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Abstrakt 

Antracyklinové antibiotikum doxorubicin představuje velmi účinné a v klinické 
praxi ve velké míře předepisované chemoterapeutikum. Je hojně užíván k léčbě 
hematologických malignit i řady solidních nádorů. Administraci doxorubicinu 
nicméně často doprovází řada vedlejších účinků. Tím nejzávažnějším je rozvoj 
dávkově dependentní kumulativní kardiotoxicity, která se může projevit i několik 
let po ukončení chemoterapie. V této práci jsme ukázali, že enkapsulace doxo-
rubicinu do nanonosičů jako jsou apoferitinové klece, či lipozomální vezikuly 
může pomoci těmto limitacím předcházet, a to za současného zachování proti-
nádorového účinku léčiva. Uzavírání chemoterapeutik do nanonosičů, či vazba 
těchto léčiv na jejich povrch se ukázala být užitečným přístupem nabízející re-
dukci hned několika problémů doprovázejících současnou léčbu maligních 
onemocnění, a to jak díky cílenému transportu do specifické tkáně, či prodlužo-
vání biologického poločasu léčiva v cirkulaci, tak také díky zvýšené akumulaci 
chemoterapeutika v nádorové tkáni.  

Klíčová slova 

Doxorubicin, nanonosiče, cílená doprava léčiva, lipozom, apofertin, nádorová 
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. 

Keywords 

Doxorubicin, nanocarriers, targeted drug delivery, liposome, apoferritin, cancer, 
cardiotoxicity, encapsulation. 
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Seznam použitých zkratek 

ANOVA analýza rozptylu (analysis of variance) 
ANP atriální natriuretický peptid 
BNP mozkový natriuretický peptid  
CK-MB myokardiální izoenzym kreatinkinázy 
DOX doxorubicin 
DMSO dimethyl sulfoxid 
EDTA kyselina ethylendiamintetraoctová 
EPR efekt zvýšené permeability a retence (enhanced permea-

bility and retention effect) 
ET-1 endotelin-1 
FBS fetální bovinní sérum 
FCM průtoková cytometrie (flow cytometry) 
HER2/neu receptor lidského epidermálního růstového faktoru 2 (hu-

man epidermal growth factor receptor 2) 
HFn podjednotka feritinu typu H (heavy-chain ferritin) 
IC50 střední inhibiční koncentrace 
IgG imunoglobulin G 
LDH laktátdehydrogenáza 
LFn podjednotka feritinu typu L (light-chain ferritin) 
LVEF ejekční frakce levé komory (left ventricular ejection fracti-

on) 
MPO myeloperoxidáza 
MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid 
PBS fosfátový pufr (phosphate buffered saline) 
PEG polyethylen glykol 
PI propidium jodid  
RES retikuloendoteliální systém 
RNS reaktivní formy dusíku (reactive nitrogen species) 
ROS reaktivní formy kyslíku (reactive oxygen species) 
RTCA měření buněčné proliferace v reálném čase (real-time cell-

based assay) 
SDH sukcinát dehydrogenáza 
SEM rastrovací elektronová mikroskopie (scanning electron 

microscopy) 
TfR1 transferinový receptor 1 
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1 Úvod  

1.1 Doxorubicin 

Antracyklinové antibiotikum doxorubicin (DOX) patří od jeho první izolace 
z bakterie Streptomyces peucetius na počátku 60. let minulého století mezi jed-
na z vůbec nejúčinnějších protinádorových léčiv, jaká byla kdy vyvinuta. Doxo-
rubicin (obr. 1) je indikován k léčbě širokého spektra solidních malignit, jako 
jsou například nádory gynekologické, urogenitální, endokrinní, či nádory žalud-
ku, Ewingův sarkom a sarkom Kaposiho, ale také k léčbě leukémií a lymfomů. 1, 

2 

Obr. 1 Strukturní vzorec doxorubicinu (DOX). 

Detailní mechanismus účinku doxorubicinu nebyl dones náležitě popsán. 
Bylo nicméně předloženo několik studií vysvětlující jeho protinádorový efekt. 
Jedním z předpokládaných mechanismů účinku je tvorba reaktivních kyslíko-
vých (ROS, z anglického "reactive oxygen species") a dusíkových radikálů 
(RNS, z anglického "reactive nitrogen species"). V důsledku jejich činnosti do-
chází k poškození DNA a peroxidaci lipidů. Molekula doxorubicinu je schopná 
se interkalovat mezi vlákna šroubovice DNA a v důsledku toho narušuje proces 
jejího rozplétání a separace jejich jednotlivých vláken, čímž potlačuje proces 
replikace a transkripce DNA. Dále účinkem doxorubicinu dochází k DNA cross-
linkingu, alkylaci DNA, porušuje buněčné membrány interakcí s lipidovou dvoj-
vrstvou a také inhibuje topoizomerázu II. 3, 4 Navzdory účinnosti doxorubicinu je 
jeho administrace často doprovázena vedlejšími účinky jako je žaludeční nevol-
nost, zvracení, závažné poškození jater a relativně častá kardiotoxicita, která 
může v konečném důsledku vést až ke vzniku městnavého srdečního selhání. 
Kardiotoxicita indukovaná doxorubicinem se pak může manifestovat i několik let 
pro ukončení léčby. 5 Za hlavní rizikový faktor zvyšující pravděpodobnost vzniku 
městnavého srdečního selhání je považováno překročení kumulativní dávky 
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doxorubicinu. Ta by neměla být vyšší než 500 mg/m2. 6 Navzdory úsilí, které 
bylo v minulosti vyvinuto za účelem identifikovat další rizikové faktory vedoucí 
ke vzniku tohoto onemocnění, dříve jej diagnostikovat, či vyvinout kardioprotek-
tivní látky, které by mu přecházely, konsenzuální strategie stále chybí.  

1.2 Doxorubicinem indukovaná kardiotoxicita 

Podle směrnice pro monitoring srdeční tkáně dospělých pacientů trpících nádo-
rovým onemocněním je chemoterapií indukovaná srdeční dysfunkce definována 
jako pokles ejekční frakce levé komory (LVEF, z anglického "left ventricular 
ejection fraction") o 5 % či více, a to na méně než 55 % bez manifestace 
symptomů, či asymptomatický pokles LVEF o 10 % a více na méně než 55 %. 7 
K rozvoji doxorubicinem indukovaného poškození srdce může dojít akutně i po 
jedné dávce terapeutika. Akutní toxicita se projevuje arytmiemi, zánětem osr-
dečníku (perikarditidou), či myokarditidou, jejíž incidence je přibližně 11%. 8 
Nicméně ve všeobecnosti jsou tato poškození reverzibilní a dobře léčitelná. 
Větší komplikace představuje chronická toxicita, jejíž míra se odvíjí od kumula-
tivního množství podaného doxorubicinu. Jakmile se kumulativní dávka blíží 
hodnotě 500 mg/m2, pravděpodobnost výskytu srdečních dysfunkcí se prudce 
zvyšuje. K jejich manifestaci dochází v 25 % všech případů. 9 V počáteční fázi 
tohoto onemocnění je většina pacientů asymptomatická. Přesto mohou být již 
v této fázi detekovatelné biomarkery poškození kardiomyocytů, stejně tak jako 
snížení srdeční funkce. V průběhu měsíců pak může srdeční dysfunkce po-
stupně progradovat až ke vzniku městnavého srdečního selhání. V případě toho 
onemocnění se mortalita pacientů pohybuje okolo 50 %. 10 

1.3 Molekulární podstata vzniku doxorubicinem indukované 
kardiotoxicity 

I po mnoha letech užívání doxorubicinu v klinické praxi, není mechanismus jeho 
účinku plně vysvětlen. Doxorubicinem indukovaná kardiotoxicita je převážně 
spojována se železem katalyzovanou tvorbou reaktivních kyslíkových radikálů 
(obr. 2). 11, 12 Všeobecně má železo v procesu tvorby reaktivních kyslíkových 
radikálů dvě role. V první řadě přímo katalyzuje tvorbu hydroxylových radikálů 
(Haber-Weissova reakce). 13 Dále pak ale také dochází k tvorbě komplexů 
DOX-Fe 14, ve kterých dochází k redukci trojmocného železa na dvojmocné 
(Fe+III → Fe+II). Jak komplexy DOX-Fe, tak samotné železo katalyzují tvorbu 
vysoce reaktivních a vysoce toxických hydroxylových radikálů. Vedle toho může 
v kardiomyocytech docházet i k tvorbě reaktivních radikálů dusíku. Doxorubici-
nem indukovaný oxidativní stres pak spouští sérii oxidativních reakcí, jejíž pro-
dukty (např. H2O2, 4-hydroxynonenal) pak mají za následek upregulaci myokar-
diálních aldo-keto reduktáz. Upregulace těchto enzymů pak v konečném dů-
sledku podporuje konverzi doxorubicinu na jeho sekundární alkoholové metabo-
lity, a tím poškození myokardu ještě více potencuje. 15 Právě nadměrná produk-
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ce kyslíkových radikálů a C13 alkoholového metabolitu doxorubicinolu je hlavní 
hypotézou rozvoje doxorubicinem indukované kardiomyopatie. 16 

Vedle výše uvedeného jsou ale diskutovány i další mechanismy jako iduk-
ce lézí na mitochondriální DNA 17, či narušení metabolismu nejrůznějších esen-
ciálních proteinů v srdeční tkáni vlivem poškození jejich genové exprese 17, 18 a 
deregulace degradace proteinů prostřednictvím ubikvitin-proteazomového sys-
tému. Potenciální poškození homeostázy vápníku může dále také vést k tzv. 
vápníkovému přetížení kardiomyocytů. V důsledku vápníkového přetížení pak 
dochází k poškození membránových proteinů 19, narušení esenciálního metabo-
lismu mastných kyselin 20, potrhání sarkomer 21 a k diastolickému srdečnímu 
selhání 22. Doxorubicinem indukovaná kardiotoxicita je také asociovaná se zá-
nětem srdečního svalu zprostředkovaným aktivací imunitního systému. 9 
V neposlední řadě je třeba zmínit, že některé pozorované kardiovaskulární pro-
jevy mohou být také důsledkem toxicity doxorubicinu pro další vnitřní orgány, 
včetně ledvin a jater a mohou tak interferovat v klinickém obrazu. 22 

 
Obr. 2 Schématické znázornění hlavních mechanismů vzniku doxorubicinem indukovaného 
poškození myokardu. DOX – doxorubicin, ROS – reaktivní kyslíkové radikály, RNS – reaktivní 
dusíkové radikály.  
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1.4 Monitoring kardiotoxicity 

