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Abstrakt

Moznosti protinddorové 1écby, které jsou v soucasné dobé dostupné, jsou nedostacujici a
vyzaduji zdokonaleni. Jednou ze strategii pro zlepSeni protinddorové terapie je pouziti
nanocastic. Enkapsulaci 1é¢iv do nanotransportéri dojde ke zvySeni efektivity pisobeni
1é¢iva na nemocnou tkan a snizeni nezddoucich vedlejSich ucinkl. Pro posouzeni mozného
uplatnéni této technologie byly v této praci studovany dvé formy nanocéstic: uhlikové
nanotrubice (multi-walled carbon nanotubes, MWCNT) a apoferritin. Zjistovano bylo, zda
jsou dana cytostatika (ellipticin, etoposid a doxorubicin) na tyto nanotransportéry vazana a
jak jsou z nich uvoliiovana, a to zejména v zavislosti na pH. Vzhledem k tomu, ze pH
nadorovych buné€k je nizsi nez je pH bunck zdravych, bylo by vyhodné, aby byla 1éCiva z
nanocastic uvoliiovana pii tomto niz§im pH, zatimco pti pH fyziologickém by k uvolnéni
1é¢iva nedochazelo. Ze ziskanych vysledkil vyplyva, ze v ptipad¢ ellipticinu skute¢né pii
pH 5.0 dochazi k jeho postupnému uvoliiovani z nanotrubic MWCNT i apoferritinu,
zatimco pii pH 7.4 je jeho interakce s nanocCésticemi stabilni. Ellipticin uvolnény
z nanotrubic MWCNT je aktivovan mikrosomalnimi enzymy na reaktivni metabolity (13-
hydroxyellipticin a 12-hydroxyellipticin), které tvoti adukty s DNA. Ziskané vysledky
naznacuji, ze ob€ nanotransportérové formy (nanotrubice MWCNT a apoferritin) jsou
slibnymi prostfedky pro pouziti v protinadorové terapii, jejich mozné pouziti v klinické

praxi vSak vyzaduje dalsi experimenty jak in vitro, tak zejména in vivo.
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Abstract

Currently available anticancer therapies are inadequate and spur demand for improved
technologies. Among others, the utilization of nanocarriers for anticancer drug delivery has
shown great potential in cancer treatment. Nanocarriers can improve the therapeutic
efficiency of the drugs with minimization of the undesirable side effects. To evaluate
potential application of this technology, two forms of nanocarriers have been studied:
multi-walled carbon nanotubes (MWCNTs) and apoferritin. The aim of this study was to
determine, whether given cytostatics (ellipticine, etoposide and doxorubicin) are bound to
these nanotransporters and how are they released from them, especially depending on pH.
Since the pH of the tumor cells is lower than the pH of healthy cells it would be preferred
that the drugs would release from nanocarriers at the lower pH while at the physiological
pH the release of the drug would be eliminated. The results found show that ellipticine is
actually released from its MWCNT- and apoferrtin-encapsulated form at acidic pH (5.0),
while at pH 7.4 its interaction with nanocarriers is stable. Ellipticine released from
MWCNT 1is activated by microsomal enzymes to reactive metabolites (13-
hydroxyellipticine and 12-hydroxyellipticine) forming DNA adducts. The results indicate
that both nanotransporters (nanotubes MWCNT and apoferritin) seem to be promising to
be used in cancer treatment. However, their potential in the clinical use needs to be proven

by additional in vitro and especially in vivo experiments.
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Seznam pouzitych zkratek a znacek

AIF faktor vyvolavajici apoptosu (z angl. apoptosis-inducing factor)
ATP adenosintrifosfat (z angl. adenosine triphosphate)
CNT uhlikové nanotrubice (z angl. carbon nanotubes)

MWCNT mnohovrstvé nanotrubice (z angl. multi-walled carbon nanotubes)

SWCNT jednovrstvé nanotrubice (z angl. single-walled carbon nanotubes)

COX cyklooxygenasa

CYP cytochromy P450

DDR odpovéd’ buiiky na poskozeni DNA (z angl. DNA damage response)

DMSO dimethylsulfoxid
DOX doxorubicin

DNA deoxyribonukleova kyselina (z angl. deoxyribonucleic acid)

dsDNA dvouvlédknova DNA (z angl. double-stranded DNA)
ssDNA jednovladknova DNA (z angl. single-stranded DNA)

EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina (z angl. ethylenediaminetetraacetic acid)

EPR efekt zvySené permeability a retence (z angl. enhanced permeability and

retention effect)

FDA Utad pro kontrolu potravin a 16¢iv (z angl. U.S. Food and Drug
Administration)

GSH glutathion

HAT histonacetyltransferasy

HDAC histondeacetylasy

HRP kfenova peroxidasa (z angl. horseradish peroxidase)

ICso koncentrace, ktera zptisobi 50% inhibici buné¢ného ristu

i.p. intraperitonealni podani

LPO laktoperoxidasa

MDR mnohocetna 1ékova rezistence (z angl. multidrug resistance)

MPO myeloperoxidasa



MRI
NAD(P)H
NMR

p.a.

PCL

PEG

PEI
PGA

PLA
PLGA

RES
ROS
SERS

TLC

zobrazovani magnetickou rezonanci (z angl. magnetic resonance imaging)
nikotinamidadenindinukleotid(fosfat) (redukovany)

nukledrni magnetické rezonance

pro analyzu

poly(e-kaprolakton) (z angl. polycaprolactone)

polyethylenglykol

polyethylenimin

polymery kyseliny glutamové (z angl. polyglutamic acid)

polymery kyseliny mlécné (z angl. polylactic acid)
poly(laktidy-co-glykolidy) [z angl. poly(lactic-co-glycolic acid)]
mnozstvi aduktil v normalnich, nemodifikovanych nukleotidech (z angl.

relative adduct labeling)

retikuloendotelialni systém
reaktivni formy kysliku (z angl. reactive oxygen species)

povrchem zesilena Ramanova spektroskopie (z angl. surface-enhanced

Raman spectroscopy)

tenkovrstva chromatografie (z angl. thin-layer chromatography)



Uvod

1 UVOD

Kazdoro¢n¢ ma rakovinné onemocnéni na svédomi témef 7 miliond umrti, a tento
pocet neustale roste [1, 2]. Tfemi nejcastéjSimi typy nadorovych onemocnéni jsou rakovina
plic, prsu a tlustého stfeva [3]. Navzdory velkému pokroku v pochopeni mechanismi
nadorového bujeni je rakovina stale jednim z hlavnich pficin smrti [4].

Rakovinné bujeni vznikd poSkozenim nebo mutaci urcitych skupin genti, dochazi
bud’ k aktivaci protoonkogentli nebo inaktivaci tumor supresorovych genti. Protoonkogeny
jsou geny, které koduji proteiny ucastnici se indukce bunécné proliferace a diferenciace.
Tumor supresorové geny koéduji proteiny inhibujici bunécny riist nebo “spoustéjici”
apoptosu [1, 5]. Genetické poskozeni, které méa za nasledek ztratu kontroly bunécné
proliferace, diferenciace a apoptosy, je hlavnim mechanismem karcinogeneze [6].
Nekontrolovatelnd bunééna proliferace a absence mechanismt bunééné smrti vede k tvorbé
abnormalni bunécné hmoty - tumoru (nddoru). Tento priméarni nador stle roste a pozdéji se
Sifi do dalSich Casti t€la, vytvari tzv. metastaze, a v konecném dusledku vede ke smrti
pacienta [1]. Nadory miiZeme rozdélit na benigni a maligni. Nadorové bunky benigniho
tumoru se nesiii do dalSich ¢asti téla, tyto nddory mohou byt odstranény a ve vétSing
pfipadd jiz znovu nevzniknou. Naproti tomu v pifipadé nadori malignich se nadorové
bunky §iti do okolni tkan€ a dalSich organli, ¢imZ se vytvaii metastaze. Chirurgické
odstranéni maligniho nadoru tak byva problémové [3].

K poskozeni genetického materidlu bunék muize dochdzet plsobenim vnéjsiho
prostfedi, rozvoj této choroby vSak ovliviiuji také genetické predispozice a zivotni styl.
Rizikovymi faktory jsou naptiklad koufeni, nadmérnd konzumace alkoholu, virové infekce
a zmény imunitniho systému [3].

Mezi zékladni metody protinddorové terapie patii chirurgicka 1écba, radioterapie a
chemoterapie [1, 7]. Chirurgické odstranéni a radioterapie jsou lécebnymi metodami prvni
volby pii 1écbé lokdlnich benignich nadort, které netvoii metastazy v dalSich Castech téla.
Protinddorova 1éc¢iva (chemoterapeutika) jsou pouzivana pii 1é¢beé vétSiny malignich

nadord [1].
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Chemoterapie je metoda zalozend na inhibici déleni rychle rostoucich nadorovych
bunék, cytostatika ale bohuzel ovliviiuji 1 zdravé rychle proliferujici bunky [1]. Konvencni
chemoterapeutika maji sice vétsi efekt na nadorové bunky nez na buiky zdravé, i presto
ale zplsobuji tato lé¢iva vazné vedlejsi ucinky souvisejici s jejich neschopnosti cilit
vyhradné na buiiky nadoru. Systémové podani cytostatik mlze byt vysoce toxické zejména
vici nékterym typim bunék, naptf. bunék gastrointestinalniho traktu, bunék vlasovych
folikulli a krevnich bunék. PoSkozovani téchto tkani vyvolava nezadouci vedlejsi ucinky,
jako je nausea, zvraceni, ztrata t¢lesné hmotnosti, viedy v ustech, ztrata vlast apod. [1, 2,
4]. Jednou ze strategii jak obejit tento nedostatek ve specifit¢ je vyvoj chemoterapeutik
nové generace s cilenym transportem [4]. Nové léCebné terapie zalozené na cileném
transportu 1é¢iv do naddorovych tkdni totiz minimalizuji tyto vedlejsi G€¢inky [1].

Od dob schvéleni prvnich protinddorovych 1éCiv (analoga kyseliny listové,
methotrexat atd.) pro 1écbu nadort ve Ctyficatych a padesatych letech minulého stoleti bylo
v 1écbé rakoviny chemoterapii dosazeno znacného pokroku. Bylo vytvoieno nékolik
systému cilen¢ho transportu, které jsou skute¢né¢ v mnoha aspektech schopné piekonat
piekazky spojené s konvencni léCbou cytostatiky [1, 2]. Tato chemoterapeutika blokuji
signaly, které naddorovym bunikdm pomahaji rist a nekontrolovatelné se délit, zabijeji
bunky indukci apoptosy, stimuluji imunitni systém a dopravuji 1éCiva cilené¢ do nadorové
tkan€, ¢imz minimalizuji poSkozovani zdravych bun€k a vznik nezadoucich vedlejSich

a&inke [1].
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1.1 Vybrana protinddorova |éciva

V diplomové praci byla studovéna tfi protinddorova léciva - ellipticin, etoposid a
doxorubicin. VSechna patfi mezi i€¢inna a vétsinou i v klinické praxi pouzivana cytostatika.
Mechanismem ucinku se vzajemné trochu lisi, ale vSechna maji spolecné to, ze ptisobi jako
inhibitory topoizomerasy II. Proto prvni ¢ast této kapitoly informuje o tom, co to

topoizomerasy jsou a jaka je jejich funkce v buiice.

Topoizomerasy - cilové molekuly cytostatik

Topoizomerasy jsou vysoce konzervované enzymy, které se vyskytuji témét ve vSech
zivych organismech od bakterii po clovéka. Jsou dulezitym regulacnim prvkem
usnadiiyjicim replikaci, transkripci DNA a dal$i jaderné procesy. Topoizomerasy jsou

cilovou strukturou mnohych protinddorovych 1é¢iv a antibiotik [8].

Topoizomerasy jsou jaderné enzymy, které méni topologii DNA bez toho, ze by
ménily strukturu nebo sekvenci deoxynukleotidii. Mohou piechodné pierusit jedno nebo
ob¢ vlakna DNA, kterd jsou po uvolnéni “pnuti” (rozvinuti molekuly DNA) znovu spojena.
Jsou schopné rozstépit fosfodiesterovou kostru molekuly DNA, ¢imz se vytvoii do¢asna
“brana”, jejimz prosttednictvim se miize “protdhnout” dalsi jedno- nebo dvouvlaknova
DNA. Poté topoizomerasa rozstépené vldkno opét spoji [9, 10]. Takto topoizomerasy
moduluji topologii DNA v zavislosti na fazi bunééného cyklu a transkripcni aktivité [11].
Hraji tedy vyznamnou roli v procesech rastu a déleni buiiky, jsou zapojeny do zakladnich
biologickych procest, jako je replikace DNA, transkripce, opravy DNA a pfestavba
chromatinu [10, 12, 13].

Ve vsech bunikach jsou pfitomny dva hlavni typy topoizomeras. Topoizomerasy I.
typu tvoii zlom na jednom z fetézci DNA, “pnuti” v nadSroubovici se uvolni otd¢enim
helixu kolem neporusené¢ho fetézce, a pak enzym pferuSeny fetézec opét spoji.
Topoizomerasy II. typu $tépi najednou oba fetézce dvouvlaknové DNA (dsDNA), mistem
preruseni pfemisti jiny, neporuseny usek dsDNA na druhou stranu helixu a oba fetézce

opét zceli [9, 10, 12, 13]. Tento proces uvoliiuje torzni stres, ktery vznika b&hem
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biologickych procesti jako replikace a transkripce. Deficience topoizomerasy Il brani
normalnimu bunéénému déleni a vede k bunécné smrti [8].

Kovalentni komplex topoizomerasa-rozstépend DNA se nazyva $té€pny komplex a je
pouze kratkodobym intermediatem. Nékteré slouceniny (napft. cytostatika) mohou ale tento
komplex stabilizovat a branit druhému kroku reakce - religaci vlaken DNA [13]. Mnozstvi
zloma v genomu se pak muze natolik navysit, Ze se stanou pro buiiku extrémné toxickymi.
Cim vyssi je koncentrace topoizomerasy II, tim efektivngj§i je cytotoxické puisobeni
cytostatik. A protoze v proliferujicich bunikach je mnozstvi topoizomerasy II vyssi nez v
buiikdch ostatnich, je ziejmé, Ze nadorové bunky jsou mnohem citlivéj§i na toxické
plsobeni inhibitorti topoizomerasy Il nez normalni tkané [10].

V organismech obratlovcii existuje topoizomerasa II ve dvou izoformach -
topoizomerasa Ila a pozd¢ji objevend topoizomerasa IIB. Topoizomerasa Ila je
exprimovana pirevazné v rychle proliferujicich buiikdch (napf. nddorové burky), zatimco
topoizomerasa IIf se exprimuje ve stejném mnozstvi v builkéch proliferujicich jako v
bunkach, které se ned¢li [10, 13]. Cytostatika inhibuji vétSinou ob¢ izoformy, ale protoze je
topoizomerasa Ilo “nadprodukovéna” v nadorovych buinkach, je idedlnim cilem
protinadorové terapie. Inhibice topoizomerasy II je pravdépodobné také mechanismem
vedlej$ich ucinkt nékterych cytostatik - vzniku sekundarnich nédort. Za tuto 1éCivy
indukovanou karcinogenezi je zfejm¢ zodpovédnd topoizomerasa IIf. Potvrzuji to
experimenty provadéné s modely mys$i s “knock-outovanym” genem pro
topoizomerasu 1. Izoformy topoizomerasy II tedy hraji v procesech protinddorové terapie

rozdilnou roli a vyvoj “izoenzym-specifickych cytostatik” by mél obrovsky vyznam [13].
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1.1.1 Ellipticin

Ellipticin (obr. 1.1) je alkaloid obsazeny v rostlinach celedi Apocynaceae
(napt. Ochrosia borbonica) [6, 14-16]. Ellipticin a nékteré jeho derivaty vykazuji vyrazné
protinadorové ucinky, jsou €inné na celou fadu nadorovych onemocnéni, jako je naptiklad
leukémie, lymfosarkom, melanom, rakovina plic, stfev, jater, prsu, glioblastom,
osteosarkom, myelom, neuroblastom [6, 14]. Terapeutické pouziti ellipticinu vSak omezuje
jeho nizkd rozpustnost a nezddouci vedlejsi ucinky [14, 15]. Cytotoxické ptisobeni
ellipticinu je pfedmétem mnoha studii jiz od sedmdesatych let minulého stoleti. Vysledky
téchto studii ukazuji, ze ellipticin a jeho derivaty interaguji s celou fadou regulacnich
molekul bunécného cyklu. Interaguji s DNA, s tumor supresorovym proteinem p53 a

n¢kolika kinasami a indukuji mitochondridlni apoptickou cestu [14].

Obr. 1.1: Struktura ellipticinu. Prevzato z [17].

1.1.1.1 Mechanismus plsobeni ellipticinu

Cytostatika jako ellipticin a jeho derivaty maji silné protinddorové ucinky diky
kombinovanému mechanismu ucinku, ktery zahrnuje zastaveni bunécného cyklu (angl. cell
cycle arrest) a indukci apoptosy [6, 14-16].

