucinky doxorubicinu,
epirubicinu, apodoxu a dvou lipozomalnich formulaci (de novo syntetizovany lip-
8-dox a komeréni preparat Myocet®). Jednotlivé preparaty byly testovany na
prostatickych nadorovych i nenadorovych liniich, a to pomoci MTT testu a RT-
CA metody zaloZzené na méfeni impedance. Jak se ukazalo v nasich predcho-
zich studiich, precizni stanoveni stfedni inhibiéni koncentrace (ICso) cytostatik
neni tak trivialni, jak by se mohlo zdat. ”® Fakt, Ze se jednotlivé metody stano-
veni toxicity latek mezi sebou lisi vyplyva z toho, ze jsou zalozeny na méreni
odliSnych parametra. Proto neni dobré spoléhat se vyluéné na vysledky jediné
metody. Hlavnim principem MTT testu je spekirofotometrickd detekce reduko-
vanych tetrazoliovych soli, jez je majoritné katalyzovana mitochondrialni sukci-
nat dehydrogenazou (SDH). Nicméné SDH je aktivni pouze v burkach
s intaktnim metabolismem a dychacim fetézcem. Vyhladovéni bunék a oxida-
tivni stres, ke kterému vlivem antracyklinové terapie dochazi, jsou pricinou sig-
nifikantniho poklesu aktivity SDH. Toto sniZzeni enzymatické aktivity bylo umér-
né poklesu mnozZstvi celkového SDH proteinu. 7® 8 Proto muze dojit
k pozorovani faleSné redukce viability zpusobené nizkou metabolickou aktivitou
bunék vlivem autofagie &i senescence, jejichz indukce vlivem cytostatik neni
ni¢im neobvyklym. 8" Na druhou stranu fale$né snizend, ¢&i zvy$ena viabilita
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muze byt zplsobena také zménami ve velikosti bunék, &i jejich schopnosti ad-
herovat, coz jsou parametry, ze kterych vychazi stanoveni viability pomoci RT-
CA metody. Ta je zalozena na zménach impedance, které se odvijeji od poctu
bunék, jejich velikosti a adherentnich vlastnosti. Z toho divodu jsou pro tato
stanoveni naprosto nezbytné referenéni metody. Rozpor v téchto metodach je
patrny i z relativné nizké vzajemné korelace, ktera byla v této studii stanovena
Spearmanovym koeficientem pofadové korelace. Presnost stanoveni hodnot
ICs0 byla verifikovdna pomoci pratokové cytometrie (FCM, z anglického "flow
cytometry"). Procento propidium jodid-pozitivnich bunék stanovené pomoci
FCM vice korelovalo s daty z RTCA méreni, z Eehoz vyplyva, Zze RTCA metoda
reflektuje bunécnou viabilitu pfesnéji. Navic neni tolik ovlivnéna metabolickymi
zménami indukovanymi pulsobenim antineoplastickych latek, a tedy je
v porovnani s MTT testem pro stanoveni jejich toxického U¢inku vhodnéjsi.

Stanoveni cytotoxicity je v souladu se studii publikovanou Greaserem et
al., kde byla stanovena hodnota ICso pro doxorubicin a linii LNCaP na 140 nM.
82 Jak bylo predpokladano, doxorubicin a epirubicin prokazaly mezi studovany-
mi preparaty nejvySsi toxicitu. V porovnani s komerénim doxorubicinem maji
jeho nanocasticové formy syntetizované na nasem pracovisti toxicitu signifi-
senzitivita jednotlivych bunéénych linii se vzajemné liSi. Zatimco nejvyssi re-
dukce viability byla pozorovana u nenadorové linie (PNT1A) a primarniho nado-
ru (22Rv1), cytotoxicky ucinek na bunky odvozené z metastazi (LNCaP) byl u
tohoto komeréniho preparatu znatelné nizsi. Tato zjisténi by mohla poukazovat
na limitovanou Géinnost Myocetu® pfi 1é¢bé pokrocilejSich forem onemocnéni.