Značná heterogenita a závažnost doxorubicinem indukované srdeční dysfunkce 
ještě více zdůrazňují důležitost její brzké detekce a monitoringu. 23 Pro diagnos-
tiku a monitoring tohoto onemocnění je zcela zásadní stanovení ejekční frakce 
levé komory (LVEF, z anglického "left ventricular ejection fraction"), nejčastěji 
pomocí echokardiografie. Detekce raných fází poškození myokardu je nicméně 
značně limitována. Z toho důvodu dochází k neustálému vylepšování echokar-
diografických metod 24, 25, stejně tak jsou hledány další a specifičtější biomarke-
rů destrukce myokardu. Mezi biochemické markery, které se pro diagnostiku a 
monitoring poškození srdečního svalu používají nejčastěji, a to jak experimen-
tálně, tak klinicky, patří myokardiální izoenzym kreatinkinázy (CK-MB), myoglo-
bin, laktát dehydrogenáza (LDH), troponin I a T, natriuretické peptidy (ANP, 
BNP), myeloperoxidáza (MPO), či endotelin-1 (ET-1). 26 

1.5 Princip cílení protinádorové léčby pomocí nanočástic 

Cílení protinádorové léčby prostřednictvím nanočástic se ukázalo mít značný 
význam v klinické praxi. Tento terapeutický přístup představuje řešení řady limi-
tací, které v současné době terapii nádorových onemocnění provází. 27 Termí-
nem "nanonosič" se rozumí částice o velikosti do 100 nm, která je nejen schop-
na transportovat terapeutický náklad, ale současně jej i doručit do cílové tkáně. 
Jedním z největších negativ asociovaných s administrací konvenční chemote-
rapie je její zpravidla nespecifická distribuce v organismu a s tím spojený toxic-
ký účinek nejen na maligní, ale i na zdravé tkáně. 28 Právě schopnost nanočás-
ticového nosiče cílit léčivo do specifické tkáně, či dokonce na jednotlivé buněč-
né subtypy, je pro efektivní doručení léčiva, a tedy pro celkový úspěch terapeu-
tické strategie, zcela zásadní. Místně-specifické cílení nanočásticových prepa-
rátů a jejich účinná internalizace v dané tkáni tak zvyšují celkovou efektivitu 
léčby a redukují možnost vzniku vedlejších účinků, které administraci konvenční 
protinádorové léčby často doprovázejí. 29 

1.5.1 Fyzikálně-chemické vlastnosti nanočásticových nosičů 

Optimalizace fyzikálně-chemických vlastností jako je velikost, tvar, povrchový 
náboj, či chemické složení cílených nanočásticových systémů zásadně deter-
minuje jejich terapeutickou efektivitu.  

Právě nedostatečná schopnost precizně kontrolovat homogenitu nano-
částic z hlediska jejich fyzikálně-chemických vlastností je jednou z nejčastějších 
limitací jejich praktických aplikací. Z toho důvodu již byla vyvinuta řada metod 
syntézy vysoce monodisperzních částic. 30, 31 Monodisperzita částic je často 
hodnocena měřením tzv. zeta potenciálu. Ten charakterizuje elektrostatické 
interakce buněk a částic v tekutém prostředí. Zeta potenciál je závislý jak na 
povrchových vlastnostech částic, tak na povaze fluidní složky, ve které měření 
probíhá. Všeobecně se dá říci, že částice se zeta potenciálem ≥ ± 30 mV vyka-
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zují dostatečnou stabilitu, která se proporcionálně zvyšuje s jeho narůstajícími 
hodnotami. 32 

Další ze zásadních vlastností, které ovlivňují osud nosiče v organismu, je 
tvar nanočástice. Vliv tvaru částice na její funkci byl popsán hned v několika 
studiích. Z těch vyplývá, že prostorové uspořádání částice ovlivňuje jak uvolňo-
vání terapeutického nákladu, tak i samotnou degradaci nosiče. 33-35 

 Významným aspektem ovlivňujícím absorpci nanonosiče nádorovou tká-
ní je také jeho povrchový náboj. Bylo pozorováno, že buněčná absorpce 
v nádorové tkáni může být značně zvýšena administrací pozitivně nabitých na-
nočástic. Současně bylo ale také zjištěno, že tyto kladně nabité částice atrahují 
komponenty imunitního systému, a tak spouští značnou imunitní reakci. Proto 
jsou pro klinické aplikace voleny spíše částice s neutrálním, či záporným nábo-
jem. 36 

1.5.2 Cílení nanočásticových nosičů 

Další z řady výzev, které skýtá design nanočástic pro farmaceutické aplikace, je 
jejich tkáňově specifické cílení. Všeobecně existují dva přístupy, jak pomocí 
nanonosičů zajistit cílení léčiva do požadované tkáně, a to přístup tzv. pasivní a 
aktivní (obr. 3). 

Pasivní cílení vychází ze samotného charakteru nádorové tkáně a fyzikál-
ně-chemických vlastností nosiče.37 Na rozdíl od zdravé tkáně je totiž pro tkáň 
maligně transformovanou příznačná proděravělá vaskulatura, zvýšená vasku-
lární permeabilita a chaotická cévní architektura. Celkovým výsledkem těchto 
alterací ve stavbě cév je zvýšená akumulace nanočástic v nádorové tkáni, a 
tedy i lokálně zvýšení koncentrace léčiva. 38 

Aktivní cílení nádorové tkáně je pak založeno na interakcích nanonosiče 
s buněčnými strukturami, například s buněčnými receptory, které rozpoznávají 
specifický ligand na povrchu částice (obr. 4C, 4D a 4E). 39 Typ a charakteristika 
cílící molekuly zásadně ovlivňuje setrvání částice v cirkulaci, její absorpci buň-
kami, afinitu a schopnost částice extravazovat. Nejčastěji využívanými mediáto-
ry aktivního cílení jsou protilátky (jako například trastuzumab interagující 
s HER2/neu receptorem) - primárně ty, které obsahují jen variabilní oblasti a 
postrádající efektorovou oblast Fc. Právě tyto protilátky si zachovávají specifitu 
vůči cíli. Malá velikost protilátky pak ani nemění farmakokinetické vlastnosti čás-
tice. Protilátky mají nicméně také sklon aktivovat komplement, nebo způsobovat 
nechtěné interakce s ostatními buňkami, které mohou mít za následek předčas-
nou fagocytózu nanočástic buňkami imunitního systému. 29, 40 Zásadní vlastnos-
tí protilátek určených pro terapeutické účely je proto jejich imunogenicita. Jeli-
kož jsou protilátky animálního původu okamžitě rozpoznávány jako xenogenní a 
způsobují silnou imunitní reakci, jsou vyvíjeny protilátky chimerické, humanizo-
vané, rovněž ale také 100 % humánní. 41, 42 Mezi další molekuly, které se vedle 
protilátek využívají k cílení protinádorové léčby, patří komponenty metabolické 
dráhy folátu, krátké peptidy, RNA aptamery a jiné malé molekuly. 29 



Úvod 15 

 

Obr. 3 Schématické znázornění principu pasivního a aktivního cílení nanočástic nesoucích 
léčivo do nádorové tkáně. Pasivní cílení nanonosičů do tumorového ložiska je zajištěno pomocí 
efektu tzv. zvýšené permeability a retence (EPR efekt, z anglického "enhanced permeability 
and retention effect"). Aktivní cílení nanočástic je pak zprostředkováno ligandy navázanými na 
povrchu nanočástice.  

1.6 Nanočásticové formy doxorubicinu 

Nanoonkologie, jak se odvětví, které se studiem a použitím nanočásticových 
forem cytostatik zabývá, představuje velmi atraktivní oblast moderní medicíny. 
Nejen z toho důvodu proto v současné době existuje široká paleta různých typů 
nanonosičů. Tato kapitola však bude pro přehlednost zaměřena pouze na ty 
typy nanočástic, jejichž biologická aktivita byla následně testována v praktické 
části práce. 

1.6.1 Lipozomální formulace 

Terapeutika enkapsulovaná do lipozomů zaznamenala co do uplatnění nano-
částicových nosičů v klinické praxi zatím vůbec největší úspěch. Byl to právě 
doxorubicin hydrochlorid, který se stal prvním léčivem uzavřeným do lipozomál-
ního nosiče, který obdržel schválení pro užití v klinické praxi. Od té doby bylo 
na trh uvedeno několik dalších lipozomálních formulací doxorubicinu: PEGylo-
vaný lipozomální doxorubicin (Doxil® a Lipo-dox®) indikovaný k léčbě ovariální-
ho karcinomu, karcinomu prsu, Kaposiho karcinomu sdruženého s HIV infekcí, 
či ne-PEGylovaný doxorubicin (Myocet®), který se v kombinaci 
s cyklofosfamidem používá jako lék první volby pro léčbu metastatického karci-
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nomu prsu u dospělých žen. 43, 44 Vedle lipozomálního doxorubicinu je dále na 
trhu dostupný také ne-PEGylovaný lipozomální daunorubicin (DaunoXome®) 
indikovaný k léčbě pokročilého Kaposiho karcinomu sdruženého s HIV infekcí a 
lipozomální cytarabin (DepoCyte®) určený k léčbě lymfomatózní meningitidy. 44, 

45  
Lipozomy jsou definovány jako mikroskopické sférické váčky, které jsou 

samovolně vytvářeny z lipidové dvojvrstvy (obr. 4). Uzavřením lipidové dvojvrst-
vy pak vzniká vnitřní dutina, do které může být naloženo široké spektrum mole-
kul včetně antineoplastických činidel. Lipozomy vznikají smícháním fosfolipidů 
s různým množstvím cholesterolu. Fosfolipidy, které se na jejich produkci pou-
žívají, jsou většinou na přírodní bázi, jsou také biologicky inertní a se zanedba-
telnou imunogenicitou, tedy schopností vyvolávat imunitní odpověď. 46 Univer-
zálnost použití lipozomálních nosičů také spočívá v jejich schopnosti přepravo-
vat jak hydrofilní, tak hydrofobní látky. Toto je umožněno díky jejich unikátní 
struktuře sestávající se z amfifilních molekul fosfolipidů, jejichž přirozenou 
vlastností je snaha chránit své hydrofobní skupiny před vodným prostředím. 
Kontakt s vodným prostředím je pak zajišťován prostřednictvím skupin hydrofil-
ních tvořících tzv. hlavičky fosfolipidů. 47, 48 Z výše uvedených důvodů pak mo-
hou lipozomy také sloužit k přepravě léčiv špatně rozpustných, jako například 
cisplatina, či paklitaxel. 49, 50 

