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Biochemické aspekty vyuZiti nanomateriali v biomedicinskych aplikacich

(komentar k souboru publikaci)

Vyznamné védecké objevy v oblasti fyziky, chemie a biologie, ziskané v pribéhu
uplynulych dvou dekéad vyvolaly enormni zdjem o vyzkum v oblasti nanomaterialii a jejich
vyuziti v fad¢ oblasti, véetné biomediciny. Nanomateridly jiz dnes ovlivituji kazdodenni zivot
cloveka, a to jak na Grovni bézné pouzivanych technologii (televizory na bazi kvantovych tecek,
funkéni natéry obsahujici fotokatalytické nanomaterialy), tak na urovni péce o zdravi
(antimikrobialni nanocastice ve ,sprejich“ ¢i obleCeni nebo liposomalni transportéry
protinadorovych 1é¢iv). K dnesnimu dni prochdzi nepteberné mnozstvi nanomaterialti riznymi
fazemi klinickych testti ¢i validacemi jejich primyslové vyuzitelnosti a Ize tak bezesporu
oc¢ekavat, ze jejich vliv na kazdodenni zivot bude neustéle nartstat.

Ptedpona "nano" pochazi z feckého vavoc, coz v prekladu znamena trpaslik. V feci Cisel
oznacuje "nano" jednu miliardtinu (10”). Jeden nanometr (nm) je tedy jedna miliardtina (nebo
také 0,000000001) metru. Obecné se da fict, Ze jeden nanometr odpovida Sitce tii az péti atomi
a priblizné 80tisiciné priméru lidského vlasu. Zajimavosti je, ze nanotechnologie, konkrétné
plasmonové nanocéstice zlata a stfibra stoji za dichroickymi vlastnostmi Lykurgova poharu
(datovan do 4. stoleti naseho letopoc¢tu). Prvni zminky o vyuziti koloidniho zlata pro 1écbu ¢i
barveni keramiky pochéazeji dokonce ze 4. az 5. stoleti pfed naSim letopoctem [Giljohann ef al.
Angew. Chem. Int. Ed. 49, 3280/2010/].

Prvni koncept modernich nanotechnologii nicméné definoval aZ profesor Richard Feynman
ve své, dnes jiz legendarni, prednasce z roku 1959 s nazvem "There’s Plenty of Room at the
Bottom: An Invitation to Enter a New Field of Physics" na puadé Kalifornského
Technologického Institutu. Feynman jiZz tehdy diskutoval moZnosti pfimé manipulace
s atomarni hmotou za ucelem vytvoreni nového paradigmatu syntetické chemie. Vyraznéjsi

akceleraci vyzkumu v oblasti nanotechnologii ale umoznil az objev fadkovaciho tunelového



mikroskopu v roce 1981 [Nobelova cena za fyziku /1986/]. Tento neopticky mikroskop vyuziva
jevu kvantového tunelovani, pfi¢emz dosahuje hloubkového rozliseni méné nez 0,01 nm
(10 pm). V roce 1989 pak tunelovaci mikroskopie umoznila naplnéni Feynmanovy teorie o
manipulaci s atomy. Donald M. Eigler a Erhard K. Schweizer poprvé umistili 35 atoma xenonu
na krystal niklu a vytvofili tak tfipismennou zkratku spolecnosti IBM [Eigler ef al. Nature 344,
524/1990/]. K dalsimu urychleni vyzkumu nanotechnologii pak pfispél vyvoj v oblasti
elektronové mikroskopie, mikroskopie atomarnich sil a klicovy objev fullereni —
nanoskopickych alotropii uhliku [Kroto ef al. Nature 318, 162/1985/; Nobelova cena za chemii
/1996/].

K dne$nimu dni je zndmo nepieberné mnozstvi nanomateridlli s jeSt€ nepiebernéjSim
mnozstvim vyjimecnych vlastnosti. Ty jsou dény ptedevsim velikosti, pfi které se zacinaji
uplatiiovat zdkony kvantové fyziky (vice nez zdkony klasické newtonovské mechaniky),
obrovskym specifickym povrchem, moznosti chemickych modifikaci povrchi téchto materialt
na miru pozadovanym aplikacim a mnoha dal§imi [Batista et al. Science 350, 138/2015/].

V nejobecnéj$im pojeti se nanomateridly déli na organické a anorganické. Do skupiny
organickych materidlli jsou fazeny liposomy, dendrimery, DNA origami ¢i Castice na bazi
polymerid nebo proteinti. Skupina anorganickych materiadlli zahrnuje nanocastice kovi,
kvantové tecky a také nanoformy uhlikovych alotropt (nanodiamanty, grafit, grafen, fullereny,
uhlikové nanotrubky). Obvyklé je také déleni dle morfologie, a to na 0-D materialy (sférické
¢astice), 1-D materialy [vlakna, trubky, kdy je jeden rozmér (typicky délka) vySsi neZ nano] a
2-D materidly (grafen, germanen, fosforen a dal$i, tvofici monoatomarni vrstvy) [Babu ef al.
Phys. Chem. Chem. Phys. 17, 2960/2015/].

Bez nadsdzky lze konstatovat, Ze se mnohé z téchto materidlli stavaji soucasti riznych
aspekti moderni mediciny. Mohou tak fungovat jako funkcionality pfenosnych diagnostickych

zafizeni (biosensoril), materialy pro jednoduchou a rychlou izolaci biomolekul pro geneticka ¢i



sérologicka vysSetfeni, vysoce efektivni kontrastni latky pro diagnostické zobrazovani,
inteligentni biomateridlové implantaty, antimikrobidlni alternativy antibiotik/fungicidi nebo
jako systémy pro vazbu a transport biologicky aktivnich latek [Wagner et al. Nat. Biotechnol.
24, 1211/2006/]. Pravé posledni zminéna aplikace, tedy vyuziti nanomateridlti pro vazbu a
transport biologicky aktivnich latek pro biomedicinské aplikace tvofi jednotici myslenku
piedlozené habilita¢ni prace. Cilem tohoto procesu je specificky akumulovat 1é¢ivo v postizené
tkani pii souc¢asném snizeni kontaktu s necilovymi buiikami. Vazbou 1é¢iva s materidlovym
nosicem lze také zvysit jeho stabilitu ¢i Spatnou rozpustnost snizujici vyslednou biodostupnost.
Diky tomu lze vyznamné zvySovat terapeuticky index 1é¢iv a naslednou efektivitu terapie, coz
ma mimo jiné dileZity socio-ekonomicky dopad.

Obecny veédecky koncept cilené terapie byl definovan profesorem Paulem Ehrlichem jiz
v roce 1900. Prof. Ehrlich byl ptesvédcen, ze 1ze selektivné eliminovat patogeny bez toxického
vlivu na zdravé tkan¢ hostitele hypotetickym terapeutikem, které pojmenovat "Zauberkugeln",
tedy magické kulky (angl. magic bullets). Tato hypotéza vedla k vyvoji Salvarsanu, prvniho
1éciva efektivniho v terapii syfilitidy [Strebhardt et al. Nat. Rev. Cancer 8, 473/2008/]. Dalsi
rozvoj vyrazné sofistikovangjSich "magickych kulek" byl ale umozZznén az diky detailnimu
pochopeni intra- a intercelularnich procesti, biochemie a biotechnologie, ziskanému v prab¢hu
20. stoleti. V 60. letech 20. stoleti doSlo také k dramatickému rozvoji pochopeni
farmakokinetiky 1é¢iv, coz vedlo k definovani tzv. zpozdéného a kontrolovaného uvoliiovani
terapeutik a vyvoji prvnich miniaturizovanych transportnich systémti — koacervatovych
mikrokapsuli na bazi acetatu celuldzy a ftalatu [Merkle et al. J. Pharm. Sci. 62, 1444/1973/].
Tyto mikrokapsule se staly inspiraci pro obrovské mnozstvi biodegradabilnich materiali
schopnych nejen kontrolované uvoliiovat vazana 1éciva, ale i zvySovat jejich biodostupnost.

Tyto prilomové objevy vedly az k prvnimu nanolé¢ivu schvalenému v roce 1995 pro terapii



karcinomu vajecnikti a Kaposiho sarkomu — Doxilu (hydrochlorid doxorubicinu enkapsulovany
v liposomalnim obalu).

V ramci habilitacni prace byly studovany jak organické bionanomaterialy (BLOK I), tak
anorganické nanomaterialy, v¢etné nékterych alotropt uhliku (BLOK 1II). V neposledni fadé
byly také studovany pokrocilé materidly schopné autonomniho pohybu vlivem katalytické
konverze exogennich substratli, tzv. mikro- nebo nanoroboti (BLOK III). Dtraz byl kladen
ptedevsim na pochopeni chovani vySe zminénych materiala s cilem jejich vyuziti pro cilenou
terapii nadorovych onemocnéni, ktera jsou stale jednim z nejvétSich globalnich zdravotnickych
problému. Solidni naddory béhem své progrese stimuluji okolni tkan k procesu patologické
angiogeneze. Na rozdil od zdravych cév ale takto piekotné vzniklé cévy vytvari defektni
neovaskulaturu s velkymi pory v endotelu [Morse ef al. Clin. Cancer Res. 25, 912/2019/].
Ackoliv je tato vlastnost diilezitd pro rist nadoru a tvorbu metastdz, defektni architekturu cév
spolu s nedokonalou lymfatickou drendzi nadorové tkané lze vyuZit pro pasivni vstup a
akumulaci nanocastic. Tento tzv. efekt zvySeného priniku a zadrZzovani (EPR z anglického
Enhanced Permeation and Retention), poprvé popsany v roce 1986 tym profesora Hiroshiho
Maedy [Matsumura et al. Cancer Res. 46, 6387/1986/], je dodnes hlavnim mechanismem
vstupu vétSiny klinicky schvalenych transportérii. Studie nicméné ukazuji, ze pasivnim
transportem se do nadorové tkané¢ dostane pouze malé procento aplikovanych castic, a to
predevsim kviili vysokému intersticidlnimu tlaku uvnitt naddoru.