Oproti tomu senzitivita bunécnych linii k preparatu lip-8-dox byla znacné
v pfipadé nenadorové linie PNT1A, naopak toxicita va¢i nadorovym liniim byla
vyrazné vy$si, pficemz nejvyssi toxicky ucinek byl pozorovan v pfipadé bunéc-
né linie odvozené z metastatického nadoru v lymfatické uzliné, tedy bunécné
linie LNCaP. Tato pozorovani naznacuji, ze by mohl byt preparat lip-8-dox
vhodny k lé¢bé pokrocilejSich stadii karcinomu prostaty. Navic je tfeba stale
brat v potaz vysokou rychlost rlistu bunééné linie PNT1A a v porovnani s ni niz-
kou bazélni proliferaéni schopnost normalni prostatické tkané. & Vzhledem
k této skutecnosti se domnivame, ze pomalu proliferujici nenadorova tkan bude
realné nejspisSe jesté vice rezistentni k u€inkim tohoto preparatu nez komeréni
linie pouzita v tomto experimentu. Toxicita doxorubicinu enkapsulovaného do
apoferitinu byla v porovnani s konvenénim doxorubicinem pétkrat nizsi
s zadnym signifikantnim rozdilem mezi jednotlivymi bunéénymi liniemi.

Jelikoz se v této studii prokazalo, Ze jsou lip-8-dox a apodox v porovnani
s doxorubicinem méné toxické latky s vy§Simi hodnotami ICso, je pravdépodob-
né, ze mohou nizké a vysoké koncentrace sloucenin aktivovat odliSné bunécné
mechanismy. K podobnému zavéru dosli i ve studii vedené Eome et al., kde
zjistili, Ze chronicka expozice hepatocytt vysokym davkam doxorubicinu induku-
je apoptézu, zatimco nizké davky doxorubicinu indukuji senescenci a pozdeéji
smrt mitotickou katastrofou. 8 Déle bylo také zjiSténo, Ze mohou nizké davky
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doxorubicinu indukovat u rlznych bunéénych linii jak senescenci, tak autofagii.
85, 86
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6 Zaveér

Podavani doxorubicinu, velmi u€inného antineoplastického IéCiva, je doprova-
zeno neékolika limitacemi, z nichZ tou nejvyznamnéjsi je toxicita vac&i zdravym
tkanim, pfedevs8im pak vici tkani srde¢ni. Uzavieni tohoto Ié€iva do nanonosicu
ma potencial témto problémim pfedchazet, a to za sou¢asného zachovani pro-
tinadorové aktivity. V této studii byl syntetizovan doxorubicin enkapsulovany do
apoferitinu a do lipozomu, latky byly pak oznaceny jako "apodox" a "lip-8-dox".
Nasledné bylo provedeno biologické testovani dvojiho typu. Ucelem prvniho
bylo zjisténi potencialu téchto formulaci snizovat kardiotoxicky ucinek volné
formy IéCiva. Druhé testovani bylo poté provedeno za ucelem porovnani proti-
nadorového efektu téchto formulaci na ridzné linie karcinomu prostaty
s komerénimi preparaty. V prvni ¢asti byl porovnavan kardioprotektivni a proti-
nadorovy ucinek nanoderivatt doxorubicinu in vitro. Uzavieni doxorubicinu do
lipozomu zvysSilo jeho protinadorovy Uc¢inek o 17 %, zatimco jeho enkapsulace
do apoferitinu vedla ke snizeni toxicity vic¢i nadorové tkani karcinomu prsu o 25
%. Na druhou stranu vSak soucasné doslo k vyznamnému snizeni toxicity vuci
tkani srde¢ni, a to 0 130 % v pfipadé doxorubicinu v lipozomu, v pfipadé doxo-
rubicinu v apoferitinu dokonce o 480 %. DalSim pfiznivym pozorovanim po ad-
ministraci nanoforem doxorubicinu byla redukce vzniku zanétlivych nekrotickych
procesl. Jejich administrace vedla soucasné v nadorové tkani k zadoucimu
zvySeném vyskytu programované bunééné smrti, naopak v pfipadé kardiomyo-
cytd byla apoptéza signifikantné redukovana. Pravé redukce vyskytu jak nekro-
tickych, tak apoptotickych procest v srde¢ni tkani za sou¢asného zachovani, €i
mirného snizeni toxicity vac&i tkani nadorové vypovida o velkém potencialu téch-
to preparatd pro redukci limitaci antracyklinové terapie. V dalsi ¢asti byla toxici-
ta de novo syntetizovanych forem doxorubicinu porovnavana s komerénimi pre-
paraty jako je napfiklad epirubicin a Myocet®, a to konkrétné na prostatickych
liniich PNT1A, 22Rv1 a LNCaP. Toxicita latek byla navic evaluovana tfemi me-
todami, a to MTT testem, analyzou bunécéné proliferace v realném Case (RTCA)
a také pomoci pratokové cytometrie. Efektivita enkapsulace doxorubicinu byla
stanovena na 56 % v pfipadé doxorubicinu enkapsulovaného do apoferitinu a
42 % v pFipadé enkapsulace do lipozomu. MTT test se ukazal jako ne zcela
vhodny k méfeni toxického Uc€inku téchto IéCiv, jako vhodnéjSi se ukazala byt
metoda RTCA. Presnost RTCA metody byla verifikovana analyzou bunécéné
viability pomoci pratokové cytometrie. Stfedni inhibi¢ni koncentrace (1Cso) doxo-
rubicinu byly stanoveny pomoci RTCA metody na 170,5; 234,0 a 169,0 nM pro
PNT1A, 22Rvl a LNCaP (v tomto pofadi). Lip-8-dox se v porovnani
s doxorubicinem ukazal jako méné toxicky vici nenadorové linii PNT1A, zatim-
co toxicita v¢i nadorovym liniim byla zachovana srovnatelna s doxorubicinem a
epirubicinem (ICso = 2076,7 nM pro PNT1A vs. 935,3 a 729,0 nM pro 22Rv1 a
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LNCaP). ICso apodoxu byly stanoveny na 603,1; 1344,2 a 931,2 nM pro PNT1A,
22Rv1 a LNCaP.