Eliminace lipozomů bez cílících molekul (obr. 4A) z krevního oběhu je zajiš-
těna retikuloendoteliálním systémem (RES), dnes také nazývaným mononukle-
ární-fagocytární systém. Jedná se o soustavu fagocytujících buněk roztrouše-
ných v několika vnitřních orgánech, zejména pak ve slezině, játrech a lymfatické 
tkáni. 51 Za další mechanismus zapojený do procesu eliminace intravenózně 
administrovaných lipozomů z krve je pak považována také opsonizace plazma-
tickými proteiny. Konkrétní typ adsorbovaných proteinů je přitom závislý na veli-
kosti částice, velikosti a povaze jejího povrchového náboje a také na typu fosfo-
lipidu, který byl na syntézu lipozomu použit. 52, 53 Opsonizaci částice proteiny je 
možné inhibovat zavedením molekul některých polymerů na její povrch. Mole-
kuly těchto polymerů pak současně prodlužují setrvání nosiče s léčivem 
v cirkulaci. V tomto ohledu se jako nejlepší stérický polymerní stabilizátor pro-
dlužující životnost léčiva v cirkulaci, projevil polyethylen glykol (PEG). Právě 
doba setrvání lipozomálních antracyklinů v krevním řečišti byla silně asociována 
se zvýšením jejich terapeutického účinku. 46 
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Enkapsulace doxorubicinu do lipozomálního nosiče výrazně snižuje jeho 
kardiotoxický účinek. Hlavní hypotéza vysvětlující snížení nežádoucích účinků 
doxorubicinu na myokard vychází ze skutečnosti, že je myokard vyživován cé-
vami s těsnými buněčnými spoji (tzv. tight junctions). 54 Vzhledem k tomu, že je 
doxorubicin v PEGylovaném lipozomálním nosiči (obr. 4B) značně větší než 
volná forma doxorubicinu, není pak schopen penetrovat endoteliální bariérou 
v srdeční tkáni. Právě tato skutečnost pak v konečném důsledku vede k redukci 
jeho kardiotoxického účinku. 55 Současně si ale enkapsulovaný doxorubicin za-
chovává terapeutickou účinnost v nádorové tkáni. Zachování léčebného účinku 
PEGylovaných lipozomů je dáno i skutečností, že molekuly polyethylen glykolu 
zabraňují rychlé absorpci částic retikuloendoteliálním systémem. 56, 57 Vedle 
jmenovaných předností vykazuje lipozomální doxorubicin v porovnání s jeho 
volnou formou vyšší účinnost a díky preferenční akumulaci v nádorovém ložisku 
také sníženou systematickou toxicitu. K uvolnění léčiva z nosiče navíc dochází 
postupně, což souhrnně umožňuje administrovat léčivo v nižších objemech. 58-60 
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Obr. 4 Lipozomální nanočástice sloužící k cílení protinádorové léčby. A) necílený lipozom 
s enkapsulovanými molekulami léčiva; B) necílený lipozom s enkapsulovanými léčivem a povr-
chovou modifikací polyethylen glykolem (PEG); C) imunolipozom cílený protilátkami; D) imuno-
lipozom cílený fragmenty protilátek; E) lipozom cílený prostřednictvím specifického ligandu na-
vázaného na jeho povrchu. 

1.6.2 Feritinové nanočástice 

Další typ univerzálního a netoxického nosiče léčiv představuje proteinový nosič 
feritin. 61 Molekula feritinu je přirozeně biokompatibilní a ukázala se mít vhodné 
fyzikálně-chemické vlastnosti. Feritin je sférická bílkovina, která v organismu 
slouží ke skladování a transportu železa. Sestává se z 24 proteinových podjed-
notek, které se samovolně sestavují v závislosti na změně pH. Výsledná feriti-
nová částice pak má vnější průměr 12 nm a vnitřní 8 nm. Za fyziologických 
podmínek obsahuje feritinová kavita železné ionty. Pokud je však feritin expri-
mován v podmínkách bez přítomnosti železa, zůstává tento vnitřní prostor 
prázdný. Tato forma feritinu je potom označována jako apoferitin. 62 

 

Obr. 5 A) Kvarterní struktura proteinu feritinu; B) podjednotkové složení feritinu, v molekule 
savčího feritinu se nacházejí 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 hmotností 19 a 21 kDa (v tomto pořadí).  

Kavita apoferitinu může sloužit jako transportní systém pro celou řadu anti-
neoplastických látek, včetně antracyklinů (obr. 5). 63, 64 Enkapsulace terapeutic-
ké sloučeniny je většinou prováděna postupnou změnou pH – k otevření kavity 
dochází při snížení pH k hodnotě 2,5, naopak k uzavření struktury při zvýšení 
pH k hodnotě 7,4. 65, 66 Vazba feritinu na buňky a jeho následná absorpce je 
zprostředkována přes transferinový receptor 1 (TfR1). 67 Právě zvýšená expre-
se TfR1 byla popsána u několika typů nádorových buněk. Tato skutečnost jen 
potvrzuje unikátní potenciál apoferitinu jako nanonosiče léčiv. 68 
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2 Cíl práce 

• Charakterizovat fyzikálně-chemické vlastnosti lipozomálních a feritinových 
nanonosičů s enkapsulovaným doxorubicinem. 

• Určit cytotoxicitu těchto nanopreparátů vůči kardiomyocytům a buňkám 
karcinomu prsu in vitro a porovnat ji s toxicitou volného doxorubicinu. 

• Stanovit míru buněčné smrti a její typ po administraci těchto preparátů na 
kardiomyocyty a nádorové buňky karcinomu prsu a tyto parametry znovu 
porovnat s účinkem volné formy léčiva. 

• Ověřit efektivitu cílení léčby prostřednictvím nanonosičů na liniích karcino-
mu prostaty a porovnat je nejen s volnou formou doxorubicinu, ale také 
s dalšími komerčními léčivy s podobnou indikací.  
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3 Praktická část 

V praktické části jsou popsány metody pro provedení tří individuálních experi-
mentů, z nichž dva byly prováděny naší výzkumnou skupinou – jeden zaměřený 
na in vitro testování redukce kardiotoxicity, druhý poté na ověření efektivity cíle-
ní léčby prostřednictvím nanonosičů in vitro. Těmto experimentům předchází 
část zabývající se charakterizací a popisem fyzikálně-chemických vlastností 
nanoderivátů. Tato část je redukována, jelikož z větší části probíhala na spolu-
pracujícím Ústavu chemie a biochemie, Mendelovy univerzity v Brně. Její uve-
dení je však nezbytné pro vytvoření komplexního obrazu a povaze a účinku tes-
tovaných nanoderivátů.  

3.1 Materiál a metody - stanovení fyzikálně chemických 
vlastností nanonosičů 

Určení níže popsaných fyzikálně chemických vlastnosti nanonosičů bylo prove-
deno spolupracovníky na Ústavu chemie a biochemie Mendelovy univerzity 
v Brně, proto je jejich popis zestručněn. Epirubicin a Myocet®, jejichž charakte-
rizace je v této kapitole popisována, byly použity v druhé části experimentů, te-
dy v případě cílené dopravy doxorubicinu prostřednictvím nanonosičů, nikoliv 
v části zabývající se redukcí kardiotoxicity.  

3.1.1 Použité chemikálie 

Apoferitin z koňského séra, cholesterol, sodná sůl 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-
fosfo-rac-(1-glycerolu), HCl, NaOH a voda v ACS čistotě byly obstarány u Sig-
ma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Hydrogenovaný fosfatidylcholin ze sójových 
bobů byl darován firmou Lipoid GmbH (Ludwigshafen, Německo). Roztok doxo-
rubicinu (2 mg/µµ) byl zakoupen u firmy Teva Pharmaceuticals (Opava, Česká 
republika). Myocet® byl zakoupen u firmy Cephalon (Maisons-Alfort, Francie) a 
jeho roztok byl připraven dle instrukcí výrobce. Epirubicin byl získán u firmy 
EBEWE Arzneimittel GmbH (Unterach, Rakousko).  

3.1.2 Příprava nanonosičů de novo 

Roztok apoferitinu o objemu 20 µl (50 mg/ml) byl naředěn na 200 µl ACS vo-
dou. Ke směsi byl přidán doxorubicin (200 µl, 2 mg/ml) a celá směs byla protře-
pána. Následně byly přidány 2 µl 1M HCl a po 15 minutách pak 2,5 µl 1M Na-
OH. Roztok byl následně protřepáván na vortexu Genie2 (Scientific Industries, 
Inc. Bohemia, NY, USA) po dobu 2 hodin. Poté byl roztok 24 h dialyzován na 
membránovém filtru (0,025 µm VSWP, Millipore) proti 2 l vody. Výsledný roztok 
byl naředěn ACS vodou na objem 1 ml. Tato forma doxorubicinu byla označena 
jako "apodox". 
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 Cholesterol (100 mg), sodná sůl 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-fosfo-rac-(1-
glycerolu) (100 mg) a fosfatidylcholin (100 mg) byly rozpuštěny v chloroformu 
(4,5 ml). Rotační evaporací rozpouštědla byl získán lipidový film, zbytky chloro-
formu byly odstraněny proudem dusíku. Následně byl k lipozomu (20 mg) při-
dán roztok doxorubicinu (1 ml, 4 mg/ml, pH = 7) a celý roztok byl vortexován po 
dobu 3 hodin. Vzorek byl následně homogenizován přístrojem Ultra-Turrax T8 
(IKA Werke GmbH, Staufen, Německo) po dobu 3 minut. Směs byla poté zahří-
vána a protřepávána při 60 °C po dobu 10 minut na přístroji Thermomixer Com-
fort (Eppendorf, Německo). Pomocí membránového filtru (0,025 µm VSWP, 
Millipore) byl roztok 24 hodin dialyzován proti 2 L vody. Tato forma doxorubicinu 
byla označena "lip-8-dox".  

3.1.3 Stanovení velikosti nanočástic 

Průměrná velikost nanočástic a distribuce jednotlivých rozměrů byly stanoveny 
kvazielastickým laserovým rozptylem světla pomocí přístroje Malvern Zetasizer 
(NANO-ZS, Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, UK). 1,0 ml vodného roz-
toku lipozomů bylo naneseno do polystyrenové kyvety a změřeno (úhel detekto-
ru 173°; vlnová délka 633 nm; index refrakce 0,30; reálný index refrakce 1,59; 
teplota 25 °C). 

3.1.4 Stanovení cholesterolu 

Obsah cholesterolu byl stanoven měřením absorbance při vlnové délce 505 nm 
a při použití činidla R1 dle instrukcí výrobce (Greiner, Frickenhausen, Němec-
ko).  