Z toho dlivodu se v poslednich letech experimentalné ¢im dal vice uplatituje tzv. aktivni
transport, vyuzivajici modifikaci transportérti ligandem (protilatky, vitaminy, peptidy, cukry,
aptamery, atd.) safinitou vO¢i strukturam = specifickym pro nadorové bunky
(receptory/transportéry) [Zhu et al. Nano Today, 18, 65/2018/]. Ackoliv lze aktivnim cilenim
dosdhnout vysoké miry uc€innosti, situace je casto znesnadnovédna diferencidlni expresi

receptort €i transportéril napfic stejnymi typy nadorovych bunék. Aktivné cilené systémy jsou
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navic vétSinou vysoce sofistikované a multikomponentni, coz vyzaduje detailni pochopeni
jejich osudu a efektu nejen na Grovni bunécné, ale i na urovni celého organismu. To vyrazné
komplikuje schvalovaci procesy naptic¢ klinickym testovanim.

Predkladana habilitacni prace, ktera je souborem 21 publikaci s pavodnimi vysledky a 2
souhrnnych odbornych praci, ukazuje vyuzitelnost celého spektra rtiznych typti pasivné ¢i
aktivné cilenych nanomateridli pro biomedicinské aplikace. V prvnim bloku se prace
zaméfuje na bionanomateridly, konkrétné proteiny — feritiny, dale také liposomy a
polysacharidy pro enkapsulaci bioaktivnich molekul ¢i katalyticky aktivnich nanocastic. Druhy
blok habilitacni prace shrnuje dosazené poznatky tykajici se vyuziti anorganickych
nanomaterialll, a to nejen pro vazbu protinddorovych 1é€iv, ale také pro jejich ptimou selektivni
cytotoxicitu ovlivnénou krystalovou strukturou a morfologii ¢i pro specifickou vazbu s
biomolekulami pro studium biochemickych procesii. Ve tfetim bloku jsou pak diskutované
vysledky ziskané z testovani autonomnich systémi (mikro- nebo nanorobotll) schopnych
dynamického transportu terapeutik vlivem katalytické konverze exogenné ptiddvaného paliva.
Ackoliv je obor nanorobotiky pro cileny transport 1é¢iv velmi mlady, jiz dnes se ukazuje, Ze
muze piekonat nékteré prekdzky pasivné i aktivné cilenych systému. Prezentované vysledky
ptedstavuji dilezité informace o enkapsula¢nich a vazebnych postupech pro piipravu
nanomateriadll pro biomedicinu, stabilit¢ vyslednych struktur a celém spektru moZnosti
povrchovych modifikaci. Mezi tyto patii jak modifikace zvySujici biokompatibilitu, stabilitu,
dobu cirkulace, efektivitu vazby a uvolilovani terapeutik, tak modifikace ligandy pro aktivni
cileni. V neposledni fad¢ byly pfipravené transportéry testovany za Ucelem potvrzeni jejich
funkénosti a pochopeni jejich mechanismii interakci s builkou a néaslednym vlivem na

biochemické a molekularni procesy, a to jak na Grovni in vitro, tak in vivo.
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BLOK I — Bionanomaterialy

Publikace zahrnuté do prvniho bloku piedlozené habilita¢ni prace se zaméfuji na vyuziti
riznych typll bionanomateridlli na bazi proteinti — feritinl, liposomll a polysacharidii pro
cilenou protinadorovou lé¢bu. Prezentovany jsou piedevsim vysledky tykajici se enkapsulaci
bioaktivnich slozek do struktur bionanomateridlti, povrchovych modifikaci, fyzikalné-
chemickych vlastnosti takto vzniklych struktur a také biologického efektu piipravenych
bionanomateriali, a to jak na urovni in vitro a in vivo.

Diky svym vyjime¢nym vlastnostem, jako je biokompatibilita a biodegradabilita jsou
bionanomateridly v popiedi zdjmu biomedicinského vyzkumu. Jak jiz bylo zminéno vyse,
v nejobecnéjsi roviné 1ze bionanomaterialy klasifikovat na polymerni nanomaterialy (micely,
nanocastice, konjugaty s 1éivy), dendrimery, DNA origami, liposomy a proteinové nosice
[Zhou et al. Nanotech. Rev. 6, 473/2017/]. Oproti nékterym anorganickym materialim, které
mohou samy o sob¢ vykazovat protinadorové ucinky, aniz by byly modifikovany 1é€ivy, slouzi
bionanomateridly témét vyhradné jako nosice terapeutik. Vyjimku tvofi proteinové
nanotransportéry. Ty lze vyuzit nejen pro enkapsulaci ¢i konjugaci 1éciv, ale také pro pifipravu
molekularnich biomimetickych nanostruktur, ve kterych je aktivni terapeuticka ¢ast tvorena
proteinem samotnym.

Prvni proteinové nanotransportéry se zamétovaly na vyuZiti vlastnosti proteinl pfirozené
cirkulujicich v séru. To umoziuje stabilni, nicméné pasivni transport s relativné dlouhou dobou
cirkulace v krevnim feciSti a snizenou nezadouci toxicitou. Za jeden z prvnich Gspésnych
ptikladti 1ze povazovat Abraxane (schvalen americkou Food and Drug Administration v roce
2005) tvofeny paclitaxelem vazanym na albumin. Diky albuminovému nosi¢i vykazuje
Abraxane proti volnému paclitaxelu nejen lepsi farmakokinetiku, ale také protinddorové
ucinky. Po schvaleni Abraxanu vstoupila do klinickych testi cela fada dalSich konjugati

albuminu napf. s docetaxelem, rapamycinem ¢i inhibitory proteinti teplotniho Soku [Bobo et al.
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Pharm. Res. 33, 2373/2016/]. Vzhledem k pasivité procesu vstupu do nddorovych bunék ale

tyto systémy nevykazuji dramatické zlepSeni efektu viici volnym lé€ivim.

FERITINY

I z toho divodu je snahou velkého mnozstvi védeckych skupin, vcetné té nasi, vyuzit
sofistikovangjSich bionanomateriali pro fizené chovani napt. v mikroprostiedi nadort c¢i
intracelularnim prostfedi bunék, ale také pro specifické interakce s nddorovymi buiikami, tedy
aktivni cileni. Jednim z velmi slibnych proteinovych kandidata je i feritin, jemuz je vénovéana
podstatna ¢ast praci uvedenych v bloku I. Feritiny jsou oligomerni proteiny, které lze nalézt
témeét ve vSech zivych organismech. Hlavni roli feritinti je branit nebezpecné akumulaci iont
zeleza v organismu jejich skladovanim ve formé [FeOOH Js[FeOPO3H>] a jejich dal§iho vyuziti
ve form¢ kofaktori enzymi. Feritiny jsou zna¢né stabilni, pfiCemz ani pifi inkubacich
v teplotach ptesahujicich 70 °C ¢i vystaveni prostiedi s velmi Sirokym rozptylem pH od 3,0 do
10,0 nedochazi k vyraznému vlivu na jejich kvarterni strukturu. Jako oligomerni proteiny jsou
savei feritiny slozeny ze 24 podjednotek (H- a L-, pfirozené se vyskytujicich v rGznych
pomeérech). 24 podjednotek pak tvoii ~12 nm sférickou proteinovou klec s vnitini kavitou o

praméru ~8 nm (Obr. 1A-C).

Obr. 1: (A) Krystalova struktura H-feritinu (Homo sapiens sapiens, PDB ID: 2FHA). (B)

Znéazornéni velikosti vnitini kavity H-feritinu (H. sapiens sapiens). (C) Snimek
z transmisniho elektronového mikroskopu (H-feritin, H. sapiens sapiens rekombinantné
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produkovany v bakterialnim kmenu Escherichia coli, BL21(DE3)pLysS v ramci nasi

vyzkumné skupiny).

Vyjimecnost feritinl tkvi ve schopnosti reverzibilné disociovat na jednotlivé podjednotky
vlivem snizeni pH na hodnoty pfiblizné 2,5, pticemz zvySeni pH do neutralnich hodnot vede
k ,,samosestaveni® do puvodni kvarterni struktury (Obr. 2). Tohoto jevu lze vyuzit pro
enkapsulaci témer jakychkoliv velikostné odpovidajicich molekul do vnitini kavity feritin
[publikace oznacené¢ jako I-1, I-2, I-3, I-6, I-7, I-8, I-9 a I-10]. Takovy enkapsula¢ni protokol
ma nékolik nespornych vyhod: i) vysledné nanoc¢éstice jsou znaéné¢ homogenni, ii) vzhledem
k uniformit€ velikosti vnitini kavity feritinti jsou enkapsulaéni protokoly reprodukovatelné a
iii) enkapsulacni protokol je velmi jednoduchy a nevyzaduje slozité pfistrojové vybaveni. Diky
stabilit¢ feritini vétSinou dochazi pouze k minimalnimu pfedCasnému uvolnovani
enkapsulovanych latek [I-2, I-3, I-7 a I-10]. Feritiny s enkapsulovanymi bioaktivnimi latkami
1ze navic bez problému skladovat az n¢kolik mésicii bez tvorby aglomeratti ¢i samovolného
uvolnovani enkapsulovanych molekul. Toto chovéni pak bylo uspésné demonstrovano ve dvou

pracich s inhibitory topoisomerasy II, doxorubicinem a elipticinem [I-2 a I-3].

@ Enkapsulovana latka

Obr. 2: Schematické znazornéni enkapsulacniho protokolu zaloZeného na reversibilni

disociaci kvarterni struktury feritinu vlivem zmén pH vnéjSiho prostiedi.