Zastaveni bunécného cyklu pisobenim cytostatik je zplsobeno piedevSim
poskozenim DNA. Role ellipticinu jako agens poskozujici DNA je klicova pro jeho
cytotoxické ptisobeni. Hlavnimi mechanismy zpisobujicimi poskozeni DNA jsou

I. interkalace do DNA;

II. inhibice topoizomerasy II;

III. tvorba kovalentnich aduktii s DNA po enzymové aktivaci pomoci cytochromt

P450 a/nebo peroxidas [6, 14-16].
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Mechanismy poskozovani DNA jsou velmi dilezité, a budou proto dale diskutovany
detailnéji.

Ellipticin iniciuje apoptosu mimo jiné tim, Ze generuje cytotoxické volné radikaly [6,
14, 15]. Iniciuje také mitochondrialni apoptickou cestu tim, ze zpusobuje depolarizaci
mitochondridlni membrany, coZ ma za nasledek uvolnéni cytochromu c a faktoru
vyvolavajiciho apoptosu (angl. apoptosis-inducing factor; AIF) z mitochondrialni
membrany a aktivaci kaspas [14]. Ellipticin pisobi také jako odptahovac¢ oxidaéni

fosforylace, ¢imZ naruSuje energetickou rovnovahu buiky [6, 14-16].

l. Interkalace elipticinu do DNA

Velikosti a tvarem molekuly se ellipticin velmi podobd komplementarnimu paru bazi
purin-pyrimidin. To umoziiuje jeho snadnou interkalaci do dvousSroubovice DNA.
Aromaticky a hydrofobni charakter planarni polycyklické molekuly ellipticinu navic vede
k silné interakci s hydrofobnimi oblastmi v molekule DNA [6, 14-16]. Vazba ellipticinu na
DNA zptlisobuje rozvolnéni dvousroubovice, které ma za néasledek naruseni replikace a
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mechanismt jeho protinadorového plisobeni [14].

Il. Inhibice topoizomerasy Il ellipticinem

Ellipticin tvofi zlomy v DNA, coz je pfipisovdno jeho schopnosti inhibovat
topoizomerasu II, tedy enzym, ktery je zodpovédny za spravny prubeéh replikace a
transkripce DNA [6, 14, 16]. Tvorba ternarniho komplexu mezi topoizomerasou II, DNA a
ellipticinem je klicova pro poskozeni nukleovych kyselin a néaslednou bunéénou smrt.
Predpoklada se, Ze topoizomerasa II je primarni cilovou molekulou ellipticinu [6, 15, 16].

Zjisténo také bylo, ze pro tvorbu ternarniho komplexu neni potieba piedchozi
asociace ellipticinu s DNA nebo s topoizomerasou II a neni nutnd pfitomnost piedem
vytvoieného komplexu DNA-topoizomerasa II [6, 14-16]. Interakci ellipticinu s
topoizomerasou II jiz potvrdilo mnoho studii, stile vSak neni rozifeSena krystalova

struktura ternarniho komplexu topoizomerasa II-DNA-ellipticin. Navic zatim nebyla
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potvrzena pifima souvislost mezi inhibici aktivity topoizomerasy II a cytotoxickym

pusobenim ellipticinu a jeho derivatii na nadorové bunky [14].

lll. Biotransformace ellipticinu a tvorba kovalentnich adukt ellipticinu s DNA

Je zfejmé, Zze vySe uvedené mechanismy antikancerogenniho ucinku ellipticinu jsou
zaloZeny na nespecifickém piisobeni tohoto 1éciva [15, 16]. Interkalace do DNA a inhibice
topoizomerasy Il probiha ve vSech typech bun¢k bez ohledu na jejich enzymovou vybavu,
a to jen diky obecnym chemickym vlastnostem ellipticinu a jeho afinity k molekule DNA a
topoizomerasy II [6, 15].

Nespecificky je také transport vysoce hydrofobni molekuly ellipticinu pfes bunécné
membrany do bunék (naddorovych i zdravych). To ale odporuje jeho specifickému piisobeni
vici nekterym nddorovym onemocnénim [6, 16]. Tato specifita je disledkem tvorby
kovaletnich aduktt ellipticinu s DNA po jeho pfedchozi metabolické aktivaci pomoci
cytochromit P450 (CYP) a/nebo peroxidas [6, 15, 16]. Tvorba kovalentnich adukti je
tietim mechanismem, kterym ellipticin posSkozuje DNA.

Ellipticin je tedy prolécivem, jehoz farmakologickd ucinnost zavisi na jeho aktivaci
pomoci cytochromli P450 a peroxidas v cilovych tkanich. Pokud jsou tyto aktivacni
enzymy exprimovany v nadorovych bunkdch, metabolizuji protinadorové prolécivo na

4

ucinngjsi latky.

a) Biotransformace ellipticinu katalyzovana cytochromy P450

Cytochromy P450 (CYP) tvofi skupinu hemovych proteintt ovlivityjicich
metabolismus Siroké skaly substrati. Hraji kli¢ovou roli v metabolismu xenobiotik, v¢etné
1éciv [15]. Metabolickou aktivaci ellipticinu vznikaji reaktivni formy, které tvoii
kovalentni adukty s DNA. Enzymové¢ katalyzovana oxidace ellipticinu a jeho derivatt je
intenzivné studovéana jiz od osmdesatych let minulého stoleti [14]. Je zndma struktura
vSech metabolitli ellipticinu produkovanych cytochromy P450, jsou identifikovany
jednotlivé lidské a potkani CYP, které participuji na tvorbé téchto metabolitii, a jsou zndmy

1 metabolity zodpovédné za kovaletni modifikaci DNA [16].
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S pouzitim ellipticinu znaCeného tritiem ([H3]ellipticinu) a techniky 32P-
postlabeling” bylo zjisténo, ze metabolickd aktivace ellipticinu cytochromy P450 a
peroxidasami vede k tvorbé dvou hlavnich a nékolika dalsich adukti DNA (obr. 1.2), a to

in vitro 1 in vivo v potkanich a mySich modelech [6, 14-16].
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Obr. 1.2: Autoradiogramy adukti ellipticinu s DNA generovanych lidskymi CYP3A4
detekovanych metodou ”3’P-postlabeling”. (4) 25 pmol, (B) 50 pmol a (C) 100 pmol.
Prevzato z [16].

Cytochromy P450 oxiduji ellipticin na pét metaboliti: 7-hydroxy-, 9-hydroxy-,
12-hydroxy-, 13-hydroxyellipticin a N?-oxid ellipticinu (obr. 1.3, str. 19). 7-hydroxy- a
9-hydroxyellipticin jsou povazovany za detoxika¢ni metabolity, protoze jsou z
experimentalnich zvitat efektivné exkretovany [14-16]. Jejich tvorba in vivo v organismu
potkana, jimz byl ellipticin podavan, skutecné nevede ke vzniku adukti s DNA [16].
9-hydroxyellipticin je vSak také farmakologicky G¢innym metabolitem, nebot” (podobné
jako ellipticin) efektivné interkaluje do DNA a je u€¢innym inhibitorem topoizomerasy Il
[14]. 13-hydroxy-, 12-hydroxyellipticin a ellipticin-N?-oxid jsou naopak aktivnimi
metabolity, které vytvafi dva hlavni adukty v DNA in vitro 1 in vivo [14, 16].
12-hydroxyellipticin vznikd dvéma zplsoby. Jednim je pfimé oxidace ellipticinu pomoci

CYP, druhym pak Polonowského piesmyk N2-oxidu ellipticinu (obr: 1.3, str. 19) [16].
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Obr. 1.3: Oxidace ellipticinu lidskymi CYP. Na obrazku jsou uvedeny vznikajici metabolity
ellipticinu a CYP zodpovedné za jejich tvorbu. Prevzato a upraveno dle [15].

Cilovou bazi, na kterou se aktivované ellipticinové metabolity vazou, je
deoxyguanosin, a tim se vytvaii dva jiz zminéné hlavni adukty v DNA [6, 15, 16]. Tyto
adukty jsou tvoreny ellipticin-13-yliem a ellipticin-12-yliem. Reaktivni slouceniny
ellipticin-13-ylium a ellipticin-12-ylium vznikaji spontdnnim St€penim 13-hydroxy- a 12-
hydroxyellipticinu, jiz bez Gcasti CYP [15].

V soucasné dobé neni mozné s jistotou urcit, zda cytotoxické piisobeni ellipticinu
souvisi pouze s jednim nebo vice efekty poSkozujicimi DNA. Nedavné studie ukazuji, ze
cytotoxita vyvolana ellipticinem v bunéénych liniich kiec¢ich fibroblastli neni zavisla na
expresi cytochromit P450 [18]. Akutni toxicita v téchto bunkach je tedy pravdépodobné
zpisobena molekulou ellipticinu jako takovou nebo metabolity nezavislymi na aktivaci
pomoci CYP [6, 16].

Dlouhodobé vystaveni pusobeni ellipticinu (stejné jako ostatnich polycyklickych
uhlovodikll) indukuje expresi cytochromi P450. Ellipticin je uU¢innym induktorem
cytochromi P450 1A, 1B1 a slabym induktorem CYP3A, cytochromu bs a

NADPH:CYP reduktasy. Schopnosti indukovat enzymy své vlastni metabolické aktivace

tidi ellipticin sviij metabolicky osud a farmakologickou t¢innost [6, 14, 15, 19-21].
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Exprese CYP je v nékterych zdravych tkanich (napf. jatra) a v nadorovych bunikach
(napt. rakovina prsu, ledvin, neuroblastom, glioblastom, rakovina §titné Zlazy) velmi
vysokd, zatimco v jinych tkanich a nadorech (napft. leukémie) je jejich exprese mnohem
nizs§i. Nicméné 1 vici leukemickym buiikdm vykazuje ellipticin toxické plsobeni a tvoii v
téchto bunkach adukty s DNA, piestoze obsahuji jen malé¢ mnozstvi CYP. V téchto
malignich tkanich jsou za enzymovou aktivaci ellipticinu odpovédné jiné enzymy -

peroxidasy [14-16].

b) Biotransformace ellipticinu katalyzovana peroxidasami

Rada xenobiotik, jako jsou 1é¢iva a karcinogeny, je vedle CYP metabolizovéna také
peroxidasami. B&hem metabolismu xenobiotik peroxidasami dochdzi nejen k jejich
detoxikaci, ale také k jejich aktivaci na reaktivnéj$i molekuly, které se kovalentn¢€ vazou na

DNA (podobn¢ jako je tomu v ptipadé metabolismu pomoci CYP) [15].

Peroxidasy, jako jsou modelové hovézi laktoperoxidasa (LPO), lidska
myeloperoxidasa (MPO), ov¢i cyklooxygenasa (COX-1), lidské cyklooxygenasa (COX-2)
nebo rostlinnd kienova peroxidasa (HRP), oxiduji ellipticin na slouceniny schopné
kovalentni vazby na DNA [15, 16]. Ackoli HRP muze slouzit pouze jako modelova
peroxidasa, schopnost MPO, LPO, COX-1 a COX-2 aktivovat ellipticin ma i fyziologicky
vyznam, nebot’ jsou exprimovany v mnohych nadorovych bunikach. Lidska MPO je
exprimovana v leukemickych buiikach, také v neutrofilech, je obsaZzena v mléce a krvi.
Podobné LPO je sekretovana epitelidlnimi butikami prsnich zlaz. Navic, vzhledem k tomu,
ze je ellipticin hydrofobni, hromadi se (stejn¢ jako ostatni hydrofobni latky) v tukové tkani,
napf. v prsu. Zde miize byt v zavislosti na aktivit¢ enzymi (LPO a MPO) oxidovan na
intermediaty modifikujici DNA. COX-1 je exprimovana konstitutivné v mnoha tkanich a
nekterych nadorech (napt. nddory mozku). V nékolika typech nddort (napi. nddory mozku)
byla navic zjisténa “over-exprese” COX-2 [16].

Peroxidasy metabolizuji ellipticin jednoelektronovou oxidaci na volné radikaly, které
v zavislosti na prostfedi tvoii bud’ nasledné metabolity nebo adukty s DNA. Pii zkoumani
oxidace ellipticinu peroxidasami in vitro byly detekovany jeho dva metabolity (obr. 1.4,

str. 21). Tim hlavnim je dimer ellipticinu. Druhym minoritnim produktem oxidace
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ellipticinu peroxidasami je N2-oxid ellipticinu, tedy stejny metabolit, ktery generuji také
CYP. Za pouziti dvou nezavislych metod, tritiem znaceného ellipticinu a metody 32P-
postlabelingu”, bylo dokéazano, Ze se ellipticin po oxidaci peroxidasami kovalentn¢ vaze na
DNA [15, 16]. Zajimavé je, ze ptestoze mechanismus oxidace ellipticinu pomoci peroxidas
je jiny nez v piipadé CYP, tvoii se také dva adukty s DNA, identické s témi, které tvori

13-hydroxy- a 12-hydroxyellipticin vznikajici ptisobenim CYP [14].
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Obr. 1.4: Metabolismus ellipticinu katalyzovany peroxidasami a lidskymi CYP. Obrazek
ukazuje charakterizované metabolity a tvorbu kovalentnich aduktii s DNA. Slouceniny v
zavorkach nebyly za experimentalnich podminek detekovany. Jsou to elektrofilni metabolity,
které se chovaji jako arylacni cinidla a tvori deoxyguanosinové adukty. Prevzato a upraveno

dle [15].
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1.1.1.2 Vedlejsi ucinky ellipticinu

Diivodem velkého zdjmu o ellipticin a jeho derivaty v klinickém pouZiti je jejich
vysoka ucinnost proti fadé nddorovych onemocnéni, relativné nizké vedlej$i ucinky a
absence hematologické a hepatické toxicity. Jako vSechna protinadorova lé¢iva ale nckteré
vedlejsi toxické ucinky maji. Mezi ty nejCastéjsi patii renalni insufience, sucho v tustech,
mykosa jazyku a jicnu, zazivaci obtize (nausea, zvraceni), hypertenze, svalova kiec¢ a velmi

vyrazna chronicka tnava [6, 14-16].

1.1.2 Etoposid

Etoposid (obr. 1.5 B) je protinadorové 1€¢ivo dnes bézné pouzivané k 1€cb¢ rakoviny
plic, varlat a lymfomi, jeho G¢innost vici jinym typim nadorovych onemocnéni je vSak
relativné nizkd. Je Casto pouzivan v kombinaci s dal§imi cytostatiky, napf. cisplatinou,
karboplatinou, cyklofosfoamidem nebo bleomycinem [10]. Jedna se o semisynteticky
derivat podofylotoxinu (obr. 1.5 A) [10, 13]. Podofylotoxin je pfirozené se vyskytujici
sloucenina izolovana z kofenli a oddenkii rostlin Podophyllum peltatum (Cesky noholist
Stitnaty [22]) a Podophyllum emodi (noholist himalajsky [23]). Je to latka, ktera plsobi
jako uc¢inné antimitotikum. Vaze tubulin a inhibuje tak vystavbu mikrotubulii [10].
Derivaty podofylotoxinu vyuzivané jako protinddorovd lécCiva se nazyvaji

epipodofylotoxiny a patii mezi n¢ vedle etoposidu také teniposid a etoposidfostat [9].
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Obr. 1.5: Struktura podofylotoxinu (A) a etoposidu (B). Prevzato z [10].
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1.1.2.1 Mechanismus plsobeni etoposidu

Etoposid byl poprvé syntetizovan v roce 1966 a roku 1983 byl schvalen pro klinické
pouziti [13]. Mechanismus antineoplastickych u¢ink etoposidu byl vSak v t¢ dobé
nezndmy. Pozdé&ji bylo zjiSténo, Ze etoposid v bunikdch zplsobuje jedno- a dvouvldknové
zlomy DNA. Pokud je etoposid odstranén, dochdzi k rychlé opravé téchto zlomd.
Vyzkumy také vedly k poznéani, ze zlomy se vytvari pii experimentech provedenych na
izolovaném jadie, ale nelze je pozorovat, pokud se izoluje samotnd DNA. To vedlo k
zaveru, ze pro tvorbu zlomti v DNA je zapotiebi néjaky jaderny enzym [10, 12]. Dnes
vime, ze timto enzymem nutnym pro cytotoxicky ucinek etoposidu je topoizomerasa II [9,
10, 12, 13]. V dobé¢ objeveni etoposidu vsak jesté ani pojem “DNA topoizomerasy” nebyl
znam. Kdyz byl etoposid uveden do klinické praxe, byla tato skupina enzymu intenzivné
studovana a v roce 1984 pak byla jako cilova struktura etoposidu skute¢n¢ identifikovana
topoizomerasa II [12].