3.1.5 Spektrofotometrické měření 

Fluorescenční spektra a spektra absorbance byly naměřeny na multifunkčním 
přístroji Tecan Infinite 200 PRO (Tecan, Männedorf, Švýcarsko). Použitá exci-
tační vlnová délka 490 nm, fluorescenční sken byl proveden ve škále vlnových 
délek od 530 nm do 850 nm, a to po 2 nm krocích. Parametr detektoru "gain" 
byl nastaven na hodnotu 90. Vzorky byly umístěny na 96-jamkovou mikrotitrační 
destičku s plochým dnem od firmy CoStar (Corning, New York, NY, USA), jež je 
transparentní pro UV paprsky. Do každé jamky destičky bylo napipetováno 100 
µl vzorku. Všechna měření byla provedena při teplotě 30 °C. Teplota byla udr-
žována automaticky přístrojem Tecan Infinite PRO.  

3.1.6 Skenovací elektronická mikroskopie 

Struktura lipozomů byla charakterizována za pomoci skenovacího (rastrovací-
ho) mikroskopu (SEM). Pro dokumentaci charakteristik vybraných nanomateriá-
lů byl použit přístroj FEG-SEM MIRA XMU (Tescan, a.s., Brno, Česká republi-
ka).  



Praktická část 22 

 

3.1.7 Diferenční pulzní voltametrie 

Pro účely diferenční pulzní voltametrie (polarografie) byl zvolen tříelektrodový 
systém sestávající se ze skleněné uhlíkové pracovní elektrody, Ag/AgCl/3 M 
KCl referenční elektrody a také platinové elektrody sloužící jako elektroda po-
mocná. Nastavení potenciostatu bylo následující: sken od -0,3 V do -0,9 
V, amplituda měření 25 mV, velikost jednotlivých kroků 2 mV, frekvence 25 Hz, 
čas ekvilibrace 20 s, čištění při -1,0 V po dobu 40 s, probublávání dusíkem, 
promíchávání během pročišťovacího kroku. 

3.2 Materiál a metody – redukce kardiotoxických účinků 
doxorubicinu prostřednictvím nanonosičů 

3.2.1 Použité chemikálie 

Buněčné médium RPMI-1640, buněčné médium DMEM (high glucose), fetální 
bovinní 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, Německo). PBS bylo zakou-
peno u firmy Invitrogen Corporation (Carlsbad, CA, USA). EDTA, DMSO, MTT, 
propidium jodid a ostatní chemikálie byly zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich (St. 
Louis, MO, USA).  

3.2.2 Použité buněčné linie 

Pro účel hodnocení potenciálu nanonosičů redukovat kardiotoxický účinek do-
xorubicinu byly použity dvě buněčné linie: buněčná linie H9c2 představující 
potkaní srdeční myoblasty a buněčná linie MCF-7 reprezentující neinvazivní 
karcinom prsu. Obě buněčné linie byly získány z Health Protection Agency Cul-
ture Collections (Salisbury, UK).  

3.2.3 Modifikované formy doxorubicinu 

Analyzované látky apodox a lip-8-dox byly syntetizovány de novo na Ústavu 
chemie a biochemie Mendelovy univerzity v Brně. Doxorubicin byl zakoupen u 
firmy Teva Pharmaceuticals (Pardubice, Česká republika). Obsah doxorubicinu 
v komplexu apodox byl 56 µg/ml (96,5 µM), finální koncentrace apoferitinu 1 
mg/ml. V případě lip-8-doxu obsahovalo 20 mg lipozomálního nosiče celkově 42 
µg/ml doxorubicinu (72,4 µM). Iniciální koncentrace doxorubicinu byla stanove-
na na 100 µg/ml (172,4 µM). Díky tomu bylo možné vypočítat efektivitu jeho 
enkapsulace do nanočásticových nosičů, a to 42 % v případě lipozomálního 
nosiče a 56 % v případě apoferitinu.  

3.2.4 Kultivace buněčných linií 

Buněčná linie MCF-7 byla kultivována v médiu RPMI-1640 suplementovaném 
10% FBS, penicilinem (100 U/ml) a streptomycinem (0,1 mg/ml). Buněčná linie 
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H9c2 byla kultivována v buněčném médiu DMEM (high glucose) s přídavkem 
10% FBS, penicilinu (100 U/ml) a streptomycinu (0,1 mg/ml). Buňky byly kulti-
vovány v humidifikovaném inkubátoru (Sanyo, Japonsko) při teplotě 37 °C a 5% 
obsahu CO2. 

3.2.5 Stanovení buněčné viability pomocí MTT testu 

• Na standardní 96-jamkovou mikrotitrační destičku (TPP, Švýcarsko) byla 
do jamek 2 – 11 přidána buněčná suspenze v médiu o hustotě 10000 bu-
něk na jamku. Objem byl v každé jamce činil 200 µl. 

• Do pozice 1 a 12 bylo přidáno pouze čisté buněčné médium. 

• Mikrotitrační destička byla 2 dny inkubována v humidifikovaném inkubátoru 
(Sanyo, Japonsko) při teplotě 37 °C a 5% obsahu CO2. 

• Po 48 hodinách bylo do pozice 2 – 11 přidáno 200 µl buněčného média ob-
sahujícího vzrůstající koncentraci cytostatik (0 – 15 µM).  

• Sloupce 1 a 12 sloužily jako kontroly, byly naplněny 200 µl čerstvého bu-
něčného média bez cytostatik. 

• Mikrotitrační destičky byly inkubovány po dobu 48 hodin, následně bylo bu-
něčné médium odstraněno.  

• Jamky 1 – 11 byly naplněny 200 µl buněčného média obsahujícího 50 µl 
MTT (5 mg/ml v PBS) a destičky byly následně zabaleny do hliníkové folie 
a inkubovány po 4 hodiny v humidifikované atmosféře při teplotě 37 °C. 

• Po inkubaci bylo médium obsahující MTT odsáto a buňky byly resuspendo-
vány v 200 µl 99,9% dimethylsulfoxidu (DMSO), který rozpouští krystaly 
formazanu, dále bylo přidáno 25 µl glycinového pufru. 

• Byla změřena absorbance při 570 nm (VersaMax microplate reader, Mo-
lecular Devices, Sunnyvale, CA, USA).  

• Všechna měření byla provedena v triplikátech.  

• Pro výpočet inhibiční koncentrace (IC50) bylo použito makro naprogramo-
vané v programu Excel (Microsoft Corp., Redmont, USA). Data byla prolo-
žena logistickou funkcí k vytvoření sigmoidální křivky závislosti buněčné vi-
ability na dávce léčiva. Zasazení funkce bylo provedeno automaticky po-
mocí algoritmu využívající funkci řešitele s metodou nejmenších čtverců. 
Tento algoritmus byl použit opakovaně, a proto byla z těchto měření spočí-
tána odchylka.  

3.2.6 Stanovení typu buněčné smrti pomocí průtokové cytometrie 

• Do jamek standardní 6-jamkové mikrotitrační destičky (TPP, Švýcarsko) 
byly separátně do všech jamek přidány buněčné suspenze H9c2 a MCF-7 
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o hustotě 40000 buněk na jamku. Objem v každé jamce byl doplněn na 2 
ml. 

• Mikrotitrační destičky byly 2 dny inkubovány v humidifikovaném inkubátoru 
(Sanyo, Japonsko) při teplotě 37 °C a 5% obsahu CO2. 

• Po 48 hodinách bylo k oběma typům buněk do jednotlivých pozic přidáno 2 
ml buněčného média obsahujícího 1 x IC50 koncentrací doxorubicinu a jeho 
nanoforem, jako kontrola sloužily netreatované buňky. 

• Mikrotitrační destičky byly inkubovány po dobu 24 hodin, následně bylo bu-
něčné médium odstraněno a buňky byly dvakrát propláchnuty čerstvým čis-
tým médiem.  

• Buňky byly seškrábnuty do buněčného média a centrifugovány po dobu 5 
minut při 2000 rpm a 4 °C, následně byl odsán supernatant. 

• Buňky byly resuspendovány v 1 ml PBS a následně znovu centrifugovány 
po dobu 5 minut při 2000 rpm a 4 °C, pak byl odsán supernatant. 

• Do 1 ml inkubačního pufru bylo přidáno 20 µl činidla Annexin-V-Fluos a 20 
µl roztoku propidium jodidu, následně bylo ke každému vzorku pipetováno 
100 µl takto vzniklé reakční směsi. 

• Vzorky byly inkubovány 15 minut při laboratorní teplotě. 

• Po 15 minutách byly vzorky analyzovány pomocí průtokové cytometrie dle 
instrukcí výrobce. 

3.3 Materiál a metody - cílená doprava doxorubicinu 
prostřednictvím nanonosičů 

3.3.1 Použité chemikálie 

Buněčné médium RPMI-1640, fetální bovinní 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 ostatní chemikálie byly zakoupeny 
u firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).  

3.3.2 Použité buněčné linie 

V této studii byly použity buněčné linie odvozené z prostatické tkáně: a) PNT1A 
– humánní buněčná linie vytvořená imortalizací zdravé prostatické tkáně pomo-
cí transfekce plazmidu, která obsahoval genom viru SV40 genom s defektním 
replikačním počátkem. Tato primární kultura byla získána z prostatické tkáně 35 
letého muže post mortem; b) 22Rv1 – humánní prostatická nádorová epiteliální 
linie, pozitivní na přítomnost androgenního receptoru (avšak v nižší míře než u 
buněčné linie LNCaP), wild-type p53, androgen-responsivní; c) LNCaP – bu-
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něčná linie odvozená od lidského adenokarcinomu prostaty 50 letého muže, 
buňky byly odebrány za pomoci aspirační biopsie metastáz tenkou jehlou 
v oblasti supraklavikulárních lymfatických uzlin, v porovnání s buněčnou linií 
22Rv1 je androgenní receptor u linie LNCaP exprimován dobře, linie je andro-
gen responsivní. Všechny buněčné linie byly získány z Health Protection 
Agency Culture Collections (Salisbury, UK).  

3.3.3 Modifikované formy doxorubicinu 

Látky apodox a lip-8-dox nasyntetizované na Ústavu chemie a biochemie Men-
dlovy univerzity v Brně byly použity tytéž jako v předešlém experimentu (reduk-
ce kardiotoxických účinků doxorubicinu pomocí nanonosičů). Myocet® byl za-
koupen u firmy Cephalon (Paříž, Francie) a jeho roztok byl připraven podle in-
strukcí výrobce. Doxorubicin byl zakoupen u firmy Teva Pharmaceuticals (Par-
dubice, Česká republika), epirubicin u firmy EBEWE Arzneimittel (Unterach am 
Attersee, Rakousko).   