Diky své proteinové povaze nabizi feritiny nejen nepieberné mnozstvi cilenych strukturnich

uprav pomoci molekularniho klonovéni, ale také moznost rekombinantni produkce téch
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feritind, jejichz pfimé izolace z organisma by byla velmi slozita. V nasi vyzkumné skupiné
vyuzivame této technologie pfedevsSim pro produkci lidskych feritini s riznymi pomeéry
podjednotek, delecemi ¢i insercemi peptidovych residui pro ovlivnéni pfirozené¢ho chovani
feritind, ale také pro produkci feritini derivovanych z extremofilnich mikroorganismd, jako je
napt. hypertermofilni archea Pyrococcus furiosus [1-4 a 1-5]. Zastupci tohoto druhu jsou zndmi
pro schopnost rastu pii teplotich okolo 100 °C, diky ¢emuz se u nich vyvinul unikétni
metabolismus, produkujici chemicky 1 fyzikaln€ velmi stabilni biomakromolekuly. Detailni
analyzy odhalily, ze ackoliv je feritin P. furiosus strukturné i funkéné€ velmi podobny savéim
feritinim, dokéaze na rozdil od nich v podminkach in vitro beze zmén funkénosti vydrzet
n¢kolikadenni inkubaci pti 100 °C [Tatur et al. J. Biol. Inorg. Chem. 12, 615/2007/]. Téchto
unikatnich vlastnosti 1ze vyuzit pro ptipravu hybridnich heterogennich katalyzatora, kde feritin
slouzi jako bioreaktor nebo biotempldt pro syntézu katalyticky aktivnich nanoc¢éstic na bazi
pfechodnych kovu, které lze vyuZzit jako biokompatibilni katalytické jednotky pro Stépeni
allylovych ¢i propargylovych skupin v bioortogondlnich reakcich. Ty pfedstavuji velmi
progresivni smér cilené 1é¢by, kdy je v nadorové tkani akumulovan katalyzator, ktery je
schopen in situ aktivovat biochemicky stabilni netoxicka proléciva na cytotoxické produkty

(Obr. 3).
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Obr. 3: Schematické znazornéni principu bioortogonalni aktivace proléciva (5-fluoro-1-
propargyl-uracil) heterogennim katalyzatorem na bazi feritinu s nano¢asticemi ve vnitini

dutin€. Po katalytické aktivaci vznika cytotoxicky 5-fluorouracil.

Nase vysledky ukazuji, ze rekombinantni feritin z P. furiosus je vhodnym biotemplatem pro
syntézu celého spektra nanocastic (Pd, Rh, Ir nebo Ag). Ty lze syntetizovat jak ve vnitini kavite,
tak pevné imobilizované na povrchu feritinu. Timto zpisobem syntetizované nanomaterialy
byly s ispéchem testovany pro katalytické odbarvovani nitrofenolu a azobarviv (methylova
oranz, Kongo cerven), redukéni dehalogenaci bor-dipyromethenu (konkrétné¢ 1.BODIPY),
Suzuki-Miyaura cross-couplingovou reakci mezi . BODIPY a fenylboronovou kyselinou a také
pro depropargylaci rhodaminu a 5-fluorouracilu. Tyto vyvinuté hybridni nanomateridly takeé
vykazuji vyraznou peroxidasovou aktivitu [I-4 a I-5]. Na zéklad¢ vySe zminénych katalytickych
aktivit byla pak nadmi vyvinuta jednoduchd metoda, kterd umoziuje studium interakci protein-
nanocastice ve standardnim nativnim polyakrylamidovém gelu a nevyzaduje Zadnou robustni a
finan¢n¢ naro¢nou instrumentaci [1-4].

Ptirozené jsou feritiny v organismu internalizovany klathrinovou endocytdzou. Zajimavosti
je, ze receptorova afinita je piimo spojena s typem podjednotek, které feritin tvoii. Obecné je

tak znamo, ze feritiny bohaté na H-podjednotky vykazuji afinitu vii¢i transferinovému receptoru
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(TfR1), zatimco feritiny bohaté na L-podjednotky jsou internalizovany po interakci se SCARAS
(scavenger receptor class A member 5) [I-1]. U nékterych typi nadorovych onemocnéni
dochazi ke zvyseni exprese TfR1 ¢i SCARAS [Brookes et al. Gut, 55, 1449/2006/ a Huang et
al. J. Clin. Investig. 120, 223/2010/]. I povrchové nemodifikované feritiny tak Ize povazovat za
aktivné cilené nanotransportéry. Je ale nutné zminit, ze jak TfR1 tak SCARAS jsou do znacné
miry exprimovany také né¢kterymi zdravymi tkanémi (pfedevsim jatry, plicemi, lymfoidnimi
tkanémi ¢i gastrointestinalnim traktem), coZ ma za nésledek nezddouci akumulaci v necilovych
organech, pfedevsim pak v jatrech ¢i srdci [I-9 a I-10]. Vzhledem k proteinové povaze lze ale
feritin snadno povrchové modifikovat a vySe zminénou receptorovou afinitu modulovat pro
efektivngjsi cileni nadorovych bunék [1-6, I-7, I-8, I-9 a I-10].

Jednou z moznosti je modifikovat povrch feritinii molekulami, které jsou schopné zvySovat
jejich stabilitu a dobu cirkulace feritinii v krevnim fecisti. Tyto modifikace navic dokazou
eliminovat tvorbu proteinovych koron na povrchu nanotransportérti a inhibovat tak opsonizaci
a do urcité miry také afinitu k pfirozenym receptorim. Jednou z nejdéle vyuzivanych a
nejcastejSich modifikaci je tzv. PEGylace (modifikace polyethylenglykolem). Ackoliv je
PEGylace schvélena u mnoha preparatt pro klinickou praxi (napt. Doxil, Onivyde), vyznacuje
se ne¢kterymi nevyhodami, jako je mozné sniZzeni biologické aktivity 1éCiv ¢i neZzadouci
vakuolizace bioaktivnich latek a jejich néaslednd sekvestrace v lysosomalnim kompartmentu
[Oh et al. ACS Nano, 5, 6434/2011/]. Jednou ze slibnych alternativ PEGylace je tzv. PASylace
(modifikace povrchu kratkymi, hydrofilnimi peptidy bohatymi na prolin, alanin a serin). Tyto
peptidy vykazuji nizsi viskositu a vyssi hydrofilitu nez PEG a jsou vyrazné stabilni v krevni
plasmé. V jedné znaSich praci jsme provedli komparativni analyzu PEGylace a PASylace
povrchu L-/H- feritinu (E. caballus) s enkapsulovanym cytotoxickym alkaloidem elipticinem
[I-10]. VSechny testované povrchové modifikace vykazovaly inhibici akumulace feritinu

v makrofazich, snizeni hemotoxicity enkapsulovaného elipticinu a také redukci tvorby
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proteinovych koron (adsorpci proteinii plasmy na povrch nanotransportéri). NejlepSich
vysledki bylo dosazeno PASylaci feritini dekamernimi PAS-peptidy (sekvence
ASPAAPAPASC). Tou bylo mozné témét eliminovat tvorbu proteinovych koron, pficemz byly
feritiny ochotné internalizovany do intracelularniho prostoru bun¢k karcinomu prsu (MDA-
MB-231), a to bez vyrazné vakuolizace. Diky PASylaci povrchu feritinu bylo dosazeno
selektivni  bioakumulace elipticinu v mySim xenograftu karcinomu prsu, pficemz
nemodifikovany feritin transportoval elipticin pfedevSim do jater a srde¢ni svaloviny. Ackoliv
tedy PASylace neposkytuje vlastnosti aktivniho cileni, takto modifikované feritiny zvysuji svoji
biologickou stabilitu a dobu cirkulace, ¢imz dochéazi k jejich akumulaci v nddorové tkani,
pravdépodobné vlivem EPR efektu.

Povrchové modifikace peptidy jsou vhodné také pro aktivni cileni nanotransportérii
[Valcourt et al. Nano Res. 11,4999/2018/]. Pro tyto Gcely lze vyuZit tzv. biomimetické peptidy,
tedy peptidy racionalné derivované na zaklad¢ ptirozenych interakci protein-protein ¢i protein-
peptid. V ramci naSeho vyzkumu se soustfedime na vyvoj peptidd s vysokou afinitou
k norepinefrinovému transportéru (NET), ktery je velmi c¢asto exprimovan bunikami
neuroblastomu (az 90 %) [Matthay et al. Clin. Cancer Res. 18, 2740/2012/]. Na zékladé
pfirozené¢ homo-dimerizace NET tak byla pomoci molekulového dokovani a molekulové
dynamiky virtualné (in silico) navrzena sada peptidi s vysokou afinitou k NET [I-8]. S
vyuzitim strukturnich a vypocetnich analyz byly nasledné vybrany dva kandidatni peptidy
vykazujici stabilni sekundarni struktury a nizké energetické naroky pro vazbu s NET. Tyto
peptidy byly imobilizovany na povrch feritinu s enkapsulovanym elipticinem. Série analyz in
vitro potvrdila, ze samotné peptidy nejsou cytotoxické a jsou schopny velmi efektivné
interagovat s NET s naslednou endocyt6zou feritinii s enkapsulovanym elipticinem do bun¢k
neuroblastomu (SH-SYS5Y). Navrzené biomimetické peptidy tak predstavuji slibné cilici