Jak jiz bylo uvedeno vyse, topoizomerasy Il jsou enzymy, které moduluji topologii
DNA. Jsou tedy schopné uvolilovat “pnuti” DNA. Etoposid a dalsi topoizomerasové jedy
pusobi tak, ze tvofi ternarni komplex s enzymem a DNA, ¢imZ bréani religaci zlomu.
Stépné komplexy topoizomerasa II-DNA jsou za normélnich podminek pouze pfechodné,
etoposid vSak tento komplex stabilizuje, coZ mize mit fatalni disledky [9, 10, 12]. Zlomy
DNA stabilizované etoposidem jsou sice potencialné cytotoxické a mutagenni, jsou ale
pomérné nestabilni [9]. To vSak pouze do té doby, nez za¢ne proces replikace. Narazi-li
replikacni vidlice na komplex topoizomerasa II-DNA stabilizovany etoposidem, dojde k
roztrzeni §t€pného komplexu a piechodny jedno- nebo dvouvldknovy zlom ptechazi na
trvalou dvouvldknovou “frakturu" DNA [9, 12]. Poskozeni DNA aktivuje sit’ senzord,
mediatort a efektorit nazyvanou odpoveéd’ buiiky na poskozeni DNA (angl. DNA damage
response, DDR), ktera detekuje poskozeni a rozsiti “signal” po celé bunce prostfednictvim
signaliza¢ni amplifikacni kaskady. V disledku toho se zpomali nebo uplné zastavi bunéény
cyklus, aby nedochéazelo k duplikaci poSkozené DNA a jejimu pfenosu do dcefinnych
bunék [13]. Pokud jsou tedy trvalé zlomy v dostatecné koncentraci, spusti se kaskada

reakci, kterd nakonec vrcholi bunéénou smrti [10, 12].
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Etoposid je z buniky Uc¢inné a rychle odstraiiovan a narozdil od ostatnich inhibitori
topoizomerasy Il se nevdze na volnou DNA ani samotnou topoizomerasu II. Zlomy, které
se objevuji pii inkubaci bun¢k s etoposidem, jsou tudiz rychle opravovany, pokud je
vystaveni bun€k pilisobeni etoposidu pteruseno. Naproti tomu po inkubaci bunék s
inhibitory topoizomerasy II, které interkaluji do DNA (napi. doxorubicinem), dochézi
pouze k malé nebo vibec zddné opravé zlomi. Pro klinické aspekty z tohoto vyplyva, ze
buiiky musi byt vystaveny piisobeni etoposidu po dostatecné dlouhou dobu [9].

Je znamo, Ze etoposid pisobi na DNA primarné tak, ze stabilizuje $tépny komplex
DNA-topoizomerasa Il béhem katalytického cyklu tohoto enzymu. Detailni mechanismus
interakce na molekularni Grovni vSak zatim neni zcela objasnén. Mechanismus vzniku
ternarniho komplexu etoposid-topoizomerasa II-DNA a zpisob interakce mezi

jednotlivymi komponentami se snazi vysvétlit n€kolik modeld [10]:

a) V roce 1988 Long a Stringfellow [24] publikovali model ternarniho komplexu, ktery
vysvétluje, jak etoposid brani religaci rozStépenych
vldken DNA a blokuje topoizomerasu II. Podle

jejich predstavy interaguje etoposid pomoci Z

vodikovych vazeb s nukleotidy DNA, které jsou

Topoizomerasa Il

ptistupné ve chvili, kdy topoizomerasa II vlakna
roz$tépi (obr. 1.6).

Obr. 1.6: Model mechanismu vzniku terndrniho Etoposid

komplexu etoposid-topoizomerasa II-DNA podle —

Longa a Stringfellowa. Prevzato a upraveno dle [10]. ;

b) Chow a kol. [25] pak publikovali, Ze latky piisobici na komplex DNA-topoizomerasa
IT se skladaji ze dvou domén: prvni doména umoziuje interakci s DNA (v piipade

etoposidu je to aromatické jadro), druha se vaze na enzym (obr. 1.7, str. 25).
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Obr. 1.7: Model mechanismu vzniku
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¢) Roku 1991 Eich a kol. [26] navrhli
model, ktery do interak¢éniho schématu

zahrnuje dalsi ¢asti molekuly etoposidu. V y-laktonu etoposidové molekuly je velké

vnitfni pnuti, a snadno by proto reagoval s nukleofilem v aktivnim centru
topoizomerasy II. Volny fenol etoposidu by pak mél reagovat s jednovlaknovou DNA
namisto tyrosinu v aktivnim centru topoizomerasy II, ktery se normalné i¢astni $tépeni
DNA. Vznikajici kovalentni komplex etoposid-DNA-topoizomerasa Il tak zabrafnuje

opétovnému spojeni rozstépenych vidken DNA.

Etoposid ma nizkou afinitu k volné DNA a neni DNA-interkaldtorem. Neddvné
studie ale dokazuji vysokou afinitu etoposidu k chromatinu a histoniim, coz naznacuje, ze
vedle topoizomerasy Il je cilovou strukturou etoposidu také chromatin [13]. Replikace a
transkripce DNA jsou zavislé na organizaci chromatinu v burce. Strukturu chromatinu
ovliviiuje zejména modifikace histond. V zavislosti na typu modifikace pak dochézi k
inhibici nebo aktivaci transkripce genl. Z posttranslacnich modifikaci histonli je v
souvislosti s lé¢bou etoposidem nejvyznamnéjsi acetylace. Stupen acetylace histond je
regulovdn pomoci histondeacetylas (HDAC) a histonacetyltransferas (HAT). Tyto enzymy
mohou (navzdory svému ndzvu) regulovat stav acetylace 1 u jinych proteinii, nez jsou
histony. Mnohé experimenty dokazuji, ze aktivita HDAC a HAT souvisi s regulaci
topoizomerasy Il a s odpovédi organismu na lécbu etoposidem. Koncentrace etoposidu
vystavena pusobeni inhibitoru HDAC trichostatinu A [13]. Vedle tohoto inhibitoru HDAC
zvySuje citlivost bunék viici cytotoxickému plsobeni etoposidu také jiny inhibitor HDAC,

kyselina valproova [27, 28].
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1.1.2.2 Biotransformace etoposidu

Neéktera experimentalni data ukazuji, Ze etoposid pusobi cytotoxicky nejen
prostiednictvim stabilizace Stépného komplexu a blokaci religace rozstépenych vlaken.
Derivaty etoposidu vzniklé metabolickou aktivaci se také mohou nekovalentné nebo
kovalentn¢ vazat na bunécné proteiny a DNA, a vést tak k jejich inaktivaci. Etoposid
podléhd zejména oxida¢nim reakcim (napi. O-demethylace) plsobenim enzymovych
systétmll jako jsou cytochromy P450 nebo peroxidasy [10]. NavrZzeno bylo né¢kolik
moznych metaboliti etoposidu. Otevienim laktonového kruhu mohou vznikat
hydroxykyseliny, mtize dojit ke ztraté cukerného zbytku a uvolnéni aglykonu, mohou se

tvofit glukosiduronové a sulfatové konjugaty. O-demethylace vede k tvorbé katecholu [9].

1.1.2.3 Rezistence bunék vici etoposidu

Tak jako pro vétSinu protinadorovych 1€¢iv plati 1 pro etoposid, ze hlavni piekazkou
v klinické praxi je vznik rezistence vuc¢i tomuto léCivu u pacientl, kteti jiz diive
chemoterapii podsoupili. Existuji dva hlavni mechanismy vzniku rezistence. Prvnim z nich
je tzv. mnohocetnd I¢kova rezistence (angl. multidrug resistance; MDR), kterd snizuje
koncentraci cytostatika v buiice, druhym mechanismem je specifickd rezistence zpisobena
sniZzenou aktivitou topoizomerasy II [9, 10].

Mnohocetna 1ékova rezistence je zpusobena zvySenou expresi P-glykoproteinu, coz
je transmembranova ATP-pumpa, jejimz tkolem je odstranovat exogenni latky z buiiky [9,
10]. Vysoka exprese tohoto proteinu vede tedy ke snizeni koncentrace cytostatik v
buiikdch, a tim ke snizeni jejich terapeutické ucinnosti. Typickym rysem tohoto
mechanismu 1ékové rezistence je, Zze vznik rezistence vuci jednomu cytostatiku vede k
rozvoji rezistence také vUc¢i dalSimu, casto strukturné odliSnému 1éCivu. Tento
mechanismus rezistence vSak nesouvisi s mechanismem ucinku etoposidu [9].

Aby mohl etoposid stabilizovat dvouvldknové zlomy v DNA, musi byt
topoizomerasa II aktivni. Aktivita topoizomerasy II miize byt regulovana jednak
kvantitativné, tj. snizenim jejiho mnozstvi v buiice, nebo kvalitativné, tedy jeji modifikaci
(fosforylace) [10]. Snizeni mnozstvi topoizomerasy II je zptisobeno bud’ snizenou genovou

expresi nebo zvySenou proteinovou degradaci a vede ke vzniku rezistence vici etoposidu a
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dal$im inihibitorim topoizomerasy II. Fosforylace sice zvySuje katalytickou aktivitu
topoizomerasy II, nadmérnd fosforylace vSak vede ke snizeni schopnosti etoposidu
stabilizovat komplex topoizomerasa II-DNA. Je to pravdépodobné dano zvysSenim
rychlosti religace dvouvldknovych zlomi. Rezistence vici etoposidu tudiz vznika jak v
bunkach, ve kterych je topoizomerasa II hyperfosforylovana, tak v bunikach, ve kterych je

aktivita topoizomerasy II snizena hypofosforylaci [9].

1.1.2.4 Etoposidfosfat

Etoposid je Spatné rozpustny ve vodé, a vétsi davky

etoposidu proto obc¢as vyzaduji podani velkych objema jeho HSCEO o

roztokll, coz miize u nékterych pacientli zptisobovat selhani Ho OH CB

srdce. Vysoké davky etoposidu mohou také vyvolat <Z i \ \T(O
hypersenzitivni reakci, ale 1 hypotenzi. Aby se predeslo témto . ©
problémim spojenych s rozpustnosti etoposidu, byla jeho HSCOQOCHB
struktura derivovdna na etoposidfosfat (obr. 1.8). HOSP:/(())H

Etoposidfosfat je prolécivo, které se velmi rychle (béhem 15
Obr. 1.8: Struktura
etoposidfosfatu. Prevzato

z[9].

minut) kompletné pfeméniuje v organismu na etoposid
pusobenim alkalické fosfatasy obsazené v krvi.
Farmakokineticky odpovidd etoposidu, mé stejné
protinddoroveé Ucinky, ale narozdil od etoposidu je mozné ho

podavat v kratkych ¢asovych intervalech [9, 12].

1.2.2.5 Vedlejsi ucinky etoposidu

Hlavnim vedlejsim ucinkem pii klinickém pouziti etoposidu je jeho myelosupresivni
ucinek (potlaceni funkce kostni diené = utlum krvetvorby). Narozdil od ostatnich cytostatik
nejsou ale pro etoposid typické vedlejsi u€inky jako zazivaci obtize, nausea a zvraceni. I pfi
podavani vysokych davek etoposidu jsou tyto potize malo Casté a pokud se vyskytnou, 1ze se
snadno 1écit antiemetiky. Také kardiotoxicita etoposidu je velmi nizkd, coz umoZiiuje jeho
pouziti ve vysokych davkach [10]. Po dvou nebo tech letech terapie etoposidem se vSak

muze objevit sekundarni leukémie [9, 10].
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1.1.3 Doxorubicin

Doxorubicin (nazyvany také adriamycin) patii do skupiny protinddorovych antibiotik
antracyklini. VSechny antracykliny maji rigidni planarni strukturu, obsahuji dvé casti -
cukernou slozku a aglykon. Aglykon se sklada z tetracyklického kruhu, ve kterém je
obsazena chinonova a hydrochinonova skupina. Cukerny zbytek nazyvany daunosamin je

ke zbytku molekuly ptipojen glykosidickou vazbou (obr. 1.9) [6, 11, 29].

O OH C”’ O OH (l?
CCH,OH CCH;
CU XX oo CI XX Ton
CH,O O OH O H O OH O
o) 0
CHj CHj
NHZ NHZ
| OH s OH
0O OH (1? 0O OH (I?
CCHs CCH,OH
CU XX oo LI fon
CH 0O O OH O CH 0O O OH O
0 0
CH;j CHj
NH, NH,
H
OH 4 0

Obr. 1.9: Struktury antracyklinovych léciv: (1) doxorubicin, (2) idarubicin, (3)

daunorubicin a (4) epirubicin. Prevzato z [29].

Doxorubicin vykazuje protinadorové pusobeni vi€i Sirokému spektru nadorovych
onemocnéni, soucasné je jednim z nejvice pouzivanych chemoterapeutik v klinické praxi
[29]. Bézné se pouziva k 1€¢b¢ rakoviny mocového méchyie, rakoviny prsu, zaludku, plic,

Prvni antracykliny byly izolovany z “pigment-produkujicich” bakterii Streptomyces
peucetius na pocatku 60. let minulého stoleti [7, 8, 11]. Prvnim izolovanym antracyklinem
byl daunorubicin, ktery byl Gspésné pouzit v 1écbé akutni leukémie a lymfomu. V roce

1967 vsak bylo zjiSténo, Ze daunorubicin milZze zplsobovat fatalni poskozeni srdce. Védci
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proto genetickymi modifikacemi Streptomyces peucetius ptipravili latku novou -
adriamycin, ktery byl pozd€ji nazvan doxorubicinem. Ackoli mad doxorubicin vyssi
terapeuticky index nez daunorubicin, kardiotoxicita stale zistava hlavnim problémem jeho
pouziti. Tyto slouCeniny vytvoftily zéklad pro dalsi vyzkum a dnes uz zndme vice nez 2 000
analogti doxorubicinu [30].

Antracykliny patii mezi nejefektivnéj$i protinddorova 1éciva, kterda kdy byla
vyvinuta, a v protinddorové terapii jsou jiz dlouho pouzivana. Jejich klinické pouziti vSak
omezuji nékteré vazné problémy, jako je vznik rezistence v nadorovych bunkach a toxicita
vicéi zdravym bunkam (zejména poSkozeni srde¢niho svalstva) [8, 11, 30]. Navzdory
obrovskému usili fady laboratoii vyvinout efektivnéj§i a méné kardiotoxicky derivat

zustava doxorubicin jednim z nejlepsich a nejvice klinicky pouzivanych cytostatik [29].

1.1.3.1 Mechanismus plsobeni doxorubicinu

Pfesny mechanismus ptisobeni doxorubicinu a ostatnich antracyklinovych 1€¢iv je
slozity a stale pon€kud nejasny. NavrZzené mechanismy se rizni, nékteré jsou zatim sporné
[7, 8]. Cytostatické plisobeni doxorubicinu na nadorové buniky zahrnuje

I. interkalaci do DNA vedouci k inhibici syntézy makromolekul;

II. poSkozeni DNA v disledku inhibice topoizomerasy II;

III. tvorbu adukti s DNA;

IV. tvorbu volnych radikali vedouci k poskozeni DNA a peroxidaci lipida [6-8, 11, 30].

Koncentrace antracyklinii pouzivana v klinické praxi zpusobuje tvorbu jedno- a
dvouvldknovych zlomid DNA (vliv inhibice topoizomerasy II). Pokud je doxorubicin
aktivovan pomoci NAD(P)H-dependentnich oxidoreduktas a piechodnych kovi, tvofi
nestabilni kovalentni adukty s DNA [6]. V klinicky pouzitelnych koncentracich nedochazi

k poskozeni DNA ani peroxidaci lipidli ptisobenim volnych radikali [6, 11].
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I. Interkalace doxorubicinu do DNA

Je prokazéno, Ze primarni cilovou strukturou antracyklini je DNA. Planarni
aromatickd molekula doxorubicinu (antrachinonovy kruh) interkaluje mezi pary bazi v
DNA téméf kolmo na osu dvousSroubovice. Jeden z kruhii se chova jako kotva a stabilizuje
komplex pomoci vodikovych vazeb, zatimco cukerny zbytek daunosamin lezi v malém
zlabku “double-helixu” DNA a interaguje s okolnimi pary bazi tésn€ sousedicimi s mistem
interkalace (obr. 1.10 A) [6-8].

Interkalaci doxorubicinu do molekuly DNA dochazi k separaci vldken DNA
(rozvolnéni otacky double helixu o 27°), coz vede v DNA k vyraznému torznimu stresu,
ktery mlze ovlivnit strukturu a dynamiku nukleosomi. Nedavné studie skute¢né poukazuji
na ucast doxorubicinu na separaci nukleosomii od molekuly DNA, coZ ma za nasledek
neschopnost opravy DNA a smrt buiniky. Destabilizace nukleosomil zplsobend torznim
stresem je nove navrzenym mechanismem plisobeni antracyklinovych cytostatik [8].

Elektrochemické studie prokazuji, Ze doxorubicin nejenze interkaluje do
dvouvldknové DNA (dsDNA), ale také siln¢ interaguje s jednovldknovou DNA (ssDNA).
Tato interakce je pravdépodobné zprostiedkovana silnymi n-r interakcemi. Predpoklada se,
ze se tyto interakce vyskytuji hlavné mezi guanosinem a adeninem, mezi ostatnimi bazemi

v mnohem mensi mite (obr. 1.10 B) [7].