3.3.4 Kultivace buněčných linií 

Buněčné linie PNT1A, LNCaP a 22Rv1 byly kultivovány v médiu RPMI-1640 
suplementovaným 10% FBS, penicilinem (100 U/ml) a streptomycinem (0,1 
mg/ml). Buňky byly kultivovány v humidifikovaném inkubátoru (Sanyo, Japon-
sko) při teplotě 37 °C a 5% obsahu CO2. 

3.3.5 Stanovení buněčné viability pomocí MTT testu 

• Stanovení buněčné viability pomocí MTT testu bylo provedeno podle stej-
ného protokolu, jaký byl popsán výše v případě experimentů týkajících se 
redukce kardiotoxického účinku doxorubicinu pomocí nanonosičů, a to 
s níže uvedenými obměnami. 

• Na standardní 96-jamkovou mikrotitrační destičku byla do jamek 2 – 11 při-
dána buněčná suspenze o hustotě 5000 buněk na jamku.  

• Po 48 hodinách bylo do pozice 2 – 11 přidáno 200 µl buněčného médiu ob-
sahujícího vzrůstající koncentraci cytostatik (0 – 40 µM).  

• Všechna měření byla opět provedena v triplikátech.  

• Pro výpočet inhibiční koncentrace (IC50) bylo stejně jako v předešlém pří-
padě použito makro naprogramované v programu Excel (Microsoft Corp., 
Redmont, USA). Data byla proložena logistickou funkcí k vytvoření sigmoi-
dální křivky závislosti buněčné viability na dávce léčiva. Zasazení funkce 
bylo provedeno automaticky pomocí algoritmu využívající funkci řešitele 
s metodou nejmenších čtverců. Tento algoritmus byl použit opakovaně, a 
proto byla z těchto měření spočítána odchylka.  



Praktická část 26 

 

3.3.6 Měření buněčné proliferace v reálném čase 

Tzv. "real-time cell-based assay" (RTCA) xCELLigence (Roche Applied Science 
and ACEA Biosciences, San Diego, CA, USA) se skládá ze čtyř hlavních kom-
ponent: RTCA analyzátoru, RTCA stanice, RTCA počítače s integrovaných 
softwarem a jednorázové E-destičky.  

• Suspenze 5000 buněk v 200 µl buněčného média byla nasazena do každé 
jamky 16 jamkové jednorázové E-destičky.  

• Přilnutí buněk a jejich proliferace byly monitorovány každých 15 minut. 

• Všechny experimenty byly prováděny po dobu 250 hodin. 

• Výsledky jsou vyjádřeny v jednotkách relativní impedance s využitím soft-
waru výrobce (Roche Applied Science and ACEA Biosciences, San Diego, 
CA, USA). 

3.3.7 Stanovení buněčné viability pomocí propidium jodidu 

• Buňky jednotlivých buněčných linií byly sklizeny krátkou trypsinizací a ná-
sledně resuspendovány v PBS.  

• Bezprostředně před měřením byl přidán propidium jodid do finální koncen-
trace 1 µg/ml. 

• Počet viabilních buněk byl stanoven pomocí průtokového cytometru 
FACSVerse (BD Biosciences, San Jose, CA, USA).  

• Získaná data byla analyzována pomocí softwaru FACSuite (BD Bioscien-
ces). 

3.3.8 Statistická analýza 

Inhibiční koncentrace (IC50) jednotlivých cytostatik získaných pomocí MTT testu 
byly vypočítány ze sigmoidální křivky závislosti buněčné viability na dávce léči-
va. Inhibiční koncentrace (IC50) z impedančního měření byly spočítány pomocí 
softwaru dodávaného výrobcem (RTCA 1.2.1). Normalita dat byla testována 
pomocí tzv. "distribution fitting" a Pearsonova χ-kvadrát testu. Faktoriální ANO-
VA byla použita k porovnání vlivu jednotlivých faktorů - typu buněčné linie, typu 
cytostatika a použité metody (MTT nebo impedanční metody). Jako statisticky 
signifikantní byla považována hodnota p < 0,05. Pro uvedené analýzy byl použit 
software Statistica (StatSoft, Tulsa, OK, USA).   
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4 Výsledky 

Výsledky představují vyhodnocení tří individuálních experimentů, z nichž dva 
byly prováděny naší výzkumnou skupinou – jeden zaměřený na in vitro testová-
ní redukce kardiotoxicity, druhý poté na ověření efektivity cílení léčby prostřed-
nictvím nanonosičů. Těmto experimentům však předchází část zabývající se 
charakterizací a popisem fyzikálně-chemických vlastností nanoderivátů, která 
byla pro naše experimenty nezbytná. Tato část je redukována právě z toho dů-
vodu, že z větší části probíhala na spolupracujícím Ústavu chemie a biochemie, 
Mendelovy univerzity v Brně.  

4.1 Charakterizace modifikovaných forem doxorubicinu 

4.1.1 Stanovení velikosti a spektrofotometrická charakterizace 
nanočástic 

Fyzikálně-chemická charakterizace nanomateriálů je ve zkratce popsána na 
obr. 6. Velikost nanočástic byla stanovena pomocí zetasizeru, konkrétně pomo-
cí analýzy rozptylu světla. V případě vzorku lipozomů (obr. 6C) byla jejich prů-
měrná velikost stanovena na 106 nm (40 – 250 nm). Stejný přístroj byl také po-
užit na určení zeta potenciálu částic (hustoty náboje). V případě lipozomů byla 
naměřena vysoká hodnota zeta potenciálu (-54 mV) poukazující na jejich vyso-
kou stabilitu, která je důsledkem jejich permanentního povrchového záporného 
náboje. Obr. 6D představuje mikrofotografie lipozomů. V případě apoferitinu 
(obr. 6E) byla naměřena průměrná velikost 10 nm (5 – 15 nm) a zeta potenciál -
7,09 mV, který vypovídá o jejich nižší stabilitě v porovnání s částicemi lipozo-
málními. 

Spektrofotometrická charakterizace jednotlivých forem doxorubicinu byla 
provedena měřením jejich absorpčních spekter v rozpětí 230 – 800 nm (tab. 1). 
Fluorescentní spektra jednotlivých formulací byla měřena v rozmezí 520 - 820 
nm, při λ = 510 nm (tab. 1).  
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Obr. 6 Schéma enkapsulace doxorubicinu do A) lipozomu a B) apoferitinu, C) distribuce 
velikostí lipozomů s enkapsulovaným doxorubicinem, D) mikrofotografie lipozomů 
s enkapsulovaným doxorubicinem. Lipozomy jsou vyznačeny červenými liniemi (d = 100 nm), E) 
distribuce velikostí apoferitinu s enkapsulovaným doxorubicinem. Na dalších grafech jsou vyob-
razena absorpční spektra v rozmezí vlnových délek 230 - 800 nm pro F) 100 µg/ml Myocet®, G) 
epirubicin, H) a) lipozom, b) doxorubicin, c) lipozomální doxorubicin, I) a) apoferitin, b) doxoru-
bicin, c) doxorubicin enkapsulovaný v apoferitinu. Další grafy odpovídají emisním spektrům ve 
škále vlnových délek 520 – 820 nm pro J) 100 mg/ml Myocet®, K) epirubicin, L) a) lipozom, b) 
doxorubicin, c) lipozomální doxorubicin, M) a) apoferitin, b) doxorubicin, c) doxorubicin enkap-
sulovaný v apoferitinu. Použita byla excitační vlnová délka 510 nm.  
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Tab. 1 Spektrofotometrická charakterizace doxorubicinu, Myocetu®, epirubicinu, lip-8-doxu a 
apodoxu. 

formulace absorpční 
maximum (A.U.) 
a odpovídající 
vlnková délka 

(nm) 

fluorescenční 
maximum (A.U.) 
a odpovídající 
vlnová délka 

(nm) 

efektivita 
enkapsulace 

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 nanonosičů 

Kalibrační křivka doxorubicinu byla stanovena pro koncentrační rozmezí od 0 
do 2 mM, a to v roztocích s odlišnými koncentracemi séra ve fosfátovém pufru 
(obr. 7A). Pro následující experiment bylo jako modelové prostředí vybráno 
PBS s 5% sérem, a to díky nejvyšší senzitivitě. Následně byla testována stabili-
ta komplexů doxorubicin-lipozom a doxorubicin-apoferitin ve fosfátovém pufru o 
pH 7,4 (obr. 7B). Pro oba typy nosičů bylo množství uvolněného doxorubicinu 
odlišné. Lipozomy vykazovaly v porovnání s apoferitinem vyšší míru uvolňování 
doxorubicinu při pH 7,4. V případě apoferitinu bylo uvolňování léčiva stabilní po 
dobu 60 minut. Vliv přítomnosti séra na stabilitu nosičů byl rovněž hodnocen 
v časovém intervalu od 0 do 60 minut (obr. 7C). Relativní objem uvolněného 
doxorubicinu byl v porovnání s měřením v PBS bez séra nižší o 2 % v případě 
apoferitinu, o 8 % v případě lipozomů. Prokázalo se tedy, že jsou oba nosiče ve 
fosfátovém pufru s 5% obsahem séra a pH 7,4 poměrně stabilní, a to 
v časovém rozmezí od 0 do 60 minut. Lipozomální forma doxorubicinu byla 
v porovnání s apodoxem více citlivá na přítomnost 5% séra v PBS o pH 7,4.  
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Obr. 7 A) Kalibrační křivka doxorubicinu v PBS o pH 7,4 s následujícím zastoupením séra: 
a) 0%, b) 5%, c) 7,5% a d) 10%; B) proudové signály uvolněného doxorubicinu (vztažené k jeho 
celkovému enkapsulovanému množství) z a) lipozomu a b) apoferitinu ve fosfátovém pufru o pH 
7,4 sledované po dobu 60 min; C) proudové signály uvolněného doxorubicinu (vztažené k jeho 
celkovému enkapsulovanému množství) z a) lipozomu a b) apoferitinu ve fosfátovém pufru 
s 5% sérem o pH 7,4 sledované po dobu 60 min. Data jsou zobrazena jako průměr ± SD. 
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4.2 Redukce kardiotoxického účinku doxorubicinu 
prostřednictvím nanonosičů 

Pro účely hodnocení in vitro redukce kardiotoxického účinku doxorubicinu en-
kapsulací do nanonosičů byly použity komerční a dobře charakterizované bu-
něčné linie. Srdeční tkáň reprezentovala myoblastická buněčná linie H9c2. Bu-
něčná linie MCF-7 představující neinvazivní karcinom prsu byla vybrána 
z důvodu klinické relevance, jelikož se doxorubicin k léčbě tohoto onemocnění 
v praxi běžně používá.  