biomolekuly pro dalsi preklinické testovani.
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Objev cisplatiny v 60. letech 20. stoleti a jeji schvaleni pro klinickou praxi vedl k
rozsahlému vyzkumu na poli biologicky aktivnich koordina¢nich komplext kovu. I pfes fadu
slibnych vysledkli dosazenych s komplexy Ru, Au, Pt, Pd, Rh, Ni ¢i Cu [Ndagi et al. Drug.
Des. Devel. Ther. 11, 599/2017/] se stale nepodafilo efektivné eliminovat jejich nezadouci
vedlejsi ucinky. Pravé tyto vlastnosti fadi koordinacni komplexy kovii mezi ideélni kandidaty
pro cileny transport pomoci bionanomateriali. Vzhledem ke schopnosti Ni mimikovat
nukleasovou aktivitu DNA-nukleasy jsme proto syntetizovali tfi typy trinuklearnich Ni
koordinac¢nich komplext liSicich se pouzitymi ligandy [I-6]. Neenkapsulované komplexy
vykazovaly vysokou cytotoxicitu a schopnost interkalovat do DNA sjeji naslednou
fragmentaci. Z toho diivodu byl nejefektivnéjsi komplex (Ni2 s ligandem 1-(1H-benzimidazol-
2-yl)-N-(1H-benzimidazol-2-ylmethyl)methanaminem) dale enkapsulovan do feritinu, jehoz
povrch byl modifikovan kyselinou listovou pies N,N'-dicyklohexylkarbodiimidovy linker pro
aktivni cileni folatovych receptorti (FR). FR jsou casto zvySené exprimovany na bunkéch
solidnich nadorl, pfi¢emz jejich exprese ve zdravych tkanich je velmi nizkd a omezena
pfedevsim na apikalni povrch nékterych organti (ledviny, plice ¢i choroidni plexus) [Kelemen
etal. Int. J. Cancer, 119, 243/2006/]. Cileni FR pomoci konjugatii 1é¢ivo/nanocastice-kyselina
listova je tak jednim z potentnich pfistupti cilené terapie. NaSe vysledky ukazuji, ze feritin je
schopen enkapsulovat dostate¢né mnoZzstvi Ni2 (>70 pM v 1 uM feritinu) a miiZze byt jednoduse
modifikovan kyselinou listovou (>190 uM v 1 uM feritinu). Ziskané nanostruktury byly
schopny selektivné cilit buiikky karcinomu prsu s vysokou expresi FR (T-47D) a dokonce
vyznamn¢ zvySovat akumulaci Ni2 s naslednou indukci tvorby reaktivnich forem kysliku a
apoptozy.

Monoklonélni protilatky jsou pravdépodobné nejcastéji vyuzivanym cilicim ligandem
v aktivni nanomedicing. Jejich nanomedicinské aplikace vychazeji ptfedevSim z Uspéchu

terapeutickych protilatek a také konjugatt 1é¢ivo-protilatka (ADCs z anglického antibody-drug
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conjugate), z nichz nékter¢ jiz byly schvaleny pro klinickou praxi [Farahavar et al. Biomater.
Sci. 7, 4000/2019/]. Pii povrchovych modifikacich bionanomaterialii ale maze byt nevyhodou
velikost protilatek a ochota nekontrolované interagovat s povrchem bionanomateriali. To miize
vést az ke sterické blokaci paratopti protilatek a snizené schopnosti interakce s epitopy
antigenti. S cilem eliminovat tuto ¢astou komplikaci jsme vyvinuli konjugacni systém pro
prostorové fizenou imobilizaci protilatky na povrch feritinu [I-7]. Konjugacni systém sestava
z ultramalych nanocastic zlata adsorbovanych na povrchu feritinu, na které je afinitou zlato-
thiol vazan kratky synteticky peptid (HWRGWVC) odvozeny od proteinu A (Staphylococcus
aureus), ktery je schopny specificky vazat imunoglobuliny mezi jejich doménami CH2 a CH3
v regionu Fc [Deisenhofer, Biochemistry, 20,2361/1981/]. Poslednim krokem je pak prostoroveé
fizend imobilizace protilatky. Nase prace potvrdily robustnost a dilezitost jednotlivych
komponentli systémtll pro spravnou geometrii a ndvratnost vazby cilici protilatky, a to jak
v artificidlnich bezbunétnych podminkach, tak v bunétné kultufe a preklinickém mysSim
modelu in vivo [I-7 a 1-9]. V obou piipadech byl jako modelové 1é¢ivo pouZzit doxorubicin
(Dox) a jako modelova protilatka vybrana mysi monoklonalni protilatka proti prostatickému
specifickému membranovému antigenu (PSMA), ktery je hojn€ exprimovan tkani karcinomu
prostaty a Casto také endotelem nadorové neovaskulatury [O'Keefe et al. Prostate, 50,
200/2004/]. V. modelu ektopického karcinomu prostaty in vivo bylo zjisténo, Ze PSMA-cileny
feritinovy nanotransportér doxorubicinu vykazuje podobnou protinddorovou ucinnost jako
volny Dox, ktery ale na rozdil od nanotransportéru zptisoboval signifikantni (p < 0.05) snizeni
hmotnosti mysi [I-9]. Analyzou organové akumulace Dox ex vivo bylo nésledné zjisténo, ze
Dox transportovany pomoci PSMA-cileného nanotransportéru byl preferencné akumulovan
v nadorové tkani, kdezto volné léCivo a nanotransportér bez protilaitkové modifikace
vykazovaly vyraznou nezadouci akumulaci také v srde¢ni svaloviné a jatrech. To vedlo ke

zvySeni hladiny hodnot alkalické fosfatasy a aspartatové transaminasy, markert poSkozeni
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myokardu a jaternich funkci. Histologickymi analyzami byla nasledné po aplikaci Dox a
necilené¢ho feritinu zjiSténa vyssi mira vakuolizace kardiomyocytii, kongesce centralni jaterni

zily a nekroza jaternich bunck.

POLYSACHARIDY A LIPOSOMY

V nasi vyzkumné skupiné se krom¢ bionanomateridli na bazi feritini zabyvame i
liposomalnimi ¢i polymernimi nanotransportéry. Ty pfedstavuji zajimavou biokompatibilni
alternativu proteind a nabizi mimo jiné moznost enkapsulace velkych molekul ¢i enkapsulaci
terapeutik 1 mezi jednotlivé vrstvy obalu nanotransportéru, coz zvySuje mnozstvi bioaktivni
latky na jednu nanocastici. Pravé tento mechanismus byl testovan v nasi studii enkapsulace Dox
do nanocastic tvorenych polysacharidy chitosanem a furcelaranem [I-11]. Ty piedstavuji
pfirodni polyelektrolyty, jejichz opacné naboje byly v nasi praci vyuzity pro ptipravu
vicevrstvych sférickych nanoc¢astic metodou LbL (z angl. Layer-by-Layer). Takto pfipravené
nanocastice tvofi homogenni suspenzi schopnou stabilné vazat Dox po dobu nékolika tydnti a
pozvolna jej kontrolované uvoliiovat v hodnotach pH okolo 5.0, které¢ odpovida hodnotam pH
organel endosomo-lysosomalniho kompartmentu [Casey ef al. Nat. Rev. Mol. Cell. Biol., 11,
50/2010/]. Pro tucely aktivniho cileni byly polysacharidové nanocastice povrchové
modifikovany cilicim peptidem (sekvence SMSIALR) s afinitou k CD31 a tGspés$né testovany
pro selektivitu jejich cytotoxicity in vitro na panelu tkdnovych kultur. Zajimavosti je, Ze ackoliv
je s polymernimi nosi¢i spojena problematika lysosomalni vakuolizace s naslednou indukci
syndromu lysosomdlniho stfadani, nebyl pozorovéan vliv na lysosomalni distribuci ¢i jejich
velikost. To je pravdépodobné dano schopnosti polysacharidovych nanocastic uplné se
rozpustit vlivem lysosomalniho pH s naslednym vylouc¢enim Dox do intracelularniho prostoru.

Terapeutické protilatky jsou dnes bézn€ uzivany nejen v protinadorové 1éCbe, ale také
naptiklad v 1é€be€ autoimunitnich onemocnéni [Elgundi et al. Adv. Drug. Del. Rev. 122,

2/2017/]. Nevyhodou protilatek je ale jejich velikost a neschopnost béznych bun¢k protilatky
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internalizovat do intracelularniho prostfedi. Jejich vyuziti je tak stale vicemén¢ limitovano na
interakci s extracelularnimi doménami transmembranovych proteinti. Tato limitace mize byt
piekonana pomoci bionanomateriali, jak bylo demonstrovano v nasi praci s liposomy
s enkapsulovanymi protilatkami proti sarkosinu [I-12], onkometabolitu dilezitému pro rozvoj
karcinomu prostaty [Sreekumar et al. Nature, 12, 457/2009/]. Liposomy nesouci protilatku,
povrchové modifikované kyselinou listovou byly schopny inhibovat rust ektopického
xenograftu karcinomu prostaty in vivo, stimulovat expresi gent fidicich apoptézu a indukovat
Stépeni pro-caspasy 3 (pro-cysteine-aspartatic protease 3) na exekutorovou caspasu 3. Ve studii
bylo také zjisténo, Ze pokud je liposomalné transportovéan sarkosin, dochazi k vyrazné stimulaci
ristu xenograftu a zvySené expresi genil stimulujicich proliferaci a bunéény cyklus.
Publikovana prace tak mimo jiné poskytla dilezité dopliujici informace o diileZitosti sarkosinu

pro rast bunék karcinomu prostaty.