Publikace 47

7 Publikace

GUMULEC, Jaromir, FOJTU  Michaela, RAUDENSKA  Martina, SZTALMACHOVA  Marké-
ta, SKOTAKOVA Anna, VLACHOVA Jana, SKALICKOVA Sylvie, NEJDL Luka$, KOPEL Pavel,
KNOPFOVA Lucia, ADAM Vojtech, KIZEK Rene, STIBOROVA Marie, BABULA Petr and MASARIK
Michal. Modulation of induced cytotoxicity of doxorubicin by using apoferritin and liposomal
cages. International Journal of Molecular Sciences, Basel: Multidisciplinary Digital Publishing Institu-
te, 2014, vol. 15, No 12, p. 22960-22977. ISSN 1422-0067. doi:10.3390/ijms151222960.

Doxorubicin is an effective chemotherapeutic drug, however its toxicity is a sig-
nificant limitation in therapy. Encapsulation of doxorubicin inside liposomes, or
ferritin cages decreases cardiotoxicity while maintaining anticancer potency. We
synthesized novel apoferritin- and liposome-encapsulated forms of doxorubicin
(“apodox” and “lip-8-dox”) and compared its toxicity with doxorubicin and My-
ocet® on prostate cell lines. Three different prostatic cell lines PNT1A, 22Rv1,
and LNCaP were chosen. The toxicity of the modified doxorubicin forms was
compared to conventional doxorubicin using the MTT assay, real-time cell im-
pedance-based cell growth method (RTCA), and flow cytometry. The efficiency
of doxorubicin entrapment was 56% in apoferritin cages and 42% in the lipo-
some carrier. The accuracy of the RTCA system was verified by flow-cytometric
analysis of cell viability. The doxorubicin half maximal inhibition concentrations
(IC50) were determined as 170.5, 234.0, and 169.0 nM for PNT1A, 22Rv1, and
LNCaP, respectively by RTCA. Lip8-dox is less toxic on the non-tumor cell line
PNT1A compared to doxorubicin, while still maintaining the toxicity to tumorous
cell lines similar to doxorubicin or epirubicin (IC50 = 2076.7 nM for PNT1A vs.
935.3 and 729.0 nM for 22Rv1 and LNCaP). Apodox IC50 was determined as
follows: 603.1, 1344.2, and 931.2 nM for PNT1A, 22Rv1, and LNCaP.
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