Obr. 1.10: (A) Interkalace doxorubicinu do DNA [8] a (B) model interakce
doxorubicinu s jednovlaiknovou DNA [7]. V obou obrdzcich je molekula

doxorubicinu zndzornéna zelené.
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Il. Inhibice topoizomerasy Il doxorubicinem

Doxorubicin inhibuje funkci topoizomerasy II tim, Zze stabilizuje komplex
topoizomerasy II s DNA v okamziku rozpojeni vldken DNA, kdy jsou vldkna DNA
kovalentné¢ vazana na tyrosylové zbytky topoizomerasy II. Timto mechanismem
doxorubicin zabranuje opétovnému spojeni vldken dvousroubovice DNA, tvoii se zlomy v
DNA a replikace se zastavi [7, 11, 30]. Zastaveni bunécného cyklu spusti kaskaddu dé&jii
vedouci k programované bunécné smrti. Miize se stat, Zze se nadorové bunky stanou
rezistentnimi vic¢i uc¢inkim doxorubicinu, coz je zpisobeno zvySenou genovou expresi a
aktivitou topoizomerasy II [11].

Existuje vSak mnoho pfipadl, kdy smrt buiniky zpusobend doxorubicinem neni
zavisla na inhibici topoizomerasy II. Tato zjiSténi naznacuji, ze blokace topoizomerasy II v
mistech S$tépéni DNA neni jedinym mechanismem antikancerogenniho uc¢inku
antracyklinovych 1€¢iv [8].

Protinddorové ucinky ma doxorubicin bez pochyby na délici se buiiky, ve kterych je
hlavni formou topoizomerasy II izoforma a. Srdecni selhani, hlavni vedlejsi ucinek
doxorubicinu, je vSak zplsobeno poskozenim bungk, které se nedéli. V téchto bunkach je
hlavni formou topoizomerasa IIB. Specificka “delece” této izoformy topoizomerasy II v
buiikach srde¢niho svalu skuteéné chrani experimentdlni zvifata 1é¢ena doxorubicinem
pfed srdecnim selhdnim. Stejny u€inek maji inhibitory topoizomerasy II. Z téchto vysledkii
1ze soudit, Zze zakladem kardiotoxicity doxorubicinu je blokace aktivity topoizomerasy IIf3

v nedélicich se bunkach srdce [8].

[ll. Tvorba kovalentnich aduktt doxorubicinu s DNA

Za hlavni mechanismus plsobeni doxorubicinu se povazuje inhibice
topoizomerasy II. Tento enzym ale neni jedinym bunéénym cilem doxorubicinu. Ukazalo
se, ze doxorubicin je také schopen vytvaret kovalentni adukty s DNA, pro jejich tvorbu je
ale nutna interakce s formaldehydem [8, 11, 29]. Klinicky pouzivané davky doxorubicinu
ale vedou k tvorbé pouze malého mnoZzstvi aduktli s DNA. Tvorba kovalentnich adukti
tedy neni hlavnim mechanismem pisobeni doxorubicinu [8]. Formaldehyd v téle vznika

radikdlovymi reakcemi z uhlikovych substrati, jako jsou lipidy nebo spermin [8, 11, 29].
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Formaldehyd vytvaii konjugat se dvéma molekulami doxorubicinu, ktery po
hydrolyze poskytuje aktivni monomerni metabolit (formaldehyd ve formé reaktivni
Schiffovy baze na aminoskupiné cukerného zbytku daunosaminu) [11, 29]. Doxorubicin je
pak vazan na DNA jednoduchou kovalentni vazbou (N-C-N) mezi aminoskupinou
daunosaminu a aminoskupinou guaninu (obr. 1.11). Uhlik v této kovalentni vazbé pochazi
z formaldehydu. Daunosaminovy zbytek sméfuje do malého zlabku DNA. Vazba
doxorubicinu na DNA je déle stabilizovana vodikovymi vazbami mezi 1é¢ivem a druhym
vlaknem DNA, coz znacné prispiva k celkové stabilité aduktu [8, 29]. Struktura adukt
byla pfesné urCena pomoci 2D NMR, hmotnostni spektrometrie a rentgenové
krystalografie. Detailnéji se ve svém piehledném ¢lanku strukturou adukti doxorubicinu s

DNA zabyva Cutts a kol. [29].

cukr-fosfatova kostra

/

doxorubicin jedno vldkno DNA o)

N==
=\ ]
Wy e NN O_i’oz
=
\ N (o}

o druhé vldkno DNA

cukr-fosfatova kostra

Obr. 1.11: Interakce doxorubicinu s DNA zprostiedkovand formaldehydem.
Doxorubicin (zobrazen cernée) se vaze na jedno vlakno DNA pomoci vodikovych vazeb.
Prostrednictvim formaldehydu (skupiny -CH>- pochazejici z formaldehydu) tvori
kovalentni vazbu (Cervené) s guaninem druhého viakna DNA. Prevzato a upraveno dle

/8].

Zajimavé je, ze v nadorovych bunkéch senzitivnich vi¢i doxorubicinu je mnozstvi
formaldehydu vyssi nez v bunikdch k doxorubicinu rezistentnich a buitkach zdravych. To
znamend, ze v nadorovych buiikdch se tvofi vice aduktl doxorubicinu s DNA, coz

umoziuje selektivitu viac¢i nemocnym tkanim [8, 11, 29].
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IV. Tvorba volnych radikalt doxorubicinem

Dalsim dualezitym mechanismem plisobeni doxorubicinu in vivo je tvorba reaktivnich
forem kysliku, které poskozuji DNA a membrany [7, 30]. Toxické plsobeni doxorubicinu
na normalni diferencované buiikky muze souviset pravé s vysokou produkci reaktivnich
forem kysliku [7].

Redukci chinonového zbytku doxorubicinu vznika semichinonovy radikal, ktery je
velmi reaktivni a rychle reaguje s kyslikem za vzniku reaktivnich forem kysliku (ROS) -
superoxidového anionradikalu (O:~) a peroxidu vodiku (H202) [8, 11]. Této reakci
napomahaji NAD(P)H-oxidoreduktasy, jako napi. NADPH:cytochrom P450 reduktasa,
NADH:cytochrom bs reduktasa, mitochondridlni NADH-dehydrogenasa,
xanthindehydrogenasa a endotelidlni NO-synthasa [11]. Jednoelektronova redoxni reakce
doxorubicinu je doprovazena také uvolnénim zeleza z intraceluldrnich zdroji. Interakce
doxorubicinu s uvolnénym zelezem pak vede k tvorbé komplext 1é¢ivo-ion zeleza (3:1),
které katalyzuji pfeménu Oz a H202 na vysoce reaktivni hydroxylovy radikal (OH").
Tvorba volnych radikali zapficinuje oxidac¢ni stres a smrt buniky [8, 11].

K poskozeni DNA vlivem volnych radikalt dochéazi kratce po vystaveni organismu
pusobeni doxorubicinu. V klinické praxi byly za tcelem snizeni toxicity doxorubicinu
pouzity slou€eniny schopné volné radikaly vychytavat. Mnohé tyto latky vSak selhaly,
nebot’ tvorba volnych radikali bohuzel neni jedinym mechanismem vedlejSich G¢inkt

doxorubicinu [8].

1.1.3.2 Vedlejsi dcinky doxorubicinu - kardiotoxicita

Hlavnim problémem pfi klinickém pouZiti antracyklint je vedle béZznych vedlejSich
ucinkll spolecnych pro vSechna cytostatika (nausea, zvraceni, viedové postizeni sliznic,
alopecie) jejich kardiotoxicita [6]. Retrospektivni studie ukdzaly, Ze kardiomyopatie
zpisobend doxorubicinem a méstnava srdecni slabost jsou zavislé na davce a jejich vyskyt
prudce roste pifi pouziti kumulativni davky antracyklinii ptevySujici 500 mg/m?. Riziko
vzniku srde¢niho selhani zavisi také na véku pacienta. Velmi mladi a velmi stafi jedinci jsou
mnohem nachylnéjsi. Protinddorova 1écba v détstvi a dospivani miize pozdéji zapti€init vyvoj

kardiomyopatie v dospélosti. Riziko se také zvySuje, pokud pacient diive podstoupil
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radioterapii nebo byl 1éCen jinymi cytostatiky. Predchozi srde¢ni onemocnéni (v€etné
hypertenze) je také vyznamnym rizikovym faktorem pro rozvoj téchto komplikaci [11, 30,

31]. Kardiotoxicité¢ zptisobené doxorubicinem se detailnéji vénuje Chatterjee a kol. [31].

Mechanismus kardiotoxicity zptsobené doxorubicinem

Mechanismus terapeutickych ucinkit doxorubicinu na nadorové bunky je jiny nez
mechanismus jeho kardiotoxicity. Toxické pisobeni antracyklinli na kardiomyocyty neni
disledkem inhibice syntézy DNA, nebot v téchto bunkéich k replikaci nedochdzi.
Mechanismus kardiotoxicity antracyklini sice neni jeSté zcela objasnén, nicméné se zda,
ze roli hraje predevsim zvySeny oxidacni stres [6, 31]. To dokazuji zvySené hladiny ROS a
mira peroxidace lipidi. Je ale mozné, Ze se na kardiotoxicité podili vice mechanismti [31].
Srdec¢ni tkan je obzvlasté zranitelnd vac¢i pusobeni volnych radikald, nebot’ aktivita
antioxida¢nich enzymovych systémt (katalasa, GSH-peroxidasa-1) je v kardiomyocytech

relativné nizka [6, 11].

Strategie pro snizeni kardiotoxicity doxorubicinu

V tad€ laboratofi bylo navrZzeno mnoho strategii pro sniZeni kardiotoxicity
antracyklinovych 1é¢iv. V soucasnosti je hlavni preventivni strategii jak zabranit rozvoji
kardiomyopatie snizeni kumulativni davky doxorubicinu na <450 mg/m?. DalSimi
moZnostmi jsou pouZiti novych analogii antracyklinl, pouziti niz§ich davek v del$im
casovém useku, podavani 1é¢iv spolecné s antioxidanty nebo dexrazoxanem a vyuziti
technologie liposomalni enkapsulace [11, 30, 31].

Jak jiz bylo feCeno, mechanismus kardiotoxicity je jiny neZ mechanismus
protinadorového ptlisobeni. V soucasnosti vSak neexistuje zddna specificka metoda, ktera
by tohoto rozdilu vyuzivala. Naprosta vétSina protektivnich strategii se tak soustfedi na
podavani 1éCiv nebo piirodnich latek, které zlep$i antioxidacni ochranu kardiomyocyt
proti ROS [11]. Na ochranu bunky pied oxida¢nim stresem byly vyvinuty cetné
neenzymové i enzymové mechanismy. Mezi antioxidacni systémy patii napiiklad nckteré
aminokyseliny (cystein, methionin), déale sulfiredoxin, thioredoxin, glutathion,

metalothionein. Pouziti téchto antioxidantli chrani zdravé tkané pted ucinky cytostatik [6].
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Dexrazoxan se dnes v klinické praxi bézné pouziva jako prevence vedlejSich ucinkl
pii 1écbé doxorubicinem [31]. V téle je pfeménovan na slouceninu strukturné podobnou
kyseling¢ ethylendiamintetraoctové (EDTA), ktera je ucinnych chelatacnim cinidlem.
Dexrazoxan tedy vychytava ionty Zeleza, které by aktivovaly antracykliny, a zvySovaly tak
hladinu ROS [11], ma vSak také nékteré vlastnosti (napf. myelosupresivni ucinky), které
jeho pouziti omezuji [31].

Dalsim ze zpiisobi jak potlacit kardiotoxicitu antracyklinli a zarovenl zachovat jejich
protinadorové U€inky je enkapsulace téchto 1é¢iv do nanocastic [6, 7, 11]. Ptikladem téchto
transportnich systémt jsou liposomy. Enkapsulace 1é¢iva do liposomu je dosud
cytostatik. Liposomy nemohou uniknout z cévniho fecisté v mistech, kde jsou tésné spoje
(srdec¢ni sval), ale mohou krev opustit ve tkanich, ve kterych buiiky nejsou tak té€sné spojeny
(n&dory). Takto enkapsulovana IéCiva se tudiz hromadi piednostné v tumorovych tkanich a

nedostavaji se do mist, kterd jsou nejvic ohrozena toxicitou antracyklinti, do myokardu [30].
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1.2 Nanodastice pouzivané pro transport protinddorovych [éciv

Nanotechnologie, obor, ktery nachazi uplatnéni v mnoha oblastech lidského
vyzkumu, jak v primyslovych, tak védeckych odvétvi, je Casto sklonovanym pojmem
21. stoleti. Nesporny je zejména jeji vyznam v Iékatskych aplikacich [32].

Jak jiz bylo uvedeno vyse, rakovina je po celém svété stale jednou z hlavnich pficin
umrti. MoZnosti 1é¢by, které jsou v soucasné dobé dostupné, jsou nedostacujici a vyzaduji
zdokonaleni [33]. VétSina konvencnich cytostatik pfili§ nerozliSuje mezi nadorovymi a
normdlnimi bunikami, coZ ma za nasledek systémovou toxicitu a nezddouci vedlejsi ti€inky,
které omezuji maximalni davku téchto 1é¢iv [3]. Uinnost protinddorovych 1é&iv miize byt
snizovana jejich nizkou rozpustnosti ve vodé, enzymovym a hydrolytickym Stépenim,
endozomalni/lysozomalni degradaci, eliminaci 1é¢iv metabolickymi procesy v jatrech a
ledvinach [5, 32]. Po vice nez dvé desetileti se védecka obec snaZi pochopit mechanismy
rakovinného bujeni, piesto se pokroky ziskané v této oblasti daii pouze Caste¢né aplikovat
v praxi, ve vlastni 1é¢bé rakoviny. Jednim z hlavnich divodt, proc¢ se stale nedafi rakovinu
vylécit, je chybéjici systém selektivniho transportu protinddorovych terapeutik do
nadorové tkan¢ [33]. Predpoklada se, ze ke zlepSeni protinarodové terapie (ve formé
cileného transportu 1é¢iv) prispéje pravé vyvoj nanotechnologii. Produkty nanomediciny
mohou zlepSit vlastnosti konvencnich cytostatik, a optimalizovat tak ucinnost jiz
existujicich protinddorovych 1é¢iv [5, 33]. Nanotechnologie by tak mohla znamenat
zasadni pfevrat v 16cbé rakoviny.

Nanotransportéry maji unikatni vlastnosti, jako jsou miniaturni rozmeéry, vysoky
pomér povrch ku objemu a vhodné fyzikalné-chemické vlastnosti. Jsou schopny modulovat
jak farmakokinetické, tak farmakodynamické vlastnosti 1éCiv, ¢imz zvysSuji jejich
terapeuticky index [33]. Enkapsulaci 1éCiv do nanotransportéri dochazi ke zvySeni
efektivity plisobeni 1éCiva na nemocnou tkan a snizeni vedlej$ich ucinkt [34]. Transport
1é¢iv zprostiedkovany nanocéasticemi miZze znacné snizit davkovani, zvysit jejich specifitu
a biodostupnost, a snizit toxicitu 1éciv [32]. Pro vyvoj terapeutik ve formé nanocastic

existuje nékolik argumentt:
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ZvySeni rozpustnosti a stability 1é¢iv. V prvni fadé je to schopnost nanocastic
piekonat problémy spojené s rozpustnosti a chemickou stabilitou protinddorovych
1é¢iv. Nizkd rozpustnost ve vodé omezuje biodostupnost mnohych sloucenin.
Vstiebavani a transport Spatné rozpustnych 1é¢iv je mozné zlepsit enkapsulaci tohoto
Ié¢iva do hydrofilniho nanopfenasece. Soucasné¢ dojde i1 ke zvySeni jeho stability

in vivo [1, 33].

Ochrana lé¢iv pred degradaci a exkreci. Druhym dileZitym aspektem pii pouziti
nanocastic je ochrana terapeutika pied biodegradaci a vylu¢ovanim ledvinami, jakoz i

prodlouzeni doby jeho cirkulace v krevnim fecisti [1, 33].

Cileny transport lé¢iv do mista nadoru. Nanotechnologie napomahd zlepsit
distribuci a cileni protinddorovych 1¢é¢iv [33]. Cileny transport 1€¢iv maximalizuje

koncentraci 1é¢iva v cilové tkani a chrani okolni zdravé tkané [1, 2, 4].

Regulované uvoliiovani 1é¢iv. Nanocastice navic umoziuji kontrolované uvoliiovani
1é¢iv, nebot’ mohou byt navrzeny tak, aby svlj obsah uvolnily az po uréitém
spoustécim signdlu. Pfikladem muze byt cytostatikum enkapsulované do nanocastice,
ktera uvoliuje 1éCivo v zavislosti na pH prostiedi [33, 34]. Komplex léciva s
pfenasecem je vpraven do téla, kde ¢ekd na svij signdl. Néktera 1éciva poskozuji
zdravé tkané, ale regulované uvolnovani l1é¢iva z transportéru muze tento problém

eliminovat [32].