SHRNUTI BLOKU I

Multidisciplinarnim pfistupem vyuZzivajicim metody biochemie, bunécné a molekularni
biologie, organické, anorganické a analytické chemie k vyzkumu v oblasti vyuziti
bionanomaterialii pro enkapsulaci a cileny transport biologicky aktivnich latek bylo dosazeno
celé fady vyjimecnych vysledkd. Nase prace ukazuji, ze feritiny jsou nejen univerzalnimi
nanotransportéry pro vysoce opakovatelnou enkapsulaci celého spektra bioaktivnich latek, ale
také, Ze vykazuji vlastnosti, které jsou zasadni pro jejich pouziti v nanomedicing. Mezi tyto
vlastnosti patii predev§im levna rekombinantni produkce vysoce homogenniho materidlu,
znacna stabilita, vysokd enkapsula¢ni kapacita a biokompatibilita. Feritiny tak mohou slouzit
nejen pro piimy transport terapeutik do intraceluldrniho prostoru, ale také jako heterogenni
katalyzatory schopné cilené bioakumulace pro nasledné bioortogonalni reakce. Préce
prezentované v prvnim bloku habilitani prace také predstavuji rizné moznosti povrchovych

modifikaci nejen pro zvyseni doby cirkulace v krevnim fecisti, ale také pro vazbu cilicich
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ligandi schopnych inhibovat pfirozenou receptorovou afinitu feritinii pro tcely aktivniho
cileni. Pro tyto ucely byly testovany nejen monoklondlni protilatky, ¢i vitaminy, ale také
syntetické peptidy, z nichz nékteré byly vyvinuty v rdmci naSeho vyzkumu a mohou slouzit
jako unikéatni podklad pro dalsi vyvoj vysoce selektivnich terapeutik (pro modifikaci povrchu
nanotransportérti nebo piipravu konjugatt peptid-1é¢ivo). V neposledni fad¢ byly také ispésné
testovany bionanomateridlové alternativy feritind, a to jak na bézi liposoml pro transport
protilatek, které jsou piili§ velké pro enkapsulaci do vnitini kavity feritinu, tak na bazi
polysacharidli pfipravenych metodou LbL, ktera umoziiuje enkapsulaci bioaktivnich latek
nejen do vnitini kavity, ale také mezi jednotlivé polysacharidové vrstvy nanotransportéru.
Zavérem je nutné zminit, ze funkEnost nckterych typld bionanomateridld a jejich
povrchovych modifikaci byla uspésné validovana v preklinickém mySim modelu (ektopické
xenografty karcinomu prostaty ¢i prsu). Pfipravené bionanomateriadly vykazovaly schopnost
zprostiedkovat selektivni bioakumulaci a cytotoxicitu enkapsulovanych latek v nadorové tkani.
Histologickymi a biochemickymi analyzami bylo navic zjiSténo, Ze ani opakované aplikace
nezpusobovaly zadné pozorovatelné symptomy nezddouci toxicity pro zdravé necilové tkane.
Na§ budouci vyzkum v oblasti bionanomateriali se tak zaméfi predevSim na navrh a
rekombinantni produkci novych proteinovych struktur a jejich raciondlni kombinaci
s lipidovymi ¢i polymernimi prvky schopnymi inteligentniho a predikovatelného chovani

v mikroprostiedi nadoru.
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BLOK II — Anorganické nanomaterialy a uhlikové alotropy

Publikace zahrnut¢ do druhého bloku habilitacni prace se zabyvaji nanomaterialy
spadajicimi do komplexni skupiny anorganickych nanomateridlli a nanomaterialy na bazi
n¢kterych vybranych alotropt uhliku. Predlozené prace se zaméfuji nejen na vyuziti téchto
material pro povrchovou modifikaci a naslednou imobilizaci pro transport a cilené uvoliiovani
bioaktivnich latek [1I-2, II-3 a II-4], ale také na pochopeni mechanismti cytotoxicity [II-5 a II-
6]. Diky tomu Ize v budoucnosti navrhovat materialy s vysokou biokompatibilitou ¢i selektivni
cytotoxicitou pro urcity typ bunck. V neposledni fad¢ jsou prezentovany prace zabyvajici se
vyuzitim polovodiCovych nanokrystali — kvantovych teéek pro selektivni vizualizaci
biochemickych procesii, jako je poskozeni bunécnych membran ¢i zvySend exprese
transmembranovych proteint [I1-7 a I1-8].

V kontrastu s bionanomateridly je vyzkum v oblasti vyuziti anorganickych materiali ¢i
uhlikovych alotropi v biomedicing stale relativné mladym oborem. Rychlost rozvoje této
oblasti vyzkumu piimo koresponduje s pokroky ve vyvoji metod syntézy, kterd dnes jiz
umoziuje produkci vysoce homogennich preparati. To je zasadni pro spolehlivost veSkerych
naslednych aplikaci. Podminkami syntézy lze pak také cilené¢ ovlivitovat velikost, morfologii
materialil ¢i krystalovou strukturu (Obr. 4), a tudiz i vysledné chovani [Kang et al. ACS Nano,
12, 6997/2018/]. Anorganické materidly a uhlikové alotropy vynikaji snadnou povrchovou
modifikaci, Casto také vysokou stabilitou a nepiebernou Skéalou dalSich vlastnosti, které
souviseji s jejich fyzikalné-chemickou podstatou. Mezi témito materidly 1ze pak najit kontrastni
latky pro magnetickou resonanci, reportéry pro fluorescencni zobrazovéani ¢i pozitronovou
emisni tomografii, materidly slouzici pro cileny transport 1é¢iv ¢i (foto)termalni abla¢ni terapii
a fadu dalSich [Giner-Casares et al. Mater. Today, 19, 19/2016/]. Mnoho z téchto materiali je
dnes komer¢né dostupnych a nékteré z nich jsou dokonce schvéleny pro pouZziti v humanni

medicin€ (Endorem, Lumirem, Resovist).
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Obr. 4: Snimky z transmisniho elektronového mikroskopu ukazujici vliv zmény

v podminkach syntézy na morfologii a krystalovou strukturu nanocastic zlata [pievzato z Das
et al. Small, 6, 1012/2010/]. Pouzito se souhlasem nakladatele (John Wiley and Sons, ¢islo

licence 4741291511518).

HYBRIDNI NANOMATERIALY
oxidii Zeleza (Fe;O4, y-Fe20s, a-Fe2O3). Ty vynikaji velmi nizkymi vyrobnimi ndklady,
vysokou stabilitou, biokompatibilitou a pfedev§im magnetickym momentem, diky jemuz
mohou vykazovat superparamagnetické chovani, tzn., Ze jimi lze efektivné manipulovat
vnéjSim magnetickym polem [II-1]. Vyhodou je také jejich vysoka adsorpéni kapacita, diky
které 1ze na jejich povrch snadno imobilizovat organické (mén¢ Casto anorganické) vrstvy pro
zvySeni chemické afinity, doby cirkulace v krevnim fteciSti nebo také pro kontrolované
uvoliovani bioaktivnich latek ve fyziologickém prostiedi, jeZ casto neni s nemodifikovanymi
materidly mozné. Takto vzniklé hybridni materidly (v angl. také core-shell) tak kombinuji
vyhody anorganickych castic s vlastnostmi bionanomateridld, coz znich déld unikatni

biomedicinsky nastroj. V nasi praci se soustfedime pfedevS§im na povrchové modifikace
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netoxickymi polymery, polysacharidy nebo surfaktanty [II-2, II-3 a II-4]. V nasi praci byly
nanocastice Zeleza vyuzity jako model pro studium vlivu povrchové modifikace na vazbu a
fizené uvolnovani dvou inhibitorti topoisomerasy II (Dox a elipticinu) in vitro. Ziskané
vysledky ukazuji, Ze efektivitu adsorpce nejen povrchovych modifikantii ale i inhibitora
topoisomerasy Il 1ze vyrazné zvysit inkubaci se soucasnou aplikaci ultrazvuku. Ten generuje
akustické kavitace a povrchové kolize, coz vede k vyznamnému zvysSeni vazebného povrchu
nanocastic. Ziskané hybridni nanomateridly byly schopny pH-responsivniho uvolnovani
bioaktivnich latek, pficemz nejlepSich vysledki bylo dosazeno s povrchovou modifikaci
polyvinylpyrrolidonem (PVP, pro hydrofilni Dox) a polyoxyethylen stearatem (POES, pro
elipticin, ktery je ve vodé Spatné rozpustny) [II-2]. Zajimavosti je, Zze ackoliv samotné
nanocastice nevykazovaly cytotoxicitu in vitro, byl zjistén aditivni az synergicky efekt na
cytotoxicitu vdzanych inhibitord topoisomerasy II a také schopnost nanotransportért inhibovat
migraci bunék, zpiisobovat fragmentaci DNA a aktivovat exekutorovou caspasu-3. Podobnych
vysledkli bylo dosaZeno také s hybridnimi nanocéasticemi na bazi ruthenia s kombinovanou
povrchovou modifikaci pomoci PVP a POES [II-3]. Kombinovana modifikace vedla k vyrazné
vys$si pH-responsivité uvoliiovani Dox nez v ptipadé ptedchozi studie. To bylo pravdépodobné
zpisobeno nizs§i mirou vazby mezi hydrazinovymi skupinami PVP a ketonovymi skupinami
Dox vlivem pievrstveni POES pies PVP. Zjistén byl také vyrazny synergicky efekt nanoc¢astic
ruthenia na cytotoxicitu Dox in vitro, vysokd mira akumulace Dox v nadorovych builkach
s naslednou indukci oxida¢niho stresu, kondensaci chromatinu a signifikantné (p < 0.05) vyssi
mirou indukované apoptdzy (v porovnani s vysledky ziskanymi po aplikaci volného Dox).
Nejen vyse zminéné prace ukazuji, Ze anorganické nanocastice mohou slouzit jako
platforma pro celé spektrum povrchovych modifikaci za Gcelem kontrolované imobilizace
bioaktivnich latek a mohou také ptispivat ke zvySeni jejich cytotoxicity [Wang et al. Int. J.