 

4.2.1  Stanovení buněčné viability pomocí MTT testu 

Nejdříve byly pomocí MTT testu stanoveny pro jednotlivé formulace hodnoty 
IC50 (tab. 2, obr. 8). Nejlepší cytotoxický účinek vůči nádorové tkáni prokázal lip-
8-dox, jehož účinek dokonce předčil samotný doxorubicin, a to téměř o 17 %. 
Naopak enkapsulace doxorubicinu do apoferitinu snížila jeho toxicitu vůči nádo-
rové tkáni o 25 %. Co se účinku na srdeční tkáň týče, jako nejtoxičtější se pro-
jevil volný doxorubicin. Jeho uzavření do lipozomálního nosiče snížilo jeho toxi-
citu vůči kardiomyocytům o 130 %, uzavření do apoferitinu dokonce o 480 %. 

Tab. 2 Stanovení IC50 hodnot doxorubicinu, apodoxu a lip-8-doxu u buněčné linie H9c2 re-
prezentující kardiomyocyty a nádorové buněčné linie MCF-7 přestavující neinvazivní karcinom 
prsu. Hodnoty jsou výsledkem 3 nezávislých měření. 

 
   
 IC50 doxorubicin 

(µM) 
IC50 apodox 

(µM) 
IC50 lip-8-dox 

(µM) 
H9c2 1,0 5,8 2,3 
MCF-7 1,2 1,5 1,0 
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Obr. 8 In vitro analýza cytotoxicity. Stanovení hodnot střední inhibiční koncentrace (IC50) 
doxorubicinu, apodoxu a lip-8-doxu pro kardiomyocyty H9c2 (modré sloupce) a pro buněčnou 
linii karcinomu prsu MCF-7 (oranžové sloupce).  

4.2.2 Analýza buněčné viability pomocí průtokové cytometrie 

 
Získané hodnoty IC50 pro jednotlivé látky byly následně administrovány buň-
kám. Po 48 hodinách byly buňky analyzovány pomocí průtokové cytometrie za 
účelem zjištění míry indukce jednotlivých typů buněčných smrtí.  

V případě nádorové linie MCF-7 indukoval největší míru nekrózy doxoru-
bicin, a to necelých 23 %, po administraci apodoxu došlo ke snížení míry ne-
krózy o téměř 8 %, a to na necelých 15 % (obr. 9). Nekróza byla nejvíce potla-
čena administrací lip-8-doxu, kdy její míra dosahovala pouze necelých 12 %.   

U kardiomyocytů H9c2 byla míra nekrózy v porovnání s nádorovými buň-
kami značně redukována. Po administraci doxorubicinu, apodoxu a lip-8-doxu 
dosahovala pouze zhruba 4,5 %, 3 % a 2,6 % (v tomto pořadí).   
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Obr. 9 Stanovení typu buněčné smrti pomocí průtokové cytometrie. Na ose "y" je vyneseno 
procento buněk pozitivních jak na Annexin V, tak na propidium jodid. Tyto buňky jsou považo-
vány za nekrotické.  

 
Obr. 10 Stanovení typu buněčné smrti pomocí průtokové cytometrie. Na ose "y" je vyneseno 
procento buněk pozitivních na Annexin V, ale negativních na propidium jodid. Tyto buňky jsou 
považovány majoritně za apoptotické.  

Bylo vyhodnoceno také zastoupení buněk pozitivních na přítomnost Annexinu 
V a negativních na přítomnost propidium jodidu, které převážně reprezentují 
buňky apoptotické (obr. 10). Nejvyšší míra apoptózy byla u nádorové linie MCF-
7 indukována po administraci apodoxu, a to přes 7 %. V případě lip-8-doxu a 
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doxorubicinu došlo v případě nádorové linie ke snížení míry apoptózy na téměř 
5,5 % a necelých 5 % (v tomto pořadí).  

V případě kardiomyocytů byla významná míra apoptózy indukována pouze 
v případě, kdy byl administrován volný doxorubicin, dosahovala téměř 16 %. 
Jak po ošetření lip-8-doxem, tak po ošetření apodoxem klesla míra apoptózy 
pod 3 %, a to na necelých 2,5 % a 1,7 % (v tomto pořadí). 
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4.3 Cílená doprava doxorubicinu prostřednictvím nanonosičů 

V této části studie byly porovnány toxicitní profily doxorubicinu a jeho enkapsu-
lovaných forem ʺapodoxuʺ a ʺlip-8-doxuʺ na buněčných liniích odvozených 
z prostatické tkáně, včetně té maligně transformované.  

4.3.1 Porovnání toxicity jednotlivých modifikovaných forem doxorubicinu 

Nejdříve byl na buňkách karcinomu prostaty testován toxický účinek jednotli-
vých forem doxorubicinu. Výsledná data byla analyzována s využitím faktoriální 
analýzy rozptylu (ANOVA). Účinek jednotlivých forem doxorubicinu na růst bu-
něčných linií byl signifikantně odlišný F (4, 68) = 20,49, p < 0,0001. Post-hoc 
porovnáním dat s užitím Bonferroni testu byly jako nejtoxičtější určeny volné 
formy léčiv, tedy epirubicin a doxorubicinu, se střední inhibiční koncentrací 
(IC50) 118,0 a 268,9 nM (v tomto pořadí). Oproti tomu toxicita apodoxu a lip-8-
doxu byla signifikantně nižší; IC50 = 1095,0 a 1014,5 nM (v tomto pořadí). Nej-
nižší toxicitu vykázal Myocet® s hodnotou IC50 = 1915,4 nM (tab. 3). 

Tatáž data byla dále analyzována za účelem určit, zda za senzitivitou jed-
notlivých linií k daným formám doxorubicinu skutečně stojí jejich odlišné půso-
bení na molekulární úrovni, čili zda nejsou výsledky ovlivněny jinými faktory. 
Vliv typu buněčné linie potvrzen nebyl, F (2, 68) = 0,46, p = 0,62 (tab. 3). Ač 
mimo úroveň statistické signifikance, nejvyšší senzitivitu s cytostatikům vykáza-
la buněčná linie 22Rv1, naopak nejnižší nenádorová linie PNT1A. 

Kombinovaný efekt jednotlivých forem doxorubicinu byl analyzován za úče-
lem objasnit, zda je tento trend společný pro všechna použitá cytostatika. 
V tomto ohledu byly pozorovány významné rozdíly, F (8, 68) = 3,08, p = 0,005. 
Navzdory tomu, že byl jediný kombinovaný efekt cytostatik pozorován u léku 
Myocet®; senzitivita linie LNCaP vůči tomu léčivu byla v porovnání 
s nenádorovou linií PNT1A signifikantně nižší (IC50 = 3216,1 a 1259,9 nM, 
v tomto pořadí). Nicméně, tyto výsledky nebraly v potaz typ použité metody sta-
novení buněčné viability. Data získaná metodou MTT testu a analýzou buněčné 
proliferace v reálném čase (RTCA) byla proto porovnána za účelem zjistit, zda 
poskytují identické výsledky. Hodnoty IC50 získané RTCA metodou založenou 
na měření impedance byly v průměru 1,6 x nižší v porovnání s metodou MTT 
založenou na měření intenzity metabolismu, F (1, 68) = 6,48, p = 0,013 (tab. 3). 
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Tab. 3 Porovnání střední inhibiční koncentrace (IC50) pro jednotlivé typy buněčných linií, 
cytostatik a metody stanovení buněčné viability. Střední chyba průměru (S.E., z anglického 
"standard error"). Za statisticky signifikantní byly považovány rozdíly, pokud p < 0,05. * Statis-
ticky významně odlišný od doxorubinu (ANOVA následovaná Bonferroni post hoc testováním), † 
statisticky významně odlišný od epirubicinu (ANOVA následovaná Bonferroni post hoc testová-
ním), ‡ statisticky významně odlišný od lip-8-doxu (ANOVA následovaná Bonferroni post hoc 
testováním), § statisticky významně odlišný od apodoxu (ANOVA následovaná Bonferroni post 
hoc testováním), ǁ statisticky významně odlišný od Myocetu® (ANOVA následovaná Bonferroni 
post hoc testováním), $ statisticky významně odlišný od MTT (ANOVA následovaná Bonferroni 
post hoc testováním). 

 
 

analyzovaný faktor prvek faktoru N IC50 

(průměr ± S.E.) 
signifi-
kantní 

rozdíl (při 
p < 0,05) 

cytostatikum  
F (4, 68) = 20,49 

p < 0,0001 

epirubicin 21 118,0 ± 27,2 
‡, §, ǁ 

 

doxorubicin 18 268,9 ± 43,6 §, ǁ 
 

apodox 22 1095,0 ± 163,8 *, †, ǁ 
 

lip-8-dox 16 1014,5 ± 209,8 †, ǁ 
 

Myocet® 21 1915,4 ±417,3 *, †, ‡, § 
 

buněčná linie 
F (2,68) = 0,46 

p = 0,47 

PNT1A 36 936,3 ± 167,9  
 

22Rv1 32 834,5 ± 161,5 
 
 

LNCaP 30 915,1 ± 299,6 
 
 

metoda 
F (1, 68) = 6,48 

p < 0,013 
 

MTT 31 1200,1 ± 316,1  
 

RTCA 67 756,1 ± 98,1 $ 
 

 
Výše uvedená data souhrnně ukazují, že je doxorubicin enkapsulovaný do lipo-
zomu a apoferitinu všeobecně méně toxický vůči prostatickým buněčným liniím 
nežli jeho volná forma. Mezi testovanými antineoplastickými látkami prokázala 
nejnižší toxicitu komerční látka Myocet®. Účinek Myocetu® na buněčnou linii 
LNCaP odvozenou ze sekundárního nádoru byl ale současně nižší než vliv na 
nenádorovou linii PNT1A. Vedle výše uvedeného byl ale také prokázán velmi 
silný vliv typu testu použitého k porovnání toxického účinku látek. Bylo tedy jas-
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ně prokázáno, že při analýze toxického účinku jednotlivých forem doxorubicinu 
musí být brán v potaz i typ použité eseje. Za tímto účelem byla získaná data 
detailně analyzována v dalším separátním kroku.  

4.3.2 Porovnání MTT testu a RTCA stanovení viability 

V tomto kroku byla analyzována pouze data získaná pomocí metody MTT (obr. 
12). Tato data nevydokázala žádný statisticky významný účinek typu cytostatik 
a typu buněčné linie na jejich výslednou toxicitu; F(8, 16) = 1,32, p = 0,30. 

Dále byly samostatně analyzovány také výsledky získané metodou RTCA. 
Inhibiční koncentrace jednotlivých cytostatik byly silně ovlivněny typem použité-
ho cytostatika a buněčné linie; F(8, 52) = 2,24, p = 0,039. Oproti MTT testu a 
souhrnným výsledkům, výsledky získané z RTCA analýzy ukázaly, že je lip-8-
dox v porovnání s volným doxorubicinem méně toxický vůči nenádorové linii 
PNT1A, avšak stále si zachovává toxicitu vůči liniím nádorovým (tab. 4); IC50 = 
2076,7 nM pro linii PNT1A, 935,3 a 729,0 nM pro linii 22Rv1 a LNCaP. 