Omezeni vzniku rezistence. Cileny transport protinarodovych 1é¢iv ve formé
nanocastic také umoziuje snizit riziko vzniku rezistence nadorovych bunck vici
chemoterapii. Takovy transport 1€¢iv obecné zmensuje pravdépodobnost nespecifické
eliminace 1é¢iva pomoci ATPasovych pump [33]. Princip této tzv. mnohocetné 1€kové

rezistence je vysvétlen v kap. 1.1.2.3 na str. 26.
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1.2.1 Principy nanomediciny

Mezi obecné strategie nanomediciny sméfujici ke zlepSeni terapeutického indexu
1éCiv patfi pasivni akumulace, aktivni cileni a systémy reagujici na urcity stimul

(kontrolované uvoliovani 1€¢iv) (obr. 1.12) [4, 32, 33].

A Pasivni akumulace B Aktivni cileni C Kontrolované uvolfovani
| Nadorova N Cilovy
} . buiika roccpto'
O | ‘L°J L° (.°J/‘L°
o fz%
o b
- R — . -
o We°e B 2D e Wee D 2D

Hyperpermeabilni céva Endotelialni burika

Obr. 1.12: Schématické zndzornéni strategii pro cileny transport lé¢iv. (A) Pronikani
nanocdstic mezerami v nadorovych cévach vede k pasivni akumulaci léciva v nadoru. (B)
Aktivni cileni je dosazeno vazbou ligandu, ktery je na povrchu nanocdstice, na nadorové
buniky (1) nebo bunky endothelia nadorovych cév (2). (C) Aktivaci nanocastic vnitinim nebo

vnejsim podnétem je docileno kontrolované uvolnovani léciva. Prevzato a upraveno dle [33].

1.2.1.1 Pasivni akumulace lé&iv

Pasivni transport vyuziva patofyziologickych vlastnosti cév v nadorové tkéni.
Nadorové bunky stimuluji angiogenezi, nové cévy jsou ale Casto defektni a maji zvétSené
mezery mezi endotelidlnimi butikami. Velmi permeabilni cévy v kombinaci s nedokonalym
lymfatickym systémem pftispivaji k tomu, cemu se fikd “efekt zvySené permeability a
retence” (EPR, z angl. enhanced permeability and retention effect). Hyperpermeabilita cév
umoznuje nanocasticim o velikosti do nékolika stovek nanometri prostoupit z krve do
nadorovych bunc¢k. Molekuly této velikosti nemohou prochdzet tésnymi spoji mezi
endotelidlnimi buiikami vystylajicimi cévy zdravych tkani. Diky efektu EPR se
cytostatikum hromadi prednostné v misté zasazeném nadorem (obr. 1.13, str. 39) [1, 4, 5,
33, 34]. Pti pasivnim cileni 1é¢iv zaleZi na dobé cirkulace nanotransportéru v krvi. ZvySena
doba cirkulace znamena zvySenou akumulaci v cilové tkdni. Doba cirkulace je dana
fyzikéalné-chemickymi vlastnostmi nanocastic (velikosti, hydrofobicitou povrchu a

povrchovym nabojem, rozpustnosti), které je mozné vétSinou snadno ovlivnit.
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Obr. 1.13: Pasivni akumulace léciv. (A) Nanocdstice putuji normalnimi zdravymi cévami a
nemohou prochdzet tésnymi spoji mezi endotelialnimi burnikami. (B) Cévy v ndadorové tkadni
maji mezi endotelialnimi bunkami mezery, coz vede k akumulaci nanocastic prednostné v

ndadorové tkani. Prevzato a upraveno dle [4].

Mezi nanosystémy prvni generace zalozené na pasivni akumulaci v tumorové tkani
patfi vétSina nanocastic pouzivanych v klinické praxi. Pasivni cileni 1éCiv nevyZzaduje
piipojeni zadného specifického ligandu na povrch nanotranspotéru, cytostatika prvni
generace spoléhaji vétSinou na ovliviiovani farmakokinetiky a biodistribuce 1é¢iv
prostiednictvim modulace jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti. Nicméné tyto systémy,
zalozené pouze na cileni pomoci efektu EPR, jsou neselektivné vstiebavany i zdravymi
organy a obecn¢ se ma za to, ze nejsou pro potlaceni vedlejSich ucinkid dostacujici a nejsou
schopny maximalné vyuzit vyhod cileného transportu [2, 33]. Chemoterapie tedy rozhodné
vyzaduje pfipravu nanostruktur druhé generace s aktivnim cilenym transportem a

nanotransportérti reagujicich na urcity podnét [33].

1.2.1.2  Aktivni cileni transportu léciv

Aktivni cesta cileného transportu 1é¢iv vyuziva vysokoafinitnich ligandi pfipojenych
na povrchu nanocastic, které se vazou na molekuly, které jsou produkovany pouze v
cilovych bunkach nebo jsou produkovany v téchto bunkach ve zvysené mite (obr. 1.12 B,
str. 38). Cileny transport je zajiStén vysokou specifitou ligandu vaci piislusnému

bunénému receptoru [1, 2, 4, 32, 33]. Diky vysokému poméru povrch/objem dovoluji
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nanocastice inkorporaci i n€kolika riznych ligandd. Aktivni cileni zvySuje cytotoxické

plusobeni chemoterapeutik viici nadorové tkani a omezuje se jejich pusobeni na zdravé

tkan¢, ¢imz dochazi k potlaceni nékterych vedlejSich ucinkt. Aktivni transport 1é¢iv navic

casto predchazi vzniku mnohocetné 1€kové rezistence [1].

Piiklady ligandt pro aktivniho cileni transportu 1&Civ:

Protilatky. Prvnim ptikladem ligandt, které mohou byt pouzity v aktivnim cileném
transportu 1€¢iv, jsou protilatky. Protilatky jsou schopné specificky rozpoznat
antigeny exprimované na nadorovych buikach (napt. fetoprotein a lidsky choriovy
gonadotropin u rakoviny varlat nebo karcinoembryonalni antigen u rakoviny tlustého
stieva) a vazat se na né. Interakce protilatky s antigenem ale nemusi byt plné
specifickd a protildtka mlze interagovat i s proteiny na povrchu zdravych bunék,
které maji podobnou strukturu jako tumorové antigeny. Druhym nedostatkem
protilatek je jejich velikost, ktera zté¢zuje jejich prostup do pevnych nddorti, a omezuje
tak 1 jejich pouziti v cileni 1é¢iv. Vyhodou je jejich bezpecnost, nebot’ nejsou pro

lidsky organismus toxické [2].

Peptidy RGD. Dalsi moznosti aktivniho cileni je vyuziti specifickych receptort,
které jsou exprimovany vyhradné¢ nadorovymi buiikami a nejsou exprimovany
normalnimi zdravymi bunkami. Na nanocastici je vazan ligand, ktery se vaze na tyto
receptory na povrchu malignich bunék a vstupuje do bunky endocytosou
zprostiedkovanou receptorem. Takovymi receptory, typickymi pro nadorové buiiky,
jsou integriny. Integriny jsou povrchové bunécné receptory, které zprostiedkovavaji
spojeni mezi bunkami a okolni extracelularni matrix [2]. Na vétSinu integrinovych
receptortl se vaze tzv. peptid RGD (tripeptid slozeny z argininu, glycinu a kyseliny
asparagové). Nebot jsou integriny dlleZitou soucdsti pfi procesu angiogeneze, kterd
je kliCova pro tvorbu nadoru, jsou v nadorovych buiikach casto produkovany ve
zvySené mife. Peptid RGD se na tyto receptory véaze a prochdzi do bunky
endocytosou. Diky recyklaci integrinovych receptort mize buitka pfijimat 1éciva s
vazanym peptidem RGD neustale, nepietrzité [35]. Problémem je, Ze integriny jsou v

mensi mife exprimovany i ve zdravych tkanich [2].
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Folat. Receptorem, ktery je hojn¢ zastoupen u nekterych nddorovych onemocnéni a
neni exprimovan zdravymi buiikami, je povrchovy receptor pro kyselinu listovou (folat)
[1, 2]. Folatovy receptor je dobfe znamym tumorovym markerem [3]. Kyselina listova
(znama také jako vitamin Bo) je velmi dileZitym mediatorem pii déleni buiiky a jejim
rustu. Kyselina listova se vaze na svlij receptor na bunécné membrané a nasledné se
dovnitt buiiky dostdva endocytosou. Receptor pak uvolni folat do cytoplasmy a je
vracen na povrch buiiky. Nadorové builky se nekontrolované déli a rostou a na svém
povrchu maji velké mnozstvi folatovych receptort [35]. Kyselina listova proto Casto
byva kovalentné pfipojena k cytostatikiim a nanocasticim nesoucich cytostatika, aby byl

zajistén selektivni transport do nadorovych bunék [2, 35].

Transferrin. Transferrin je membranovy glykoprotein, ktery podporuje transport
iontl zeleza do rychle rostoucich bunék. ZvySené naroky nadorovych bunck na
mnozstvi pfijatych iontl Zeleza vede k “over-expresi” transferrinovych receptori na
povrchu téchto bun¢k. Vazba transferrinu na chemoterapeutikum mutize tak byt také

vyuzita pro aktivni cileni 1€¢iv [1].

Aptamery. Poslednim typem jsou ligandy tvofené nukleovymi kyselinami, tzv.
aptamery. Aptamery jsou kratké jednovlaknové oligonukleotidy, které jsou
intramolekuldrnimi interakcemi (prostiednictvim parovani bazi) usporadané
(“sbalené”) do unikétni trojrozmérné struktury schopné se s vysokou afinitou a
specifitou vazat na cilovy antigen podobné¢ jako protilatky (obr. 1.14) [2, 35].
Aptamery jsou snadno izolovatelné, maji pozoruhodnou stabilitu v Sirokém rozmezi
pH a teploty a ve srovnani s monoklonalnimi protildtkami maji vysokou afinitu k
antigentiim. Jejich mala velikost pak zajistuje jejich rychly prostup pevnymi nadory.

Nicméné produkce aptamert ve velkém mnoZstvi je zatim pftili§ nakladna [2].

Oligonukleotidy Bisfinavand Komplex

RNA nebo ssDNA ojrozmema aptamer-antigen
struktura

m""% “Sbaleni” Rozpoznani a vazba %%@
Ay —————— _

Obr. 1.14: Schématické zndazornéni principu molekuldarniho rozpozndvani aptamerii.

Prevzato a upraveno dle [36].
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1.2.1.3 Kontrolované uvolriovani lé¢iva

Dalsi moznosti cileného transportu 1€Civ jsou nanopienasece reagujicich na urcity
podnét [2]. Tyto systémy reaguji na “spousStéci” mechanismus ve form¢ fyzikalniho,
chemického nebo biologického podnétu a na zéklad€ toho uvoliuji 1é¢ivo ze své struktury
(obr. 1.12 C, str. 38). Vyhody téchto systémul jsou jasné: 1é¢ivo se z nanotransportéru
uvolnuje az po aktivaci nééim, co je pritomno v nddorové tkdni, ¢imz se minimalizuje
systémové vystaveni organismu G¢inklim terapeutika [33]. Nador ma normalné nizsi pH a
vysSi teplotu nez zdravé tkané a nanotransportéry mohou byt sestaveny tak, ze uvoliuji
1é¢ivo ze své struktury pouze za téchto specifickych podminek v nadoru [2].

Stimul, na ktery nanosystém reaguje, muze byt dvojiho typu: vnitini (pato-
fyziologické/pato-chemické podminky) a vnéjsi (fyzikalni pisobeni ve formé tepla, svétla,

ultrazvuku, magnetické sily nebo elektrického pole) [2, 33].

a) Vnéjsi podnéty vyvolavajici uvoliiovani lé¢iva

Extern€ jsou aplikovany obvykle tzv. fyzikalni “spoustéce”. Lokalni hypertermie
ptikladem tohoto typu nanosystémi je ThermoDox®, pegylovany liposomalni doxorubicin,
ktery se z liposomu uvoliluje na zakladé zmén teploty. V soucasné dobé je tento 1€k ve
3. fazi klinického testovani [4]. Také pouziti svétla jako spoustéciho mechanismu je
slibnou metodou diky své jednoduchosti, moznosti presného cileni a biokompatibilité [33].
Dal$i moznosti je vyuziti magnetickych nanocastic. Cytostatikum je piipojeno k
biokompatibilnimu magnetickému nosi¢i a poté je smérovano do cilového mista v téle

pacienta pomoci vnéj$iho magnetického pole [2].

b) Vnitini podnéty vyvolavajici uvoliiovani lé¢iva
Vnitini podnéty zahrnuji zmény v pH, redoxnim potencidlu a iontové sile v cilovych
tkanich [33]. Je vSeobecné znamo, ze v dasledku rychlého ristu a invazivity nddorovych
bunék je jejich extracelularni pH o néco kyselejsi nez pH zdravych tkani [2]. Nadorové
buiiky vyzaduji pro svilj metabolismus obrovské mnozstvi glukosy. V téchto bunkach ale

neni glukosa pfeménovana aerobni glykolyzou na pyruvat, probiha zde zejména anaerobni
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glykolyza za vzniku kyseliny mléc¢né (laktatu). Laktat a vodikové ionty jsou transportovany
do extracelularniho prostoru, a naddorové bunky si tak udrzuji pH blizké fyziologickému
(pH 7.3). Cévni systém ale uz neni schopen zvysenou kyselost v okoli nddorovych bun¢k
efektivné odstrafiovat, coz ma za nasledek kyselé prostiedi (pH=5.6) v extracelularnim
prostoru nadorovych bunék [35, 37]. Podobn¢ pH intracelularnich organel (endosomy a
lysosomy) se lisi od pH cytoplasmy a krve, ¢ehoz se da vyuzit ke zvySeni intracelularniho
uvolnovani 1é¢iv z nanocastic [33]. Této skutecnosti lze snadno vyuZzit pro konstrukci
transportnich systému, které uvolni 1é¢ivo v kyselém prostredi [35].

Dal§im mikroprostfedim, které muize slouzit jako “spoustéci” stimul pro uvolnéni
1é¢iva, je hypoxické prosttedi naddorii vykazujici nizkou hladinu kysliku a dalSich zivin.
Takové prostfedi je bohaté na reduk¢ni slouceniny, které mohou byt vyuzity pro “spusténi”
uvoliiovani 1é¢iv z nanotransportérli zavislych na redox potencidlu okoli [33].
Nejznaméjsim piikladem takovych systémi jsou nanocastice, ve kterych je cytostatikum
ptipojeno disulfidickou vazbou. Vysoké koncentrace glutathionu v nadorovych tkénich
zpusobi rozStépeni disulfidickych vazeb a uvolnéni 1é¢iva [33, 35].
protinadorové terapie. Tisice publikaci ukazuji Ze, nanoterapeutika jsou v 1écb¢ rakoviny
ucinné, a to jak in vitro, tak in vivo [33]. Pfes jejich mnohé nesporné vyhody ziskalo zatim
jen malo nanotransportérti schvaleni pro klinické pouziti, nékolik dal§ich je momentaln¢ ve
fazi klinického testovani [1, 4]. Bezpecnost a dlouhodoby ucinek nanomateriala jsou zatim

neznamé [5].

1.2.2 Jednotlivé typy nanocastic s protinddorovymi [écivy

Nanomaterialll vyuzivanych v protinddorové terapii je celd fada. Patii mezi né
polymerni nanocéstice, lipidové nanotransportéry, proteinové nanotransportéry, jejichz
specialnim piipadem jsou virové kapsidy, dale pak tzv. kvantové tecky, zlaté, magnetické a
uhlikové nanocastice [6, 34, 33]. Priklady nanomateriadlii a nanopfenaSeCovych systémi

zobrazuje obr. 1.15 (str. 44).
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Obr. 1.15: Priklady nanomaterialii a nanoprenaSecovych systémii protinddorovych

léciv. Prevzato a upraveno dle [5].

1.2.2.1 Lipidové nanocastice

Existuji rtizné formy lipidovych nanocastic, nejvice studovanymi jsou liposomy a
micely. Prvnim 1é¢ivem tohoto typu byl pegylovany liposomalni doxorubicin (Doxil® nebo
Caelyx®), schvéleny k pouziti Ufadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (US Food and Drug
Administration; FDA) jiz v roce 1995. Dnes je pro klinické pouziti schvéleno jesté dalSich
pct lipidovych nanocastic: nepegylovany liposomdlni doxorubicin, nepegylovany
liposomalni daunorubicin, nepegylovany liposomdalni cytarabin, liposomalni sulfat

vinkristinu a liposomalni mifamurtid [33].