Nanomed. 14, 7665/2019/, 1I-2 a I1-3]. Nanomaterialy mohou slouzit i jako nosice pro tzv.
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duélni transport, tedy soucasnou dopravu dvou biologicky aktivnich latek. Dualni transport je
velmi Casto sklofiovan v souvislosti s chemoresistentnim fenotypem nadorovych bun¢k. Jeho
cilem je internalizovat latky, které vykazuji synergicky cytotoxicky efekt, nebo je jedna z nich
schopna deregulovat molekularni kaskady zodpovédné za chemoresistenci a nepiimo tak
stimulovat cytotoxicitu t€ druhé [Valencia et al. Nanomed. 8, 687/2013/]. Pro ucely deregulace
molekularnich kaskad jsou velmi cCasto pouzivany malé nekddujici RNA nebo antisens-
oligonukleotidy (ASOs). Ty jsou schopny bud’ inhibovat expresi proteint hybridizaci s koédujici
mRNA a tvorbou heteroduplexu mRNA/ASO s naslednou sterickou blokaci vstupu do A-mista
ribozomu nebo piimo St€pit mRNA po hybridizaci malych nekddujicich RNA vazanych
v proteinovém komplexu RISC (z angl. RNA-induced silencing complex). V nasi praci jsme se
zam¢étili na dudlni transport ASOs navrzenych pro inhibici exprese antiapopotického proteinu
Bcl-2 (vazbou prvnich Sesti kodoni mRNA kodujici Bel-2) a etoposidu [11-4]. Bcel-2 je Casto
zodpoveédny za chemoresistenci nadorovych onemocnéni [Bhola ef al. J. Clin. Invest. 126,
3827/2016] a deregulace jeho exprese tak mulze vést ksensitizaci bunck vuci
chemoterapeutikiim. Pro zvySeni obecné nizké stability ASOs vic¢i degradaci nukleasami byly
fosfodiesterové vazby v testovanych ASOs nahrazeny vazbami fosforothiodtovymi. Dualni
transport ASOs a etoposidu byl pak testovan po imobilizaci na povrch vicesténnych uhlikovych
nanotrubek (MWCNTs z anglického multiwalled carbon nanotubes). Ty byly povrchové
oxidovany za ucelem maximalizace interfacialni adheze PEG, jenz vyrazné zvysuje vazebnou
kapacitu pro ASOs a etoposid oproti nemodifikovanym MWCNTs. Komparativni analyzou
reversnich a ndhodnych sekvenci ASOs byla potvrzena selektivita a schopnost ndmi navrzené
cilené sekvence inhibovat expresi Bcl-2. Tato inhibice navic vedla ke znacnému zvySeni
sensitivity bunék nemalobunééného karcinomu plic (NCIH2135) viici etoposidu, coz mélo za

nasledek vyrazné vyssi miru apoptotickych buné¢k. Hybridni oxidované MWCNTs se tak diky
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své biokompatibilité a extrémni vazebné kapacité jevi jako zajimavy néstroj pro dudlni transport

bioaktivnich molekul.

NANOTOXIKOLOGIE

Nedilnou soucasti vyzkumu v oblasti vyuziti nanomateridltt v biomediciné je i popis a
pochopeni mechanismii zodpovédnych za jejich cytotoxicitu, tzv. nanotoxikologie.
Nanotoxikologické analyzy tak poskytuji dalezity nahled na inherentni chovani materialt
v biologickém systému a Ize na jejich zékladé vyloucit takové nanomaterialy, které vykazuji
prilis vysokou nezédouci cytotoxicitu ¢i identifikovat mechanismy zodpovédné za cytotoxické
chovani a diky jejich znalosti pak raciondlné¢ navrhovat nové typy nanomaterialti
s predikovatelnymi biologickymi vlastnostmi [Oberdorster et al. Environ. Health Perspect.
113, 823/2005/].

V nasem vyzkumu se primarné soustfedime na nanotoxikologické hodnoceni nanomaterialti
na bazi TiO». Tyto nanomateridly jsou dnes jiz UspéSné€ pouzivany nejen v primyslu, ale také
v kosmetice Ci potravindistvi a lze predpokladat, Ze diky vyjimecnym fotokatalytickym
vlastnostem se bude jejich vyuZziti nadale rozvijet, napt. pro ucely konverze a skladovani
energie. Obecné jsou TiOz-nanomateridly shledavany jako materialy s nizkou toxicitou a jsou
proto Casto testovany jako modifikanty pro ortopedické ¢i dentdlni implantaty [Wang et al.
Biomaterials 32, 6900/2011/]. Toto tvrzeni je ale v poslednich letech ¢im dal Ccastéji
dopliovano o nové argumenty, pficemz se ukazuje, Ze nanotoxikologie TiO>-nanomateriall je
ovlivnéna celou tadou vlastnosti, jako je morfologie, povrchové fyzikalné-chemické
parametery ¢i krystalova struktura a z nich vychézejici vlastnosti jako je enzymomimeticka
aktivita, kapacita pro adsorpci iontli, mechanicka integrita a dal$i [Wang et al. Nanoscale 7,
13105/2015/, 11I-5 a 11-6].

Kromé¢ amorfni formy lze z pohledu krystalové faze TiO>-nanomateridly rozd¢lit na tii

hlavni polymortfy: i) tetragonalni anatas, ii) tetragonalni rutil a iii) orthorhombicky brukit.
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Bézné jsou i kombinace polymorfu, které dokonce ¢asto dosahuji lepsich fyzikalné-chemickych
vlastnosti [Scanlon et al. Nat. Mater. 12, 798/2013/]. Vzhledem k zasadnimu vlivu krystalové
faze na fyzikalné-chemické vlastnosti TiOz-nanomateriall tak lze ocekavat i1 rozdilné
nanotoxikologické chovani. S touto hypotézou jsme syntetizovali dva riizné typy nanocastic
Ti0,, lisici se pomérem krystalovych fazi (50:50 vs. 63:37 anatas:brukit). Jak bylo zminéno
vyse, nanotoxikologie je ovliviiovana celou fadou vlastnosti nanoc¢astic. Proto bylo dilezité
piipravit nanocastice, které nebudou vykazovat vyrazné rozdily v povrchové chemii. Toho bylo
docileno hydrolyzou/kondenzaci isopropoxidu titani¢itého v isopropanolu, ¢imz byly
syntetizovany nanocastice s pfijatelnou velikosti ~6.0 a ~6.7 nm [II-5]. Analyzou chovani
v tkdnovych kulturach bylo zjisténo, ze ackoliv jsou oba typy nanocdastic schopny stejnou mérou
internalizovat do intraceluldrniho prostoru, nanocdastice s pievazujici anatasovou fazi vykazuji
vyrazn€ vyss§i inhibici bunééné viability. V souladu s témito vysledky pak bylo zjisténo, ze
nanocastice s prevazujici anatasovou fazi produkuji vyssi miru oxidaéniho stresu a fragmentace
DNA s néslednou indukci apoptdzy. Proteomickou analyzou (separaci na dvoudimenzionalni
diferencni gelové elektroforéze s excisi spotil a jejich digesci a identifikaci pomoci MALDI-
TOF/TOF "peptide mass fingerpriting") a analyzou bioinformatickou bylo zjisténo, Ze se bunky
snazi branit cytotoxickému efektu nanocastic zvySenim exprese cytoprotektivnich proteintl, a
7e nanocastice negativné ovliviiuji metabolismus glutathionu pravdépodobné jako nasledek
vyrazné deregulace redoxni homeostazy.

Z pohledu nanotoxikologie TiO> jsou bezesporu nejvice zkoumany 0-D nanomaterialy
(tedy nanocastice). V poslednich letech se ale objevuje stile vice studii zkoumajicich
biologické chovani 1-D nanostruktur, vétSinou nanotrubek nebo nanovlaken. Ty Ize napiiklad
syntetizovat uspofadané do homogennich vrstev, schopnych kontrolované uvoliiovat vazané
bioaktivni latky (napt. antibiotika) ¢i usnadiiovat 1€cbu zlomenin jejich oseointegraci [Gulati et

al. Nanomedicine 11, 1847/2016/]. Nanotoxikologické studie nicméné ukazuji, Ze vétSina 1-D
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nanomaterialti vykazuje urcitou miru cytotoxicity a Ze mechanismy zodpovédné za jejich
cytotoxicitu jsou velmi komplexni a stale ne uplné¢ dobfe pochopeny [Poland et al.
Nanotoxicology, 6, 899/2012/]. Z tohoto divodu jsme metodou depozice atomovych vrstev
pripravili dva typy vrstev TiO2-nanotrubek, liSicich se pouze délkou (~10 vs. ~35 um s vnitinim
prumérem ~110 nm). Mechanickym rozrusenim vrstev pak byly ze substratu uvolnény svazky
nanotrubek, které byly nasledné testovany [II-6]. Publikované vysledky ukazuji, ze TiO»-
nanotrubky vykazuji ve vysSich koncentracich (>100 pg/mL) cytotoxické vlastnosti. Tyto
vlastnosti byly ale pozorovatelné primarné ve tkanové kultufe bun€k karcinomu prsu (MDA-
MB-231), kdezto ve zdravych buiikdch (HEK-293) cytotoxicita nebyla detekovana. Bylo
zjisténo, Ze TiOz-nanotrubky jsou schopny penetrovat cytoplazmatickou membranu
s naslednym uvolilovanim laktat-dehydrogenasy, pficemz tento jev byl pozorovatelny hlavné
v buitkach MDA-MB-231. Ackoliv v praci nebyla studovéna pticina selektivni penetrace TiO»-
nanotrubek, domnivame se, Ze tento jev mlze byt zpiisobeny obecnou vyssi fluiditou a nizsi
rigiditou membran nadorovych bun¢k [Zhao et al. Cancer Res. 76, 2037/2016]. V dalSich
experimentech bylo zji$téno, Ze penetrace membranou ma zasadni vliv na isotopni architekturu
cytoskeletonu a dochdzi k signifikantnimu (p < 0.01) poklesu koherence F-aktinu. Jako
nasledek penetrace TiOz-nanotrubek byla identifikovana indukce oxidacniho stresu, vysoka
mira lipidové peroxidace a alkalizace lysosomt. Cytopatologickou analyzou a priatokovou
cytometrii pak byla potvrzena schopnost TiOz-nanotrubek indukovat apoptézu a nekrézu
primarné v bunkdch MDA-MB-231. Zajimavé je, Ze ackoliv je literatura pomérn¢ jednotna
v tvrzeni, ze delS$i nanotrubky vykazuji vyS$i cytotoxicitu [Qiu et al. Biomaterials, 31,
7606/2010/], nase vysledky ukazuji opacny trend. Je ale nutné zminit, Ze dostupné zdroje jsou
vétSinou zamétfené na testovani uhlikovych, zlatych ¢i stiibrnych nanotrubek, které maji
rozdilnou biologickou afinitu a fyzikalné-chemické vlastnosti. I pfes to, ze testované TiO»-

nanotrubky stimulovaly nezaddouci polarizaci makrofagii a Ize si tak jen velmi tézko predstavit
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jejich aplikaci v preklinickém modelu, ziskana data by mohla slouzit jako zakladna pro dalsi

vyvoj novych modifikovanych derivati TiO2-nanotrubek s afinitou k ur¢itym typim bunck.