K určení vztahu mezi výsledky z MTT tesu a RTCA analýzy byl spočítán 
Spearmanův koeficient pořadové korelace ze středních hodnot IC50. Byla pozo-
rována slabá, avšak statisticky významná pozitivní korelace (rSp = 0,48, p = 
0,03). 

Jelikož byla pozorována pouze mírná korelace mezi jednotlivými použitými 
metodami, musela být tato částečná neshoda výsledků dále objasněna. Přes-
nost RTCA metody proto byla proto verifikována pomocí průtokové cytometrie.  

Tab. 4 Porovnání hodnot střední inhibiční koncentrace (IC50) získaných metodou RTCA. 
Střední chyba průměru (S.E., z anglického "standard error"). Za statisticky signifikantní byly 
považovány rozdíly, pokud p < 0,05. * statisticky významně odlišné od lip-8-dox PNT1A (ANO-
VA následovaná Bonferroni post hoc testováním), † statisticky významně odlišné od Myocetu® 
22Rv1 (ANOVA následovaná Bonferroni post hoc testováním). 

 
faktor cytostati-

kum 
bu-

něčná 
linie 

N IC50  
(průměr ± S.E.) 

signifi-
kantní 

rozdíl (při 
p < 0,05) 

F(8, 52) = 2,24 
p < 0,039 

epirubicin 

PNT1A 3 12,2 ± 3,5 * 
 

22Rv1 6 49,2 ± 10,5 *, † 
 

LNCaP 6 107,9 ± 57,0 *, † 
 

doxorubicin 
PNT1A 5 170,5 ± 40,0 *, † 

 

22Rv1 3 234,0 ± 82,1 * 
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LNCaP 3 169,0 ± 32,9 * 
 

apodox 

PNT1A 6 603,1 ± 256,8 * 
 

22Rv1 5 1344,2 ± 342,4  
 

LNCaP 5 931,2 ± 274,4  
 

lip-8-dox 

PNT1A 4 2076,7 ± 353,6  
 

22Rv1 3 935,3 ± 113,5  
 

LNCaP 3 729,0 ± 44,1  
 

Myocet® 

PNT1A 8 1047,1 ± 279,5  

22Rv1 4 1657,1 ± 662,9  
 

LNCaP 3 1440,0 ± 164,6  
 

 

4.4 Analýza viability pomocí průtokové cytometrie 

Analýza buněčné viability pomocí průtokové cytometrie byla provedena za úče-
lem zjistit, zda určuje RTCA systém viabilitu přesně (obr. 11). Za tímto účelem 
byly buňky ošetřeny takovou koncentrací cytostatik, která byla RTCA systémem 
definovaná jako hodnota IC50 (tab. 4). Po ošetření buněk byl poměr propidium 
jodid (PI, z anglického "prodpidium iodide") pozitivních buněk, tedy buněk mrt-
vých) stanoven následovně: 40,14% ± 11,86%, 38,83% ± 4,61% a 35,97% ± 
7,71% pro buněčné linie PNT1A, 22Rv1 a LNCaP (v tomto pořadí). Tyto hodno-
ty byly porovnány s teoretickou hodnotou 50 % jednovýběrovým t-testem. Žád-
ná z daných hodnot se významně nelišila, z čehož vyplývá, že RTCA analýza 
stanovuje podíl nekrotických buněk poměrně přesně (obr. 11). 
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Obr. 11 RTCA analýza růstu prostatických buněčných linií ošetřených modifikovanými for-
mami doxorubicinu a determinace počtu živých buněk exkluzí propidium jodidu (vsazený ráme-
ček). Ve sloupcích se nachází jednotlivé buněčné linie, v řádcích modifikované formy doxorubi-
cinu. Buněčný růst je vyjádřen jako "buněčný index" na ose y vychází z měření impedance. 
Aplikované koncentrace antineoplastických látek v koncentračním rozmezí 0 – 40 µM jsou zná-
zorněny v odstínech zelené barvy v pravém dolním rohu. Vsazený rámeček: počet viabilních 
buněk stanovených po ošetření koncentrací rovnající se hodnotě IC50 stanovenou RTCA analý-
zou pro jednotlivé kombinace cytostatik a buněčných linií. FSC-A, rozptyl světla buňkou určující 
relativní velikost částic (z anglického "forward scatter". Šedá linie napříč tímto rámečkem před-
stavuje prahovou hodnotu pro PI-pozitivní (horní, levá část) a PI-negativní (dolní, pravá část) 
buňky. Procento buněk v jednotlivých oblastech oddělených touto linií udává procento PI-
pozitivních a PI-negativních buněk.  

 
Obr. 12 Stanovení viability prostatických buněčných linií po aplikaci modifikovaných forem 
doxorubicinu pomocí MTT testu (A – C); D) verifikace hodnot IC50 stanovených impedančním 
měřením buněčného růstu v reálném čase (RTCA metoda). Červená linie udává teoretickou 
50% viabilitu. Užitím jednovýběrového t-testu nebyl mezi těmito hodnotami pozorován žádný 
statisticky významný rozdíl.  
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5 Diskuze 

Cílem této studie bylo enkapsulovat doxorubicin do apoferitinového a lipozo-
málního nosiče, zhodnotit jejich potenciál redukovat jeho kardiotoxické účinky a 
porovnat cytotoxické účinky těchto nanoformulací s komerčními preparáty uží-
vanými k léčbě nádorových onemocnění. Do apoferitinové klece bylo enkapsu-
lováno 56 µg/ml doxorubicinu (96,5 µM). K uzavření co nejvyššího množství 
doxorubicinu do apoferitinového nosiče byla použita metoda založená na změ-
nách pH. Efektivita enkapsulace byla stanovena na 56 %. Tato hodnota byla 
19-krát vyšší než ve studii publikované Simsekem et al. 69 Jelikož byl apoferitin 
při pH 7,4 stabilní, předpokládá se poměrně nízké riziko jeho precipitace v krvi. 
70 

Lipozomální systémy pro dopravu léčiv byly v posledních desetiletích in-
tenzivně studovány za účelem zvýšení terapeutického indexu cytostatik. 71 
V naší studii se podařilo do lipozomálního nosiče enkapsulovat celkem 42 µg/ml 
(72,4 µM) doxorubicinu. Efektivita jeho enkapsulace byla stanovena na 42 %. 
Ve studii publikované Gokhalem et al. se v případě lipozmálních nosičů podařilo 
docílit efektivity enkapsulace doxorubicinu dokonce 90 %. 72 V případě našich 
buněčných linií byla stanovena hodnota IC50 pro volný doxorubicin na 0,27 µM. 
Efektivita enkapsulace do lipozomu nebyla tedy v porovnání se zmiňovanou 
studií vysoká. Vezmeme-li však v potaz efektivitu enkapsulace doxorubicinu do 
lipozomálního nosiče až do koncentrace 72,4 µM, můžeme vyvodit, že je tento 
transportní systém schopen dopravit do dané tkáně terapeutické množství léči-
va. Lipozomy obsahovaly 210 µg doxorubicinu na 1 µmol cholesterolu. 
V případě studií publikovaných Tsengem et al. a Hongem et al. bylo dosaženo 
koncentrací od 110 do 130 µg doxorubicinu na 1 µmol cholesterolu.  73, 74 

V další části studie byl hodnocen potenciál nanonosičů redukovat kardioto-
xický účinek doxorubicinu in vitro. Nejdříve byla stanovena toxicita preparátů 
vůči nádorové linii prsu MCF-7. Hodnota IC50 pro doxorubicin byla stanovena na 
1,2 µM, pro apodox 1,5 µM a pro lip-8-dox dokonce 1,0 µM. Ze získa-
ných výsledků vyplývá, že nanonosiče významně nesnižují terapeutický účinek 
doxorubicinu. Naopak v případě lipozomálního doxorubicinu došlo ke zlepšení 
jeho cytotoxických vlastností in vitro u nádorové linie karcinomu prsu MCF-7, a 
to o 17 %. Tento jeho zvýšený účinek bude pravděpodobně důsledkem zjedno-
dušeného transportu doxorubicinu prostřednictvím biokompatibilního lipozomál-
ního nosiče, který díky svému složení snadno splývá s buněčnou cytoplazma-
tickou membránou, a tak dochází k účinnějšímu uvolnění léčiva přímo do nitra 
buňky. Navíc je léčivo díky enkapsulaci do kavity nosiče ochráněno před enzy-
matickou degradací, která by snižovala jeho účinnost. 75 V případě doxorubicinu 
enkapsulovaného do apoferitinu k výraznému zvýšení terapeutickéfo účinku 
nedošlo. Naopak byl tento mírně redukován, a to nejspíše z toho důvodu, že je 
absorpce feritinu zprostředkovávána pomocí tranferinového receptoru 1 (TfR1), 
a tedy principiálně pomalejší než endocytóza lipozomů. 67, 76 Naše výsledky jsou 



Diskuze 42 

 

ve shodě s daty publikovanými ve studii prováděnou Yuanem et al. 77 Ti porov-
návali účinek volného doxorubicinu s doxorubicinem enkapsulovaným 
v albuminových nanonosičích rovněž na prsní nádorové linii MCF-7. Hodnota 
IC50 pro volný doxorubicin byla stanovena na 1,27 µM, tedy srovnatelná 
s našimi výsledky, zatímco pro léčivo v albuminovém nosiči na 2,28 µM. Enkap-
sulací doxorubicinu do proteinového nosiče tedy došlo ke snížení jeho toxické-
ho účinku o 80 %, zatímco v případě naší studie a doxorubicinu ve feritinu do-
sahovala redukce pouhých 25 %. Přítomnost feritinových receptorů nejspíše 
vysvětluje také významně sníženou toxicitu apodoxu vůči buňkám kardiomyocy-
tů pozorovanou v naší studii, a to o celých 480 %. Bylo totiž pozorováno, že 
v nádorové tkáni je exprese feritinových receptorů zvýšená. 68 Nejspíše právě 
z toho důvodu zůstávají kardiomyocyty s nižší expresí feritinových receptorů 
škodlivým účinkům doxorubicinu uchráněny. Tyto skutečnosti jen umocňují uni-
kátní potenciál feritinu jako nosiče antineoplastických látek. I v případě lipozo-
málního doxorubicinu došlo k významnému snížení toxicity vůči kardiomyocy-
tům, a to o 130 %. Analýzou pomocí průtokové cytometrie bylo dále zjištěno, že 
apodox a lip-8-dox významně redukují spuštění nekrotické buněčné smrti in 
vitro u nádorových buněk karcinomu prsu, a to na necelých 15 a 12 % (v tomto 
pořadí) z celkových 23 % (pro volný doxorubicin). K mírně redukci výskytu ne-
krózy pak dochází i v případě kardiomyocytů. Naopak co se výskytu apoptózy 
týče, v případě apodoxu a lip-8-doxu došlo k mírnému zvýšení její indukce 
v nádorové tkáni, a to na 7,0 a 5,5 % (v tomto pořadí) z celkových 5,0 % (pro 
volný doxorubicin). Co je však významnější, je fakt, že v případě kardiomyocytů 
došlo in vitro k redukci apopózy z 16 % pro volný doxorubicin na 1,7 a 2,5 % 
pro apodox a lip-8-dox. Byla tedy prokázána redukce kardiotoxického účinku 
doxorubicinu prostřednictvím nanonosičů in vitro.  