Liposomy
Liposomy patii mezi nejjednodussi a nejdéle pouzivané nanoptenasece. Jsou to duté
vacky s charakteristickou dvouvrstvou membranou slozenou z amfifilnich fosfolipida,

ktera je velmi podobné cytoplazmatické membrané (obr. 1.15) 1, 32].
Liposomy jsou pouzivany hlavné k solubilizaci 1é¢iv, ¢imz zlepSuji jejich

biodistribuci. Umoznuji enkapsulaci nejen hydrofilnich protinadorovych 1é¢iv ve svém
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vnitinim vodném prostiedi, ale také cytostatik hydrofobnich, kterd mohou byt rozpusténa v
lipidové membrané liposomu [1, 2, 32]. VétSinou se liposomy vyuzivaji pro pienos latek
hydrofilnich, nebot’ inkorporace hydrofobnich 1é¢iv do membrany liposomu je omezena
nedostatkem prostoru v membrang. Nicméné i kapacita liposoml pro enkapsulaci
hydrofilnich 1é¢iv je pomérné nizka [1].

Vyhodou liposomt je jejich biokompatibilita a snadna modifikace jejich povrchu
(umoZiujici piipojeni napf. protilatek pro aktivni cileny transport) [1, 32]. Diky schopnosti
liposomli odolat enzymové degradaci mohou byt liposomalni komplexy 1é¢iv aplikovany
pifimo do krevniho obéhu [2, 32]. Pouziti liposomu jako transportnich systémi mé vSak
také svd omezeni: liposomy jsou velmi rychle odstrafiovany z krve retikuloendotelidlnim
systémem (RES). Doba jejich cirkulace v krvi ale mize byt zvySena modifikaci povrchu
liposomt (naptiklad pifipojenim PEG nebo dextranu) [1, 32]. DalSimi nevyhodami jsou
vedle nizké “loading” kapacity problémy se stabilitou a sterilizaci, oxidace fosfolipida a

omezena kontrola uvoliovani 1é¢iva klasickymi postupy [1].

Micely

Micely jsou tvofeny fetézci amfifilnich molekul, které se spontanné sestavuji do
tvaru koule vlivem hydrofobnich a iontovych interakci mezi jednotlivymi ¢astmi fetézce.
Micely maji tzv. strukturu jadro-obal (angl. core-shell structure) [2, 5]. Jadro micel,
tvofené hydrofobnimi ¢astmi fetézct, slouzi jako rezervoar pro hydrofobni 1é¢iva, zatimco
obal micel interaguje s rozpoustédlem, a stabilizuje tak micely v daném prostiedi [2].
Micely jsou tedy vétSinou pouzivany pro dopravu hydrofobnich 1é¢iv a mohou byt,
podobné jako liposomy, aplikovany pfimo do krevniho ob&hu [32]. Lécivo mize byt v
micelach vazano bud’ fyzikdlni enkapsulaci (hydrofobné, rozpusténé v jadru micel) nebo
chemicky pomoci kovalentni vazby [2, 32]. Prvni metoda je sice univerzalnéjsi a
Chemicka vazba kontrolu uvoliiovani umoziiuje. Jednou z moznosti je tvorba hydrazonové
vazby mezi lé¢ivem a micelou. Tato vazba je za neutrdlnich podminek v krvi stabilni,

zatimco mirné kyselé podminky zptsobi jeji hydrolytické Stépeni [32].
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Vyhodou micel je jejich akumulace v pevnych nadorech v dasledku efektu EPR.
Vyrazné propustnéjsi cévy v nddorech nez cévy ve zdravych tkanich zptsobuji hromadéni
velkych makromolekul a nadmolekularnich struktur (jako jsou micely) v misté nadoru [5,
32]. Mala velikost micel (<100 nm) a jejich uniformita navic prodluzuje dobu cirkulace v
krevnim ob&hu a umoziuje lepsi prachod 1é¢iv z krevnich cév do tumoru [1, 2, 5]. Diky
svému hydrofilnimu obalu unikaji micely rozpoznani makrofagy. Dasimi vyhodami micel
je jejich snadné ptiprava a snadnd modifikace povrchu i jadra. Micely je mozné uréitymi
modifikacemi upravit pro kontrolované uvoliiovani 1é¢iv [5].

Nevyhodou téchto nanosystému je vedle nizké kapacity pro vazbu léciva (podobné
jako u liposomil) jejich nizka stabilita ve vodném prostiedi a pfedasné uvoliovani 1é¢iva,
které mlze zptisobovat vedlejsi ucinky a snizovat ucinnost 1écby [1, 2]. Navzdory velkému
mnozstvi vyzkumi zabyvajicich se témito nanocasticemi je pouze malé mnozstvi

micelarnich forem 1é¢iv pouzivano v klinické praxi [2].

1.2.2.2 Polymerni nanocastice

Polymerni nanocastice jsou tvofeny polymery, které jsou jiz schvaleny FDA. Mezi
tyto materidly patfi biodegradovatelné a biokompatibilni pfirodni nebo syntetické
polymery. Mezi syntetické polymery fadime naptiklad polyethylenglykol (PEG), polymery
kyseliny mlé¢né (PLA), kyseliny glutamové (PGA), poly(laktidy-co-glykolidy) (PLGA) a
poly(e-kaprolakton) (PCL). Mezi pfirodni polymery se fadi chitosan, dextran, kyselina
hyaluronova a heparin [1-3]. Pfirodni polymery jsou pouZivanyv mens$i mife nez polymery
syntetické (pfesto, ze jsou hojné zastoupeny v piirod¢, nejsou pro lidsky organismus
toxicke, jsou levné a snadno biodegradovatelné), nebot’ nejsou v ptirodé piitomny v Cisté
formé¢ a nejsou homogenni. Pfed pouzitim vyzaduji purifikaci. Polymerni nanotransportéry
jsou soucasn¢ predmétem nékolika preklinickych a klinickych vyzkumi, schvaleni od FDA
zatim ale zadné 1é¢ivo ve forme polymerni nanocastice neziskalo [1].

V porovnani s liposomy a micelami maji polymerni nanocastice né€kolik vyhod.
Ptedevsim je to jejich vétsi kapacita pro vlozeni (“loading”) 1é¢iva a 1épe regulovatelné
uvolnovani 1é¢iv z nanocastic [1]. Tyto konjugaty polymer-1é¢ivo maji vSechny vyhody

spolecné pro vSechny nanotransportéry: ochrana aktivni latky (Ié¢iva) pfed enzymovou a
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hydrolytickou degradaci, zvySeni rozpustnosti hydrofobnich 1é¢iv, prodlouzeni doby
cirkulace v krevnim ob¢hu a akumulace v nadorové tkani diky efektu EPR. Snizuji
systémovou toxicitu a zvySuji terapeutickou ucinnost protinddorovych 1éciv. Dilezitym
rysem polymernich nanocastic je snadna modifikace jejich povrchu pro cileny transport do

nadorovych bunék a pro uvolnovani 1é¢iva vlivem urcitého podnétu [2, 5, 32].

Polyethylenglykol

Polyethylenglykol (PEG) (obr. 1.16 B) je biokompatibilni, ve vod¢ vysoce rozpustny
polymer, ktery chrani 1é¢iva pied interakci s krevnimi komponentami, ktera by zapfticinila
jejich odstranéni z krve. Obal na povrchu nanocastic tvofeny fetézci PEG stericky brani
nespecifické adsopci proteind, aktivaci komplementu a pohlceni ¢éstic
retikuloendotelidlnim systémem (RES). Vysledkem je zvySeni stability nanocastice v krvi a
prodlouzeni doby jeji cirkulace v krevnim obéhu. Samotny PEG neslouzi jako
nanotransportér pro protinddorova l1éciva, je ale Casto jejich dilezitou komponentou [2-4,

32, 38].

Poly(laktidy-co-glykolidy)

Poly(laktidy-co-glykolidy) (PLGA) (obr. 1.16 A) jsou kopolymery kyseliny mlécné a
kyseliny glykolové a ptedstavuji dal§i Casto pouzivany biodegradovatelny polymer.
Podobné jako PEG se pouzivaji pouze jako soucast nanocastic. Jednd se o hydrofobni
polymer, ktery usnadnuje biodegradaci nanocastic a poskytuje vybornou mechanickou
odolnost celého nanosystému [32]. PLGA podléhaji v lidském téle hydrolyze, pti které
vznikaji biodegradovatelné monomerni jednotky, laktat a kyselina glykolova. T¢lo si s

témito dvéma monomery snadno “poradi”’, a PLGA tak na buiiky nepusobi toxicky [3].

A B
i l
o) H ~ {/\/0}
HO m ol , O H
0

Obr. 1.16: Chemicka struktura PLGA (A) a PEG (B). Prevzato z [35].
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Dendrimery

Mezi dal$i polymerni nanocastice patii dendrimery. Jsou to syntetické polymerni
makromolekuly se stromeckovou strukturou, ve které jsou atomy usporddany do mnoha
vetvi paprskovité se rozbihajicich ze sttedu dendrimeru [1, 2, 5]. Dendrimery jsou slozeny
z centralniho jadra, vétvicich jednotek a koncovych funkénich skupin [2, 32]. Jadro
dendrimert urcuje spolecné s vnitinimi jednotkami solubiliza¢ni vlastnosti, zatimco vn&j$i
skupiny udévaji rozpustnost a chemické chovani téchto polymera [32]. Dendrimery jsou
syntetizovany krokovym postupem, kdy jsou k centralni jednotce (jadru dendrimeru)
postupné ptipojovany dalsi vrstvy (obr. 1.17). Tento zplsob syntézy umoznuje kontrolu

nad velikosti, stupném vétveni a povrchovymi vlastnostmi dendrimert [1, 3, 5].

Obr. 1.17: Krokovy postup syntézy dendrimerii. Prevzato z [5].

Velké mozstvi dutin a povrchovych funkénich skupin dendrimerti lze vyuzit k
pfipojeni aktivnich molekul [5, 32]. Léc¢ivo mlzZe byt uzavieno fyzikalnimi interakcemi
uvniti dendrimeru nebo je chemicky pfipojeno k jeho povrchu kovalentni vazbou.
Nizkomolekularni latky jsou obvykle enkapsulovany nekovalentné do jadra dendrimeru,
zatimco velké (bio)molekuly jsou Castéji adsorbovany na povrch [1, 3]. Tyto nanocastice
maji obrovskou kapacitu pro solubilizaci hydrofobnich 1é¢iv, ale mohou byt modifikovany
1 nejrizngj$imi dalSimi molekulami. Pro cileni 1é¢iv je mozné pfipojit ke struktufe
dendrimert specifické ligandy, které se vazou na receptory na povrchu nadorovych bunck
(naptiklad cukerné zbytky, kyselinu listovou, protilatky, biotin apod.) [2, 5].

Tyto nanocéstice maji fadu vlastnosti, které prokazuji jejich vhodnost pro pouziti v
onkologii: jsou biodegradovatelné, biokompatibilni, dobfe rozpustnostné ve vod¢, maji

vysokou “loading” kapacitu, prokazatelné zlepSuji rozpustnost, stabilitu a ucinnost
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transportu  mnohych skupin lé¢iv a maji unikédtni sktrukturu, kterd umoziuje
mnohonéasobné modifikace jejich povrchu [1-3]. Nevyhodou dendrimerti je zejména

nakladna syntéza [1].

1.2.2.3 Proteinové nanodcastice

Mezi proteiny pouzivané jako nanotransportéry 1éCiv patii napt. albumin, Zelatina,
kolagen, kasein nebo apoferritin. Zajimavym piipadem proteinovych nanocastic jsou
virové kapsidy [3, 39]. VétSina peptidu, polypeptidii a proteinti pouzivanych pro transport
1é¢iv je biokompatibilni a biodegradovatelna. Jejich povrch je mozné modifikovat pro

aktivni cileni. Jejich hlavni nevyhodou jsou potencidlni imunitni G¢inky [3].

Albumin

Albumin je casto pouzivanym nanonosi¢em, nebot’ je netoxicky, neimunogenni,
biokompatibilni, biodegradovatelny a v téle se metabolizuje na neSkodné degradacni
produkty. Na povrchu molekuly albuminu se navic vyskytuje mnoho karboxylovych
skupin a aminoskupin, které snadno podléhaji kovalentnim modifikacim a pfipojeni 1é¢iv
nebo dalSich proteinti [3]. Zatim existuje pouze jediny proteinovy nanopienase¢, ktery si
naSel cestu do klinické praxe: paclitaxel vazadny na albumin (nab-paclitaxel nebo
Abraxane®). Nab-paclitaxel je vyuZivan v 1é¢bé rakoviny prsu, plic a slinivky bfi$ni.
Samotny paclitaxel je Spatné rozpustny ve vodé¢, jeho inkorporaci do albuminové

nanocastice se jeho rozpustnost zvySuje [33].

Virové nanocastice

Specifickym ptipadem proteinovych nanocastic jsou virové castice. Viry jsou
strukturné uniformni a mohou byt snadno produkovany ve velkych mnoZstvich. Virova
Castice je obvykle tvofena nékolika stovkami az tisici proteinovych molekul, které jsou
“sebesestavujici” a tvoii dutou kostru pro nukleovou kyselinu. Virové nanocastice jsou
nejcastéji studovany pro transport gent do lidskych bunék. Gen je obvykle integrovan do
virového genomu a virovou infekci se dostane do hostitelskych bunck. Je ale mozné je

vyuzit i pro dopravu 1éCiv a ockovacich latek. LéCivo je ve virovych kapsiddch véazano
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pevné (Casta je napfiklad interkalace 1é¢iva do nukleové kyseliny viru), nedochézi tak k
uniku léciva pory ve struktuie nanotransportéru, jako je tomu napiiklad v pripadé
apoferritinu, kde se 1é¢ivo pouze volné nachazi v jeho duting. Velkou vyhodou virovych
nanotransportéri je to, Ze jsou pro transport genli do hostitelské buniky evolué¢né vyvinuty
[34]. Specifické rysy nadorovych bunck, jako napt. blokada apoptické cesty, deregulace

buné¢ného cyklu a vyhybani se imunitnimu systému, jsou pro replikaci viru prospésné [33].

Apoferritin

Apoferritin je odvozen od pfirozené¢ se vyskytujiciho proteinu ferritinu [39].
Ferritiny jsou hlavnimi zasobnimi a detoxifikaénimi proteiny vétSiny organismii od
mikroorganismd, pfes rostliny a bezobratlé, az po ¢lovéka. Struktura ferritinti se v riznych
organismech 1isi jen nepatrné. Hlavni roli téchto oligomernich proteinti je chranit bunky
pied Skodlivym hromadénim iontl Zeleza uvnitt organismu. Ferritiny “vychytavaji” volné
ionty Zeleza a uchovavaji je ve svém jadie pro ptripadné pouziti jako kofaktorti enzymi.
Zabrani se tak toxicité, kterd by byla zpusobena tvorbou volnych radikala pii redukci
zelezitych iontd na ionty Zeleznaté [40, 41].

V pftirod¢ je vnitini prostor ferritinu vyplnén Zelezitymi ionty. Pokud je tento protein
pfipravovan uméle v prostfedi bez piitomnosti iontl zeleza, ziskdme apoferritin, ktery
obsahuje dutinu vyuZitelnou pro vloZeni nejriznéjSich latek [40, 42]. Existuje nckolik
davodi, proc¢ se védecké laboratofe vyuzitim apoferritinu pro 1€katrské ucely zabyvaji:

« Bezpecnost. Ferritin je hlavni zasobarnou ionta Zeleza v lidském organismu, a tudiz
je biokompatibilni a neimunogenni.

« Velikost. V porovnani s jinymi nanocasticemi jsou ferritiny mnohem mensi, coz
prodluzuje dobu jejich cirkulace v krevnim obchu a zvySuje akumulaci v misté
nadoru.

« Unikatni struktura. Za fyziologickych podminek jsou ferritiny extrémné stabilni,
avSak v kyselém prostiedi (napt. pH 2), dochazi k jejich disociaci na podjednotky.
Zajimavé je, Ze tento proces je reverzibilni. Pokud je pH vraceno zpét do neutrdlni
oblasti, ferritinové podjednotky se opét uspotadaji do struktury, kterd pfipomina klec.

Proto se téZ oznacuje jako klecova struktura.
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« Snadna modifikace povrchu. Povrch ferritinu je mozné upravit, a to jak geneticky,
tak chemicky. Kovalentni vazbou pfes lysin na povrchu ferritinu je k nému mozné

pripojit napi. barviva, zhasedla fluorescence nebo peptidy [42].

Struktura ferritinu

Nativni ferritiny jsou proteiny slozené ze dvou typt podjednotek, z podjednotek typu
H (heavy) a podjednotek typu L (light). 24 ferritinovych podjednotek tvofi kulovitou
strukturu duté “klece” s vn&j$im primérem 12 nm, dutina mé primér 8 nm (obr 1.18).
Molekulova hmotnost ferritinu je 480 kDa [39-41]. Struktura ferritinu je pozoruhodné
stabilni a odolé biologicky extrémnim teplotam (az 70 °C) a pH (pH 2.0-10.0) po znacnou
dobu bez vyraznégjsiho poruseni jeho kvartérni struktury. Ferritin obsahuje kanalky, kterymi
mohou prochazet dovniti a ven anorganické i organické ionty, ve své dutiné mize tento

protein uskladnit az 4 500 atomt zelezitych iontt [40].