POLOVODICOVE NANOKRYSTALY - KVANTOVE TECKY

Objev kvantovych tecek je datovan do pocatku 80. let minulého stoleti [Ekimov et al. J.
Exp. Theor. Phys. 34, 363/1981/]. Diky svym unikatnim optoelektronickym vlastnostem jsou
dnes kvantové tecky stale pfedmétem intenzivniho vyzkumu, a to nejen v oblasti biomediciny,
ale také v oblasti vyvoje fotodetektorii, svételnych (LED) diod, solarnich ¢lank nebo
kvantovych pocitact [Wagner et al. Acta Biomater. 94, 44/2019/]. Pisobenim excita¢ni energie
dochazi ve struktute kvantovych tecek k tvorbé parti elektronovych dér, tzv. excitonti. Relaxaci
do ptivodniho stavu exciton emituje energii ve formé fluorescenénich fotont. Dulezitou a
zajimavou vlastnosti kvantovych tecek je vztah mezi velikosti a excitaénimi/emisnimi
vlnovymi délkami. Mensi kvantové tecky vykazuji excitaci/emisi v kratSich vinovych délkach,

zatimco vétsi kvantoveé tecky jsou excitovany a emituji ve vyssich vinovych délkach (Obr. 5).
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Obr. 5: (A) Zavislost velikosti kvantovych tecek na jejich emitované barve. (B) Schematické
znazornéni zavislosti mezi velikosti, barvou a vinovymi délkami (CdSe kvantové tecky). (C)

Absorpcni (plné cara) a fluorescencni (pferusovana cara) spektra CdSe kvantovych tecek o
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ruznych velikostech. [pfevzato a upraveno z Talapin et al. Nano Lett. 1, 207/2001/]. Pouzito

se souhlasem nakladatele (Americka chemicka spolec¢nost).

V biomedicinskych aplikacich se kvantové tecky vyuzivaji predevSim jako reportérové
sondy pro fluorescencni zobrazovani, jako detekéni Césti biosensorovych zafizeni nebo
teranostické nanotransportéry, tedy nanotransportéry, které¢ jsou schopné soucasné terapie
transportem bioaktivnich latek a diagnostiky fluorescenc¢nim zobrazovanim. Oproti béznym
organickym fluoroforim se kvantové tecky vyznacuji celou fadou vyhod, mezi které patii
Siroké excitacni spektrum s velmi uzkym spektrem emisnim a velkym Stokesovym posunem,
vysoka intensita fluorescence, odolnost vici ,,vysviceni® (photobleachingu) a moznost vybéru
fluorescence v zavislosti na aplikaci (od blizké ultrafialové az do blizké infracervené oblasti).
To mimo jiné nabizi vyraznou redukci nezadouci autofluorescence tkani a umoziuje expanzi
kvantovych te¢ek do oblasti experimentalniho diagnostického zobrazovani [Wegner et al.
Chem. Soc. Rev. 44, 4792/2015/]. 1 ptes vySe zminéné vyhody ale stdle existuji 1 nékteré
nevyhody, které vychazeji ptredevs§im z nanomateridlové a chemické povahy kvantovych tecek.
Oproti organickym fluoroforim se kvantové tecky chovaji jako nanokoloidy, coz miize mit
negativni vliv na jejich stabilitu a vyslednou toxicitu. Mezi dal$i nevyhody, kter¢ se s vétSim ¢i
mensSim uspéchem dafi fesit, je jejich nizkéd rozpustnost ve vodé, komplikovand chemie Casto
zaloZena na vyuziti prekurzorti na bazi toxickych kovti (Cd, Te, Pb atd.), velmi nizka biologicka
specifita a nasledna tézce predikovatelna tkanova biodistribuce a cytotoxicita [Resch-Genger
et al. Nat. Methods 5, 763/2008/].

Podobné¢ jako ostatni nanomaterialy lze ale kvantové teCky povrchové modifikovat nejen
pro zvyseni jejich biokompatibility, ale také pro dosazeni selektivity vici cilovym buitkam [11-
7]. Pro tyto ucely byly v naSi praci jako jeden z nejCastéji pouzivanych modelll testovany
kvantové teCky na bazi CdTe. Ty jsou charakteristické jednoduchou pfipravou, vysokym

kvantovym vytézkem, ale také zna¢nou cytotoxicitou, ktere je zptisobena destabilizaci struktury

32



v biologickém prostiedi a naslednym uvoliiovanim Cd*" z narusené krystalové miizky [Oh et
al. Nat. Nanotechnol. 11, 479/2016/]. Nase prace ukazuje, Ze stabilizaci povrchu CdTe-
kvantovych te¢ek pomoci dopantii na bazi komplexti lanthanoidt (Tb, Yb a Gd) s Schiffovou
bazi 1ze produkovat kvantové teCky s vyraznou biokompatibilitou. Kvantové tecky dopované
Tb a Yb jsou internalizovany endocytdzou a ve velké mife akumulovany v cytoplasmé, piicemz
oproti nedopovanym kvantovym teckam téméf neindukuji oxidacni stres. Produkované
kvantové teCky navic nevykazuji hemolytickou aktivitu in vitro, tvorbu proteinovych koron a
genotoxicitu a lze je tak povazovat za zajimavy nanomaterial pro biologické aplikace. Z toho
divodu jsme dale vyuzili nd§ konjugacni systém pro prostorové-orientovanou imobilizaci
protilatek popsany v kapitole Bionanomaterialy [1-7] a funkcionalizovali povrch kvantovych
teCek monoklondlni protilatkou proti NET. Experimentalné bylo validovéano, ze NET vykazuje
oproti ostatnim testovanym buiikam (A375, PC-3, MDA-MB-231) zvySenou expresi v buitkach
neuroblastomu (SH-SY5Y) a Ze exprese NET piimo koreluje s mnozstvim kvantovych tecek
akumulovanych na povrchu analyzovanych bunék. Pro ovéfeni této skutecnosti byl k buiikdm
SH-SYSY aplikovén vorinostat, ktery je zndmym induktorem exprese NET [More et al. Clin.
Cancer Res. 17, 2339/2011/]. Ziskané vysledky ukazuji, Ze mnoZzstvi akumulace kvantovych
teCek na povrchu bunék SH-SY5Y pozitivne koreluje s dobou expozice vorinostatu a expresi
NET, a Ze buniky ani po 24 h nevykazuji morfologické znamky apoptotickych procesu [II-7].
V pribéhu prace s kvantovymi teckami dopovanymi komplexy Schiffovych bazi
s lanthanoidy bylo zjisténo, Ze ackoliv u kvantovych te€ek dopovanych Tb a Yb dochazi
k internalizaci, kvantové tecky dopované Gd neinternalizuji viibec. V prubéhu experimentd
bylo navic ndhodné zjiSténo, ze kvantové tecky dopované Gd akumuluji na bunkéach
s poruSenou membranou. Rozhodli jsme se tedy pfipravit kationicky penetracni peptid Hecate
(sekvence FALALKALKKALKKLKKALKKAL) odvozeny od melitinu, jedné z majoritnich

slozek vceliho jedu [Oren et al. Biochemistry, 36, 1826/1997/]. Vysledky ukazuji, ze Hecate
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vykazuje lytickou membranovou aktivitu, a ze kvantové tecky jsou akumulovany v misté
poruseni membrany, coz bylo potvrzeno i1 pomoci kryo-elektronové mikroskopie [II-8]. Pro
vylouc€eni role pfitomnosti peptidu pro akumulaci kvantovych tecek byly buiky dale
mechanicky poSkozeny sklenénou mikrokapilarou a také kompletné rozbity ultrazvukem. Bylo
zjisténo nejen to, ze kvantové tecky jsou opravdu akumulované v misté naruSeni membrany,
ale také to, ze po absolutnim rozruseni bunék ultrazvukem dochézi k obarveni prakticky vSech
bunéénych zbytkli véetné jadernych membran. Naslednymi proteomickymi a vypocetnimi
analyzami bylo zjisténo, Ze Gd-dopované kvantové tecky vykazuji vysokou afinitu k motivu
GEQGYGFHLHGE ubikvitniho endomembranového proteinu NHE-RF2, ktery spojuje
membranové proteiny s proteiny rodiny ezrin/moesin/radixin a napomahd jejich vazbé na
cytoskeleton [Padanyi et al. J. Biol. Chem. 285, 31704/2010/]. Pfi naruSeni membran tak
pravdépodobné dochédzi k obnazeni NHE-RF2, coz umoziluje vazbu Gd-dopovanych
kvantovych tecek. Ziskané vysledky ptedstavuji novy jednoduchy zptisob vyuziti dopovanych
kvantovych tecek pro studium membranového poSkozeni, které bylo doposud mozné pouze

pomoci molekularnich metod nebo drahych elektronovych ¢i ,,probovacich® mikroskopti.