V poslední části studie byly porovnány cytotoxické účinky doxorubicinu, 
epirubicinu, apodoxu a dvou lipozomálních formulací (de novo syntetizovaný lip-
8-dox a komerční preparát Myocet®). Jednotlivé preparáty byly testovány na 
prostatických nádorových i nenádorových liniích, a to pomocí MTT testu a RT-
CA metody založené na měření impedance. Jak se ukázalo v našich předcho-
zích studiích, precizní stanovení střední inhibiční koncentrace (IC50) cytostatik 
není tak triviální, jak by se mohlo zdát. 78 Fakt, že se jednotlivé metody stano-
vení toxicity látek mezi sebou liší vyplývá z toho, že jsou založeny na měření 
odlišných parametrů. Proto není dobré spoléhat se výlučně na výsledky jediné 
metody. Hlavním principem MTT testu je spektrofotometrická detekce reduko-
vaných tetrazoliových solí, jež je majoritně katalyzována mitochondriální sukci-
nát dehydrogenázou (SDH). Nicméně SDH je aktivní pouze v buňkách 
s intaktním metabolismem a dýchacím řetězcem. Vyhladovění buněk a oxida-
tivní stres, ke kterému vlivem antracyklinové terapie dochází, jsou příčinou sig-
nifikantního poklesu aktivity SDH. Toto snížení enzymatické aktivity bylo úměr-
né poklesu množství celkového SDH proteinu. 79, 80 Proto může dojít 
k pozorování falešné redukce viability způsobené nízkou metabolickou aktivitou 
buněk vlivem autofagie či senescence, jejichž indukce vlivem cytostatik není 
ničím neobvyklým. 81 Na druhou stranu falešně snížená, či zvýšená viabilita 
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může být způsobena také změnami ve velikosti buněk, či jejich schopnosti ad-
herovat, což jsou parametry, ze kterých vychází stanovení viability pomocí RT-
CA metody. Ta je založena na změnách impedance, které se odvíjejí od počtu 
buněk, jejich velikosti a adherentních vlastností. Z toho důvodu jsou pro tato 
stanovení naprosto nezbytné referenční metody. Rozpor v těchto metodách je 
patrný i z relativně nízké vzájemné korelace, která byla v této studii stanovena 
Spearmanovým koeficientem pořadové korelace. Přesnost stanovení hodnot 
IC50 byla verifikována pomocí průtokové cytometrie (FCM, z anglického ʺflow 
cytometryʺ). Procento propidium jodid-pozitivních buněk stanovené pomocí 
FCM více korelovalo s daty z RTCA měření, z čehož vyplývá, že RTCA metoda 
reflektuje buněčnou viabilitu přesněji. Navíc není tolik ovlivněna metabolickými 
změnami indukovanými působením antineoplastických látek, a tedy je 
v porovnání s MTT testem pro stanovení jejich toxického účinku vhodnější. 

Stanovení cytotoxicity je v souladu se studií publikovanou Greaserem et 
al., kde byla stanovena hodnota IC50 pro doxorubicin a linii LNCaP na 140 nM. 
82 Jak bylo předpokládáno, doxorubicin a epirubicin prokázaly mezi studovaný-
mi preparáty nejvyšší toxicitu. V porovnání s komerčním doxorubicinem mají 
jeho nanočásticové formy syntetizované na našem pracovišti toxicitu signifi-
kantně nižší. Ačkoli je toxicita Myocetu® nejnižší mezi zkoumanými látkami, 
senzitivita jednotlivých buněčných linií se vzájemně liší. Zatímco nejvyšší re-
dukce viability byla pozorována u nenádorové linie (PNT1A) a primárního nádo-
ru (22Rv1), cytotoxický účinek na buňky odvozené z metastází (LNCaP) byl u 
tohoto komerčního preparátu znatelně nižší. Tato zjištění by mohla poukazovat 
na limitovanou účinnost Myocetu® při léčbě pokročilejších forem onemocnění.  

Oproti tomu senzitivita buněčných linií k preparátu lip-8-dox byla značně 
odlišná. I když statisticky nesignifikantní, nejnižší toxicita byla pozorována 
v případě nenádorové linie PNT1A, naopak toxicita vůči nádorovým liniím byla 
výrazně vyšší, přičemž nejvyšší toxický účinek byl pozorován v případě buněč-
né linie odvozené z metastatického nádoru v lymfatické uzlině, tedy buněčné 
linie LNCaP. Tato pozorování naznačují, že by mohl být preparát lip-8-dox 
vhodný k léčbě pokročilejších stádií karcinomu prostaty. Navíc je třeba stále 
brát v potaz vysokou rychlost růstu buněčné linie PNT1A a v porovnání s ní níz-
kou bazální proliferační schopnost normální prostatické tkáně. 83 Vzhledem 
k této skutečnosti se domníváme, že pomalu proliferující nenádorová tkáň bude 
reálně nejspíše ještě více rezistentní k účinkům tohoto preparátu než komerční 
linie použitá v tomto experimentu. Toxicita doxorubicinu enkapsulovaného do 
apoferitinu byla v porovnání s konvenčním doxorubicinem pětkrát nižší 
s žádným signifikantním rozdílem mezi jednotlivými buněčnými liniemi.  

Jelikož se v této studii prokázalo, že jsou lip-8-dox a apodox v porovnání 
s doxorubicinem méně toxické látky s vyššími hodnotami IC50, je pravděpodob-
né, že mohou nízké a vysoké koncentrace sloučenin aktivovat odlišné buněčné 
mechanismy. K podobnému závěru došli i ve studii vedené Eome et al., kde 
zjistili, že chronická expozice hepatocytů vysokým dávkám doxorubicinu induku-
je apoptózu, zatímco nízké dávky doxorubicinu indukují senescenci a později 
smrt mitotickou katastrofou. 84 Dále bylo také zjištěno, že mohou nízké dávky 
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doxorubicinu indukovat u různých buněčných linií jak senescenci, tak autofagii. 
85, 86 
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6 Závěr 

Podávání doxorubicinu, velmi účinného antineoplastického léčiva, je doprová-
zeno několika limitacemi, z nichž tou nejvýznamnější je toxicita vůči zdravým 
tkáním, především pak vůči tkáni srdeční. Uzavření tohoto léčiva do nanonosičů 
má potenciál těmto problémům předcházet, a to za současného zachování pro-
tinádorové aktivity. V této studii byl syntetizován doxorubicin enkapsulovaný do 
apoferitinu a do lipozomu, látky byly pak označeny jako ʺapodoxʺ a ʺlip-8-doxʺ. 
Následně bylo provedeno biologické testování dvojího typu. Účelem prvního 
bylo zjištění potenciálu těchto formulací snižovat kardiotoxický účinek volné 
formy léčiva. Druhé testování bylo poté provedeno za účelem porovnání proti-
nádorového efektu těchto formulací na různé linie karcinomu prostaty 
s komerčními preparáty. V první části byl porovnáván kardioprotektivní a proti-
nádorový účinek nanoderivátů doxorubicinu in vitro. Uzavření doxorubicinu do 
lipozomu zvýšilo jeho protinádorový účinek o 17 %, zatímco jeho enkapsulace 
do apoferitinu vedla ke snížení toxicity vůči nádorové tkáni karcinomu prsu o 25 
%. Na druhou stranu však současně došlo k významnému snížení toxicity vůči 
tkáni srdeční, a to o 130 % v případě doxorubicinu v lipozomu, v případě doxo-
rubicinu v apoferitinu dokonce o 480 %. Dalším příznivým pozorováním po ad-
ministraci nanoforem doxorubicinu byla redukce vzniku zánětlivých nekrotických 
procesů. Jejich administrace vedla současně v nádorové tkáni k žádoucímu 
zvýšeném výskytu programované buněčné smrti, naopak v případě kardiomyo-
cytů byla apoptóza signifikantně redukována. Právě redukce výskytu jak nekro-
tických, tak apoptotických procesů v srdeční tkání za současného zachování, či 
mírného snížení toxicity vůči tkáni nádorové vypovídá o velkém potenciálu těch-
to preparátů pro redukci limitací antracyklinové terapie. V další části byla toxici-
ta de novo syntetizovaných forem doxorubicinu porovnávána s komerčními pre-
paráty jako je například epirubicin a Myocet®, a to konkrétně na prostatických 
liniích PNT1A, 22Rv1 a LNCaP. Toxicita látek byla navíc evaluována třemi me-
todami, a to MTT testem, analýzou buněčné proliferace v reálném čase (RTCA) 
a také pomocí průtokové cytometrie. Efektivita enkapsulace doxorubicinu byla 
stanovena na 56 % v případě doxorubicinu enkapsulovaného do apoferitinu a 
42 % v případě enkapsulace do lipozomu. MTT test se ukázal jako ne zcela 
vhodný k měření toxického účinku těchto léčiv, jako vhodnější se ukázala být 
metoda RTCA. Přesnost RTCA metody byla verifikována analýzou buněčné 
viability pomocí průtokové cytometrie. Střední inhibiční koncentrace (IC50) doxo-
rubicinu byly stanoveny pomocí RTCA metody na 170,5; 234,0 a 169,0 nM pro 
PNT1A, 22Rv1 a LNCaP (v tomto pořadí). Lip-8-dox se v porovnání 
s doxorubicinem ukázal jako méně toxický vůči nenádorové linii PNT1A, zatím-
co toxicita vůči nádorovým liniím byla zachována srovnatelná s doxorubicinem a 
epirubicinem (IC50 = 2076,7 nM pro PNT1A vs. 935,3 a 729,0 nM pro 22Rv1 a 
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LNCaP). IC50 apodoxu byly stanoveny na 603,1; 1344,2 a 931,2 nM pro PNT1A, 
22Rv1 a LNCaP. 
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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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