Vnéjsi povrch Vnitini dutina

Obr. 1.18: Struktura ferritinu. Prevzato a upraveno dle [41].

Schopnost rekonstituce (angl. self-assembly) apoferritinu

Dilezitou vlastnosti apoferritinu je jeho schopnost “samosestavovani” v zdvislosti na
okolnich podminkach. Tato vlastnost je v nanomedicin€ hojné vyuzivana. Apoferritinova
proteinova “klec” mize byt za urcitych podminek (zména pH) reverzibilné disociovana, je-
li zména v prostiedi vracena zpét do ptivodniho stavu, apoferritin se vrati do své ptivodni

konformace [40]. Toho je mozné vyuzit pii vkladani 1€civa do apoferritinu [39].
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Obecné schéma enkapsulace 1é¢iva do apoferritinu je zobrazeno na obr. 1.19. Pti
nizkém pH (2.0) apoferritin disociuje na jednotlivé podjednotky, chemoterapeutikum se
pak muze vlozit do jeho struktury a pii opétovném zvyseni pH (8.5) se jeho “klecova”

struktura obnovuje [37, 40].

®

Podjednotka H

Podjednotka L

/ pH<2

Disociace

Pridani
léciva
Komplex apoferritinu s danym lécivem

©

pH>7

Rekonstituce

Obr. 1.19: Obecné schéma reverzibilni disociace apoferritinu vlivem zmény pH.
(4) 24 podjednotek tvori stabilni proteinovou strukturu apoferritinu. (B) Snizeni pH zpiisobi
disociaci apoferritinu na jednotlivé podjednotky. (C) Nasleduje pridani léciva, které mad byt
enkapsulovano do struktury apoferritinu. (D) Po opétovném zvySeni pH se molekula

apoferritinu znovu sestavi a lécivo uzavie ve své vnitini dutiné. Prevzato a upraveno dle

[40].

Pouziti apoferritinu

Do struktury apoferritinu lze uzaviit 1é¢ivo nebo kontrastni latku, a proto ho lze
vyuzit jako nosice pro cileny transport 1é¢iv do poZadované¢ho mista v téle pacienta a pro
cilené zobrazovaci techniky [37, 40]. Apoferritin chrani sviij obsah pred degradaci a
predCasnym uvoliiovanim, které zpisobuje nezddouci vedlejsi tc¢inky [40].

« Nanoreaktor. Diky biologické roli ferritinu skladovat ionty Zeleza muze byt

proteinova “klec” modifikovana tak, aby obsahovala rizné jiné anorganické ionty a
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dalsi slouceniny [37, 41]. Pro syntézu nanocastic uzavienych v apoferritinu se
vyuziva kanalki ve struktute apoferritinu, kterymi Ize dutinu proteinu plnit reaktanty.
Postupnym pfidavanim jednotlivych chemickych latek je fizen prabéh reakce.

Apoferritin je tedy mozné vyuzit jako nanoreaktor [41].

Zobrazovani. Apoferritin je mozné pouzit jako nosi¢ pro kontrastni latky pouzivané
pro zobrazovaci techniky. Do jeho struktury Ize inkorporovat napt. kvantové tecky s
emisi v blizké infracervené oblasti spektra. DalSim ptikladem jsou komplexy
lanthanoidt uzaviené v apoferritinu, které jsou studovany jako kontrastni latky pro

zobrazovani magnetickou rezonanci [41].

Nanotransportér. Poprvé se o moznosti enkapsulace protinadorovych Iéciv do
ferritinti zminuje Simsek a Kilic v roce 2005 [43]. O 7 let pozdéji, roku 2012, Kilic a
kol. publikovali vysledky o komplexu apoferritinu s protinddorovym lécivem
doxorubicinem [44]. Bylo zji§téno, Ze do struktury apoferritinu lze uzavtit 28 molekul
doxorubicinu, a Ze nedochdzi k vyraznéjSimu uvolnovani doxorubicinu z apoferritinu
po n¢kolik dni jeho skladovani. Jiné studie popisuji enkapsulaci dalSich 1éCiv, napf.
karboplatiny a cisplatiny [45] nebo daunorubicinu [37]. Kombinace
modifikovatelného vnitiniho prostoru i vnéjSiho povrchu apoferritinu a piitomnost
hydrofilnich i hydrofobnich kanalkli umoziuje enkapsulaci nebo pripojeni jak ve
vod¢ rozpustnych, tak nerozpustnych [éCiv [37]. Apoferritin je velmi stabilni,
biodegradovatelny, biokompatibilni, netoxicky, ma specifickou strukturu a
farmakologické vlastnosti, které umoznuji kontrolované uvoliovani jeho obsahu. Zda
se byt idedlnim nosi¢em pro transport protinadorovych 1é¢iv, u pacientli v§ak muize
vyvolat nezadouci imunitni odpovéd’. Idealni nanotransportér musi projit télem
pacienta, aniZz by ho imunitni systém rozpoznal. Apoferritin se mize specificky vazat
na nékteré typy bunck, které maji na svém povrchu receptory pro ferritin.
Funkcionalizace povrchu apoferritinu napiiklad protilatkami navic nabizi moZnost

velmi specifického transportu do pozadovaného mista [40].

Fotodynamicka terapie. DalSim moznym pouzitim apoferritinu pro 1ékatské ucely je
jeho vyuziti ve fotodynamické terapii. Fotodynamicka terapie je novou rozvijejici se

technikou 1écby nador. Metoda je zaloZena na pisobeni fotosenzitizérti, molekul,
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které jsou prednostné pohlcovany nadorovymi bunikami, kde piisobi cytotoxicky po
excitaci pomoci svétla o urcité vinové délce. Po absorpci zéafeni se fotosenzitizér
dostava do excitovaného stavu a interaguje s kyslikem. Vznika singletovy kyslik,
ktery je velmi reaktivni, agresivné napada vSechny organické slouceniny, a tudiz je
velmi cytotoxicky. Apoferritinu lze vyuzit jako nosi¢e senzitizérii, chrani je pied

reaktivnimi biomolekulami v bunéénych membranach [40].

1.2.2.4 Zlaté nanocastice

Zlaté nanostruktury jsou novou skupinou kovovych nanomateriadlit vhodnych pro
enkapsulaci protinadorovych 1é¢iv. Vedle toho, Ze jsou netoxické a neimunogenni, vykazuji
zlaté nanocastice idedlni optické vlastnosti se silnou absorpci v blizké infracervené oblasti
(700-900 nm), coz z nich d¢la perfektni kandidaty pro fototermélni protinddorovou terapii
a detekci nddorti pomoci povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie (SERS) in vivo [32,
35]. Fototermalni terapie je léCebna metoda, pii které je energie foton prevedena na
energii tepelnou [32].

Tyto c¢astice mohou byt pouzity jako nosice pro lé¢iva a ocCkovaci latky.
Terapeutikum muZe byt na tyto nanocéstice vazano iontovou nebo kovalentni vazbou nebo
fyzikélni absorpci. Modifikaci povrchu zlatych nanocastic 1ze dosdhnout specifického
transportu 1é¢iv do cilovych tkani a organti. Uvolnéni 1éCiva z nanotransportéru muize byt
zprosttedkovano vnéj§im (napt. svétlo) nebo vnitinim (napt. pH) stimulem [32]. Nekteré

zlaté nanocastice jsou dokonce v soucasné dobé¢ jiz ve fazi klinickych testa [35].

1.2.2.5 Magnetické nanocastice

Magnetické nanocastice jsou tvofeny oxidy zeleza, hofc¢iku nebo jinymi
magnetickymi materidly. Jejich povrch miZze byt modifikovan pfipojenim cytostatika,
ligandu pro cileny transport nebo fluorescencni barvy [1]. Tyto nanocastice vykazuji
superparamagnetické vlastnosti. To znamend, ze pokud je na vzorek takovych nanocéstic
aplikovano vné&jSi magnetické pole, dojde k okamzité magnetizaci castic a jejich
uspotadani ve sméru pusobeni magnetického pole (obr. 1.20, str. 55) [35]. Aplikace

externiho magnetického pole umoznuje cileny transport 1éCiv, usnadiuje proniknuti
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magnetickych nanocastic pfes bunéénou membranu a dosaZzeni jadra buiky. Jsou tedy

vhodné pro cileni protinadorovych 1é¢iv i pro genovou terapii [32].
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Obr. 1.20: Kiivka magnetizace nanocdastic Fe304 VioZeny obrazek ukazuje fotografie

téchto nanocastic zachycenych magnetem. Prevzato a upraveno dle [35].

Magnetické nanocastice jsou vyuzivané hlavné pro diagnostické ucely, mohou
slouzit jako kontrastni latka pro zobrazovani magnetickou rezonanci (MRI, z angl.
magnetic resonance imaging) [1, 35]. Nékteré nanocastice tvotrené oxidy zeleza jsou v
soucasné dobé ve fazi klinického testovani pro zobrazovani tumorti pomoci magnetické
rezonance. V roce 2014 rovnéz zacaly také prvni klinické testy s nanoc¢asticemi z oxidu

hafnicitého [33].

1.2.2.6 Kvantové tecky

Kvantové teCky neboli polovodi¢ové nanokrystaly (angl. quantum dots) jsou
anorganické fluorescencni polovodi¢ové nanocéstice vyuzivané jako ndstroje pro
zobrazovaci techniky a cileny transport 1éCiv [1, 5, 32, 35]. Jsou alternativou k organickym
barviviim a fluorescen¢nim proteinim. Ve srovnéni s klasickymi organickymi barvivy maji
kvantové teCky tadu zajimavych fotofyzikalnich vlastnosti: Siroké absorpcni spektrum,
velmi Uzké emisni spektrum, dlouhou dobu trvani fluorescence a vysokou stabilitu proti
tzv “fotovybéleni” (angl. photobleaching) [32]. Velkou vyhodou je, ze kvantové teCky

emituji vzdy intenzivni zafeni o stejné vlnové délce nehledé na vlnovou délku pouzitého
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excitacniho zafeni. Je tedy moZné pouzit souc¢asné rtizné kvantové tecky s riznym emisnim
spektrem za pouziti jediného excita¢niho zdroje [1, 32]. Jejich velikost a tvar, které definuji
absorp¢ni a emisni vlastnosti, navic mohou byt piesné regulovany. K t€émto nanocasticicim
je také mozné pfipojit rizné ligandy za ucelem specifického cileni do nadort. Jsou tedy
vhodné jako zobrazovaci prostiedky pro detekci a diagnostiku nadorti in vivo [5].

Kvantové tecky maji urcité fadu vyhod, nemizeme vSak ptehlizet jejich toxicitu pii
pouziti in vivo, jsou totiz tvofeny toxickymi tézkymi kovy. Nez je bude mozné pouzivat pro

klinickou diagnostiku, je nutné jejich toxicitu pro lidsky organismus vice prozkoumat [5].

1.2.2.7 Uhlikové nanotrubice

Uhlikové nanotrubice (CNT, z angl. carbon nanotubes) byly poprvé popsany lijimou
v roce 1991 [46] a jsou to v podstaté dlouhé, tubuldrni fullereny. Atomy uhliku jsou v nich
uspotadany do hexagondlnich strukturnich jednotek. Maji unikétni strukturu, elektrické,

optické a mechanické vlastnosti [1, 5, 47-49].

Klasifikace uhlikovych nanotrubic

CNT se klasifikuji do dvou zdkladnich skupin: jednovrstvé nanotrubice (SWCNT, z
angl. single-walled carbon nanotubes) a mnohovrstvé nanotrubice (MWCNT, z angl.
multi-walled carbon nanotubes) (obr. 1.21, str. 57). SWCNT se skladaji z jednovrstvého
grafenového valce s primérem 0.4-2 nm, zatimco MWCNT jsou tvoreny nékolika vrstvami
grafenu se vzdalenosti mezi jednotlivymi vrstvami cca 0.36 nm a primérem trubice
2-100 nm [5, 47-50]. Podle uspofadani vrstev grafenu rozliSujeme 2 typy MWCNT. Jednim
typem je model “matrjoska”, kdy jsou jednotlivé listy grafenu uspoirddany do
koncentrickych vrstev. Druhym je model zndmy jako “pergamen”, ve kterém je jediny list
grafenu stoCen do rulicky podobné jako napf. srolované noviny [48]. CNT se snadno
“nasekaji” na pozadovanou délku sonikaci v koncentrované kyselin¢ dusicné. CNT jsou
dlouhé vétsinou od jednoho do nékolika mikrometri, ale i delSi (napf. n€kolik stovek

mikrometrll) [47].
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0.4-2nm 2-100nm

Obr. 1.21: Uhlikové nanotrubice: jednovrstvé (SWCNT) (vievo) a mnohovrstvé (MWCNT)
(vpravo). Obrazek ukazuje také typické rozmery deélky a sirky nanotrubic a vzdalenost mezi
vrstvami grafenu v MWCNT. Prevzato z [49].

Vyhody uhlikovych nanotrubic

Tyto nanocastice maji fadu vybornych vlastnosti: mechanickd pevnost, extrémni
chemicka stabilita, nizkd hmotnost, bohaté elektrické a tepelné vlastnosti, velky povrch
[49]. Zajimavou a velmi uziteCnou vlastnosti nanotrubic je jejich schopnost pronikat
bunéénymi membranami bez toho, aniz by zpusobily smrt buitkky. Mohou tudiz smérovat
1é¢iva do cytoplasmy bunék a v nékterych piipadech az do jadra buiikky. Mechanismus
pronikani nanotrubic pfes membrany zatim neni zcela objasnén, piedpoklada se, ze
prichod je zajistén endocytosou nebo piimou inserci nanotrubic pifes membranu (diky
jejich jehlicovité struktuie) [47, 49].

CNT se do lidského organismu dostavaji inhalaci, transdermalné nebo pozitim. Maji
vysokou biodostupnost a bez problémil pronikaji krevnim fecistém, zazivacim traktem,

povrchovymi tkdnémi 1 hematoencefalickou bariérou [48].
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Pro farmaceutické ucely musi byt CNT syntetizovany s dostate¢nou kvalitou,
vysokou cistotou a neporusenou sktrukturou. CNT pouzivané v biomedicin¢ pro dopravu
1é¢iv musi byt charakterizovany, aby bylo mozné urcit jejich zakladni vlastnosti. Mezi
charakteristické vlastnosti CNT patii velikost, tvar, Cistota, rozpustnost, elektrochemické
vyrobniho procesu se ve strukture CNT usazuje amortni uhlik, zbytky katalyzatort (Fe, Ni,
Co) a podpirnych materiald (typicky SiO2, AlO3 nebo MgO), které mohou tvorit
nevyhodu pfi pouziti nanotrubic pro biomedicinské ucely. lonty pfechodnych kovii mohou
katalyzovat oxidacni reakce v bunkéach, vytvaret volné radikaly, a zpiisobovat tak oxidacni
stres a morfologické zmény v bunéénych strukturach. Je proto nezbytné, aby byly CNT
pfed svym pouzitim v biomedicin€é fadn¢ purifikovany, nebot’ necistoty v nich obsazené
jsou pravdépodobné hlavni pti¢inou jejich toxicity [49]. Pro charakterizaci vlastnosti CNT
je vyuzivano nékolika analytickych metod: skenovaci elektronova mikroskopie, transmisni
elektronova mikroskopie, infracervena spektroskopie, nuklearni magnetickd rezonance,

Ramanova spektroskopie a mikroskopie atomarnich sil [48].

Pouziti uhlikovych nanotrubic

CNT nachézeji vyuziti nejen v oblasti primyslovych technologii (naptf. molekularni
elektronika, vyvoj novych materiali), ale také v biomedicinskych aplikacich, jako
nanosystémy pro cileny transport 1é¢iv [48, 49]. Uhlikové nanotrubice jsou studovany pro

intracelularni transport 1é¢iv, hormond, enzymu, kontrastnich latek pro MRI, ockovacich

latek a DNA [47, 48].

a) Doprava léciv do cilovych tkani pomoci uhlikovych nanotrubic
CNT jsou pouzivany k transportu 1é¢iv a jejich kontrolovanému uvoliiovani. Léciva
mohou byt pfipojena na povrchy (vnitini nebo vnéjsi) nanotrubic nebo mohou byt vloZena
dovnitt dutiny trubice [1, 47, 48]. Interakci mezi 1éCivem a CNT zajistuji hydrofobni
interakce a hlavné van der Waalsovy sily. CNT jako nanotransportéry 1é¢iv umoznuji lepsi

vsttebavani chemoterapeutik nadorovymi buiilkami bez ovlivilovani okolnich tkani.
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Nasledkem toho CNT potencidlné snizuji potfebnou davku léciva tim, ze ho distribuuji
pouze do mista nadoru [48].