SHRNUTI BLOKU II

Anorganické nanomateridly jsou diky svym vyjimeénym vlastnostem intenzivné
studovanou skupinou materiali. NaSe prace ukazuji, ze se tyto materialy mohou uplatnit nejen
jako vhodné hybridni nanotransportéry pro imobilizaci, transport a cilené uvoliiovani
bioaktivnich molekul. Detailnim pochopenim vztahli mezi jejich fyzikdlné-chemickymi
vlastnostmi, biochemickymi a bunéénymi procesy lze také ziskat dilezité informace pro dalsi
racionalni vyvoj novych typt biologicky aktivnich nanomateriali pro biomedicinu. Nase prace
navic ukazuji, Ze ackoliv jsou né€které anorganické nanomaterialy pfirozené cytotoxické, tato
vlastnost mize byt modulovdna vhodnou povrchovou funkcionalizaci, kterd navic muze

umoznit vizualizaci nékterych dtlezitych biochemickych procest.
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BLOK III — Autonomni dynamické systémy

Prace prezentované v ramci tietiho bloku habilitacni prace se zabyvaji autonomnimi
dynamickymi systémy pro aplikaci v transportu bioaktivnich latek. Autonomni dynamické
systémy nebo také mikro- ¢i nanoroboti jsou nejnovéjsi a nejprogresivnéj$i nastroje pro
transport biologicky aktivnich molekul. Mikro/nanorobot je definovan jako programovatelna
entita s ¢aste¢n¢ nebo zcela samostatnymi schopnostmi pro mobilitu, rozpoznavani a provadéni
preddefinovanych ukolt [Ceylan et al. Lab Chip, 17, 1705/2017/]. Autonomni dynamicky
ptistup se vyrazné€ li§i od pasivnich ¢i aktivnich strategii transportu 1é¢iv diskutovanych vyse.
Mikro/nanorobotické pfistupy vyuzivaji ke své mobilit¢ rizné zdroje energie, a to napf.
chemickou, svételnou ¢i magnetickou. To jim umoznuje prochazet nepfistupnymi nebo obtizné
pfistupnymi ¢astmi organismu, véetné nervového systému [Jarko et al. Curr Pharm. Des. 10,
1341/2004/]. Dynamicky pohyb navic umoziuje markantné¢ zvysit rychlost cirkulace
mikro/nanorobotti v krevnim fteCiSti, coz ma za nasledek zvySeni efektivity jejich
bioakumulace. Dynamické systémy navic adaptuji vyjimecné vlastnosti mikro- a
nanomaterialdl, jako je velky povrch pro imobilizaci bioaktivnich latek a cilicich ligand nebo
ochrana transportovanych latek pted degradaci a nezddoucim uvoliovanim. Kromé léciv
mohou dynamické systémy také transportovat napiiklad kmenové nebo progenitorové bunky
na mista poskozenych tkani [Sungwoong et al. Sci. Robot. 4, 1/2019/].

Autonomni dynamické systémy lze rozdélit na biohybridni a syntetické. Diky vyraznému
pokroku v materidlovych védach je dnes mozné piimo syntetizovat mikro/nanoroboty se
zabudovanymi funkcionalitami. Synteticti mikro/nanoroboti jsou tak dnes schopni
dynamického transportu artificialni DNA do intracelularniho prostoru, efektivniho transportu
bioaktivnich latek ¢i fizené prostorové manipulace s buiikami [III-I, ITI-2, ITI-3 a Qiu ef al.
Adv. Funct. Mater. 24, 1666/2015/]. Oproti ¢isté syntetickym mikro/nanorobotim integruji

biohybridni dynamické systémy biologické jednotky se syntetickymi ¢astmi. Pro tyto tcely lze
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vyuzit jak eukaryotické, tak bakterialni bunky, které maji vlastni sensorické a pohybové
schopnosti. Ty umoznuji jejich autonomni fizeni smérem k riiznym podnétim ¢i tkanim [Park
et al. ACS Nano, 11, 8910/2017/].

VnaSi praci se zabyvame predevSim syntetickymi mikro/nanoroboty pohanénymi
katalytickymi reakcemi [I1I-1, ITI-2 a ITI-3]. Jednim z nejpreferovanéjsich chemickych pohont
je peroxid vodiku, ktery je na katalytické vrstvé mikro/nanorobota rozkladan na vodu a kyslik
(uvoliiovany ve form¢ bublin), ¢imz lze docilit dramatického zvySeni mobility (az o tfi fady)
v porovnani s Brownovym pohybem [Tu ef al. ACS Nano, 11, 1957/2017/]. A¢koliv je peroxid
vodiku cytotoxicky, pro indukci mobility autonomnich dynamickych systémi jsou casto
dostacujici jeho fyziologické hladiny a mikro/nanoroboti mohou byt navrzeni tak, ze v
pfitomnosti zvySené hladiny antioxidantl (napt. glutathionu) zastavi sviij pohyb a uvolni
biologicky aktivni latku [Tu et al. Angew. Chem. Int. Ed. 56, 7620/2017/].

Katalytické aktivity zasadni pro mobilitu syntetickych autonomnich dynamickych systémi
byva dosazeno specifickym pokrytim mikro/nanorobotli tenkou vrstvou platiny ¢i stiibra.
Ostatni funkcionality autonomnich dynamickych systémi jsou variabilni a zavisi na typu jejich
aplikace. Mohou tak byt napfiklad elektrodepozici pfipraveni biokompatibilni tubuldrni
mikroroboti skladajici se ze tii vrstev kovil, kdy platina zarucuje mobilitu, nikl schopnost
odezvy na vnéj$i magnetické pole a rhombohedralni bismut poskytuje vazebnd mista pro
imobilizaci kovi ¢i Dox [III-1]. Takto pfipraveni mikroroboti jsou schopni dosahovat rychlosti
az 384 um/s a béhem pohybu dokazi aplikaci potencidlu velmi rychle a efektivné uvolnit Dox,
ktery je nasledn¢ akumulovdn v buiikdch a plsobi cytotoxicky. S vyuZitim vnéjSiho
magnetického pole jsme navic dokazali, ze tubularni mikroroboti jsou schopni zpétné navazat
velkou ¢ast nevyuzitého Dox a odstranit jej tak z kultivaéniho systému. Stejného mechanismu
fizeného uvolnéni Dox, tedy aplikace potencidlu, jsme vyuZzili i pfi navrhu a testovani

tubularnich mikrorobotli na bazi redukovaného nanografenu s vnitini katalytickou vrstvou
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platiny. Mikroroboti byli schopni pohybovat se rychlostmi vyssimi nez 700 um/s a vykazovali
velmi vysokou vazebnou kapacitu pro Dox (~154 % geometrického povrchu, pravdépodobné
diky porozité nanografenu) [III-2]. Po aplikaci potencialu (0.57 V) byly béhem nékolika sekund
mikroroboti schopni uvolnit téméf veskery vazany Dox. Zajimavé je, Ze bez aplikace potencidlu
mikroroboti neuvoliiovali zadny Dox a nevykazovali cytotoxicitu vii¢i testovanym tkanovym
kulturam. Je tedy zfejmé, Ze vazba Dox na povrch nanografenu (n-m interakce) je dostatecné
stabilni proto, aby zabranila pfed¢asnému uvoliiovani Dox, ktery je mozné efektivné a rychle
uvolnit jednoduchou aplikaci potencidlu.

Jak jiz bylo zminéno vySe, autonomni dynamické systémy lze navrhovat nejen pro ucely
transportu biologicky aktivnich latek, 1ze jim také vhodnou funkcionalizaci propijcit celé
spektrum dalSich vlastnosti. V na$i dal§i praci tak byli syntetizovdni sféricti mikroroboti
skladajici se ztosylovaného (sulfonyl estery) superparamagnetického jadra na bazi oxidu
zeleza. To bylo napraseno platinovou vrstvou tak, aby tato vrstva pokryvala ptiblizn€ polovinu
plochy mikrorobota a umoznovala smérovany pohyb [III-3]. Nase vysledky ukazuji, ze
tosylové skupiny na povrchu mikrorobotli umoznuji kovalentni vazbu s NH> skupinami na
povrchu buné€k, ¢imzZ 1ze s buiikami prostorové manipulovat. Tosylové skupiny Ize navic vyuZit
pro vazbu s NH> skupinou Dox. Intracelularni akumulace a cytotoxicita Dox je pak pfimo
z4visla na rychlosti pohybu mikrorobotil, coz zdiraziuje dilezitost dynamického pohybu pro
zefektivnéni interakci s buiikami. Zajimavé je, Ze mikroroboti jsou schopni pohybu jako
samostatné entity, ale dokazi se také vlivem slabého magnetického pole a dip6l-dipdl interakei
sdruzovat do fetizkl, ¢imz dochdzi ke zvyseni jejich efektivity.

Jako shrnuti tfettho bloku habilitacni prace lze konstatovat, Ze ackoliv je oblast
autonomnich dynamickych systémi stale jest¢ velmi mlada, vyvinuté publikované koncepty
demonstruji velmi zajimavé vlastnosti, kterych neni mozné docilit pomoci statickych, at’ uz

pasivné ¢i aktivné cilenych, nanotransportéri. Je samoziejmé také nutné zminit, Ze si lze
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vzhledem k velikosti a vyssi potiebé peroxidu vodiku pro mobilitu jen tézko predstavit translaci
nasSich konceptii do realného scénare, organismu. Pro vyfeseni téchto nedostatkli povedou nase
dalsi vyzkumné kroky smérem zmensSovani dynamickych systémi do nanoméfitka a také
smeérem testovani novych typid "pohont" schopnych utilizovat latky bézné ptritomné
v dostatecném mnozstvi v krevnim fecisti. Zajimavymi kandidaty se zdaji byt napiiklad ureasa,
glukosa oxidasa a lipasa. Je zjevné, ze mnohé aplikace autonomnich dynamickych systému

jesté nebyly popsany a jen Cas ukdze $ifi jejich vyuzitelnosti v biomedicing.
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