Vnéj$i 1 vnitini povrch dutych CNT je mozné upravit vhodnymi funk¢nimi
skupinami (tzv. funkcionalizace). To pomahé naptiklad vlozeni 1é¢iva do vnitiniho prostoru
CNT, zatimco vné&jSi povrch je upraven tak, aby byly CNT biokompatibilnéjsi a
biodegradovatelnéjsi [48]. Prestoze CNT vykazuji skvélé chemické a fyzikalni vlastnosti,
ve své Cist€é (nefunkcionalizované) formé obvykle obsahuji necistoty, jsou ve vodé
nerozpustné a ve vétSin€ vodnych prostiedi nemohou byt kvili své hydrofobni struktufe
rovnomérné rozptyleny. To ptedstavuje hlavni problém pifi hodnoceni biokompatibility
téchto nanocastic. Predtim, nez se pouziji jako transportéry l1é¢iv, musi byt nanotrubice
Cisté a rozpustné. Pro zvySeni jejich rozpustnosti mohou byt CNT modifikovany kovalentni

nebo nekovalentni funkcionalizaci [49].

« Kovalentni funkcionalizace. Mezi kovalentni funkcionalizace patii zejména
zavedeni kyslikatych funkénich skupin (napft. karboxylu, karbonylu nebo hydroxylu).
Karboxylova skupina je nejcastéji pouzivanou modifikaci povrchu CNT pro piipojeni

biomolekul prosttednictvim jejich aminoskupiny [49].

« Nekovalentni funkcionalizace. Funkcionalizace nekovalentnimi upravami je Casto
provazena sonikaci, michanim, michanim s naslednou sonikaci, centrifugaci nebo
filtraci. Nekovalentni vazba je snadno ovlivnitelnd vnéjSimi faktory (koncentrace soli,
pH) a je obecné méné stabilni nez vazba kovalentni. Samotné (nefunkcionalizované)
CNT v roztoku vytvaii shluky, které velmi pevné drzi pohromad¢ van der
Waalsovymi interakcemi. Za ucelem separace a rozptyleni CNT jsou pouzivana rizna
disperzni ¢inidla (napf. polymery obsahujici pyren, surfaktanty, kyselina

hyaluronova) [49].

Stejné¢ jako ostatni nanocastice 1 uhlikové nanotrubice mohou byt upraveny
specifickymi ligandy pro cileny transport 1é¢iv (napft. protilatky, kyselina listova). Objevuji
se také pokusy o ptipravu pH-responzivnich nanotrubic, které by 1é¢ivo uvoliiovaly vlivem
nizsiho pH. Je vSak jesté potfeba 1épe prozkoumat farmakokinetiku, biodistribuci, toxicitu
a aktivitu téchto novych forem in vivo, aby bylo jejich pfipadné pouziti v klinické praxi

mozné [5].
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b) Uhlikové nanotrubice v zobrazovacich technikach

CNT hraji dilezitou roli v diagnostice, pomahaji v zobrazovani a identifikaci mista
pusobeni 1éciva v systémech cilené¢ho transportu. CNT se chovaji jako kontrastni ¢inidla v
zobrazovani a identifikaci nddorovych bun¢k. Mohou byt na svém povrchu znaceny
fluorescen¢ni sondou, je pak moZné pozorovat jejich polohu v téle pacienta a sledovat

transport 1é¢iva [48].
¢) Uhlikové nanotrubice jako chirurgickd pomicka

Vedle pouziti pro diagnostické ucely mohou byt CNT pouzity také v chirurgické
1écbé. Diive byla v chirurgii pouzivana velka makroskopickd zafizeni, se kterymi je
naro¢né zachdzet. Tyto nastroje zplisobuji velka poranéni a nasledné i jizvy a operace trva
déle. Aby se piedeslo témto obtizim, zavadéji se do chirurgické praxe malé mikroskopické

nastroje a CNT jsou velmi vhodnym materidlem pro tyto ucely [48].
d) Uhlikové nanotrubice v genové terapii

Hlavnim problémem genové terapie (vymeéna poSkozenych nebo inserce chybéjicich
genil) jsou komplikace spojené s prichodem DNA pies bunéénou membranu. Jak jiz bylo
zminéno vySe, CNT prochdzi biologickymi membranami snadno, a jsou tudiz vhodnym

prostiedkem pro dopravu DNA do bun¢k [48].

Toxicita uhlikovych nanotrubic

Hlavni piekdzkou pii pouziti CNT in vivo je jejich nerozpustnost ve vodé. Tato
vlastnost je zodpoveédna za jejich toxicitu vii€i Zivym bunikdm. Je vSak mozné chemicky
modifikovat jejich strukturu, a jejich rozpustnost ve vodé tak zvysSit (zvysit
biokompatibilitu a snizit toxicitu) [1, 47].

Nanomaterialy maji obvykle obrovsky pomér povrch ku objemu, coZ ma sice své
nesporné vyhody, je to ale také diivodem toxicity nékterych nanocastic (napi. CNT). Velky
povrch déla nanocastice reaktivnéjSimi vici sobé samym (agregace) 1 viuci okolnimu
prostiedi. Nedavné studie prokazuji toxické ucinky CNT, jako je napt. poskozeni srdce a

plic, zanétlivé reakce a Skodlivé plisobeni na neurony a gliové buiiky. Silnd tendence CNT
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shlukovat se oslabuje Zivotaschopnost bun€¢k. Disledkem toxicity CNT jsou také stopové
piimési kovii v nich obsazenych. Vysledky jinych laboratofi poukazuji na zvySeny
oxidac¢ni stres a cytotoxické puisobeni CNT v disledku tvorby volnych radikalt. Zvysena
formy CNT nevykazuji vSak zadné nezadouci ucinky. Pfitomnost kovii v komercné
dostupnych CNT tudiz mize byt pricinou jejich toxicity [48].

Soucasné znalosti toxicity CNT jsou nedostacujici a rozporuplné. O chovani CNT
in vivo a jejich potencidlnim riziku je navic zatim zndmo pouze velmi malo. Je proto tfeba
provést vice duislednych studii tykajicich se toxicity, bezpecnosti a i€¢innosti CNT [47, 48].
Zatim sice nebyly FDA schvaleny zadné uhlikové nanotrubice pro klinické pouziti, ani
neprobihaji zadné klinické testy [1], existuje vSak mnoho povzbudivych vysledki z
preklinickych experimenti in vitro i in vivo [51-54], které prokazuji potencial nanotrubic v
1é€be nadorti. Zpusobi-li vSak tato nanotechnologie v 1€¢bé nadorovych onemocnéni

pralom, ktery o¢ekavame, zlistdva otevienou otazkou.
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2 CILPRACE

V soucasné dobé je lécba rakoviny stdle velmi obtizna a dostupné moznosti
protinadorové terapie jsou nedostacujici. Jednim z hlavnich divodu, pro¢ se stile nedati
nadorovéa onemocnéni vylécit, je chybéjici systém selektivniho transportu protinadorovych
terapeutik do naddorové tkané. Proto je tfeba rozvijet studium novych forem 1éCiv, které by
poskytly zlepSeni protinarodové terapie (ve formé cileného transportu 1é¢iv). Z toho
divodu bylo cilem prace studium tfi protinadorovych Iéciv (ellipticinu, etoposidu a
doxorubicinu), jejich charakterizace a studium téchto latek ve formé, jejichz pouziti by
bylo pro organismus Setrnéjsi. Studovana byla tato 1é¢iva ve formé& uhlikovych nanotrubic
(multi-walled carbon nanotubes, MWCNT) a ve formé apoferritinovych nanocastic. Cile

prace je mozné shrnout do nasledujicich bodu:

* optimalizace metod pro stanoveni studovanych 1éCiv (ellipticin, etoposid, doxorubicin)

pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC)
* zjisténi stability testovanych 1€Civ v zavislosti na teplote, pH a dobé skladovani

* urCeni stability protinadorovych 1éCiv vazanych v uhlikovych nanotrubicich (multi-

walled carbon nanotubes, MWCNT) (v zavislosti na teploté a dob¢ skladovani)
* sledovani uvoliiovani 1é¢iv z uhlikovych nanotrubic MWCNT v zévislosti na pH

* sledovani aktivace ellipticinu uvolnéného z nanotrubic MWCNT mikrosomalnimi

enzymy za tvorby kovalentnich aduktl s DNA

» zjisténi stability protinddorovych 1é¢iv védzanych v nanocasticich apoferritinu (v

zavislosti na teploté a dobé skladovani)

* sledovani uvolilovani 1é¢iv z apoferritinovych nanocastic v zavislosti na pH

Prace byla zaméfena na studium uvedenych nanomedicinalnich produkti (MWCNT a
apoferritin), nebot’ mohou zlepsit vlastnosti konvenénich cytostatik, a zvySovat tak ti¢innost

jiz existujicich protinddorovych 1é¢iv (jako jsou ellipticin, etoposid a doxorubicin).
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Pouzité pfistroje

Automatické pipety

Eppendorf Reference, Eppendorf (Némecko); Nichiryo Nichipet EX (Japonsko)

Centrifugy
Centrifuge 5418, uhlovy rotor, Eppendorf (Némecko); Spectrafuge Mini Centrifuge,
Labnet (USA)

Systém HPLC 1

Dionex (USA): P580 pump, ASI-100 Automated Sample Injector, UV/VIS Detector UVD

1708/340S, Degasys DG-1210

termobox pro kolonu: Column Oven LCO 101, ECOM (Ceska republika)

kolony: Nucleosil 100-5, C18, 250 % 4 mm, 5 um, Macherey-Nagel (Némecko)
Ultrasphere, ODS, C18, 250 x 4,6 mm, 5 um, Beckman (USA)

program: Chromeleon™ 6.11

Systém HPLC 2
systétm UltiMate 3000, Thermo Scientific Dionex (USA): RS Pump, RS Autosampler,

RS Fluorescent Detector, RS Diode Array Detector, RS Column Compartment, RS Degasys
kolona: Nucleosil 100-5, C18, 250 x 4 mm, 5 um, Macherey-Nagel (Némecko)

program: Chromeleon® 7

Dalsi ptistroje

analytické vahy Discovery, Ohaus (Svycarsko); filtraéni mikrozkumavky Amicon
Ultra-0.5, 3K 96pk, Millipore (Némecko); desky s PEl-celulosou pro tenkovrstvé
chromatografie, Macherey-Nagel (Némecko); magnetickd michacka KMO 2 basic, IKA-
Werke (Némecko); pH metr HI 2211 pH/ORP Meter, Hanna instruments (Jihoafricka
republika); ptedvazky KERN EW600-2M (Némecko); piistroj pro detekci a kvantifikaci
radioaktivity Instant Imager, Canberra Packard (USA); sonikédtor Ultrasonic Compact

Cleaner Teson 1, Tesla (Ceska republika); systém na pfipravu ultradisté vody Simplicity
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185, Millipore (Némecko); tiepacka Thermomixer Eppendorf compact, Eppendorf
(Némecko); ttepacka Yellow Line OS 2 Basic, IKA-Werke (Némecko); vortex S0200 Model
VX-200, Labnet (USA); vakuova odparka CentriVap DNA Concentrator, Labconco (USA)

3.2 Chemikélie

Pouzity material a chemikalie pochazi z nasledujicich zdroji:

Siema Aldrich, USA:

triethylamin, dimethylsulfoxid, ellipticin, etoposid, dichlormethan, heptansulfonat sodny,

NADPH, DNA z teleciho brzliku

Lach-Ner, Ceska republika:

KH>POs, dichlormethan, ethylacetat, kyselina octova, methanol

J.T. Baker, USA:

acetonitril

Penta, Ceska republika:

hydroxid sodny

Lachema, Ceska republika:

kyselina trihydrogenfosforecna

Ostatni bézné chemikalie byly Cistoty p.a. nebo vyssi.

Uhlikové nanotrubice (multi-walled carbon nanotubes, MWCNT) s vazanymi 1éCivy
ellipticinem, etoposidem a doxorubicinem a apoferritinové formy téchto IéCiv byly
pfipraveny v Laboratofi chemie a biochemie agronomické fakulty Mendelovy univerzité v
Brné. Jaterni mikrosomy byly isolovany z jater potkant v laboratofi katedry biochemie,

kde byla diplomova prace vypracovavana.
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3.3 Metody

3.3.1 Metody stanoveni studovanych léciv

3.3.1.1 Stanoveni ellipticinu pomoci HPLC

Pro stanoveni ellipticinu byla pouzita a optimalizovdna metoda stanoveni pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie s reverzni fazi (RP-HPLC) s pfedchozi extrakci
pomoci ethylacetatu [55]. Ellipticin byl ze vzorkli extrahovan 2 x 1 ml ethylacetatu
intenzivnim dvouminutovym tfepanim na tfepacce (1 400 RPM, Thermomixer compact,
Eppendorf). Pro dikladné oddé€leni obou fazi byla smés centrifugovana po dobu 5 min pfti
13 000 RPM (Centrifuge 5418, Eppendorf). Horni organicka faze byla odebrana (2 x 750
ul) a ethylacetat odpaten do sucha na vakuové odparce. Odparek byl pted vlastni analyzou
uchovavan pfi teplot¢ -20 °C.

Odparek obsahujici ellipticin byl rozpustén v 25 ul methanolu a jeho obsah stanoven
pomoci HPLC na pfistroji Dionex (P580 pump, ASI-100 Automated Sample Injector, UV/
VIS Detector UVD 170S/340S) za pouziti izokratické eluce mobilni fazi 64% methanolu s
kyselinou 1-heptansulfonovou. Mobilni faze byla vzdy pied pouzitim 20-30 minut
sonikovana, aby doSlo k odstranéni vzduchovych bublin. Podminky pro HPLC jsou

uvedeny v tabulce 3.1.

Tabulka 3.1: Podminky HPLC pro stanoveni ellipticinu

o 64 % (v/v) methanol; 5 mM kyselina 1-heptansulfonova; 32 mM
mobilni faze

kyselina octova

kolona Ultrasphere, ODS, C18, 250 x 4.6 mm, 5 pm (Beckman-Coulter)
teplota kolony 35°C

pratok 0.7 ml/min

objem nasttiku 20

detekéni vinova délka | 296 nm
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3.3.1.2 Stanoveni etoposidu pomoci HPLC

Pro stanoveni etoposidu byla pouZita a optimalizovana metoda dle Kato a kol. [56].
Etoposid byl ze vzorkli extrahovan 2 x 1 ml dichlomethanu intenzivnim dvouminutovym
trepanim na tiepacce (1 400 RPM, Thermomixer compact, Eppendorf). Pro dikladné
oddéleni obou fazi byla smés centrifugovana po dobu 5 min pii 13 000 RPM (Centrifuge
5418, Eppendorf). Dolni organicka faze byla odebrana (2 x 750 ul) a dichlormethan odpaten
do sucha na vakuové odparce. Odparek byl pted vlastni analyzou uchovavan pii teploté -20 °C.

Odparek obsahujici etoposid byl rozpustén v 25 pl methanolu a jeho obsah stanoven
pomoci HPLC na pfistroji Dionex (P580 pump, ASI-100 Automated Sample Injector, UV/VIS
Detector UVD 1705/340S). Mobilni faze byla vzdy pied pouzitim 20-30 minut sonikovana,
aby doslo k odstranéni vzduchovych bublin. Podminky pro HPLC jsou uvedeny v tabulce 3.2.

Tabulka 3.2: Podminky HPLC pro stanoveni etoposidu

mobilni faze 55 % (v/v) methanol, 42 % (v/v) voda, 3 % (v/v) acetonitril
kolona Nucleosil 100-5, C18, 250 x 4 mm, 5 um (Macherey-Nagel)
teplota kolony 35°C

pratok 0.8 ml/min

objem nastfiku 20

detekéni vinové délka | 229 nm

3.3.1.3 Stanoveni doxorubicinu pomoci HPLC
58]. Doxorubicin byl ze vzorkli extrahovan 2 x 1 ml dichlomethanu intenzivnim
dvouminutovym tfepanim na ttepacce (1 400 RPM, Thermomixer compact, Eppendorf).
Pro dikladné oddéleni obou fazi byla smés centrifugovana po dobu 5 min pii 13 000 RPM
(Centrifuge 5418, Eppendorf). Spodni organicka faze byla odebrana (2 x 750 ul) a
dichlormethan odpatfen do sucha na vakuové odparce. Odparek byl pied vlastni analyzou
uchovavan pfi teploté -20 °C.

Odparek obsahujici doxorubicin byl rozpustén v 25 pl methanolu a jeho obsah

stanoven pomoci HPLC na pfistroji Dionex (P580 pump, ASI-100 Automated Sample
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Injector, UV/VIS Detector UVD 1705/340S). Mobilni faze byla vzdy pifed pouZitim
20-30 minut sonikovana, aby doSlo k odstranéni vzduchovych bublin. Podminky pro

HPLC jsou uvedeny v tabulce 3.3.

Tabulka 3.3: Podminky HPLC pro stanoveni doxorubicinu

70 % (v/v) 0.2M KH2POs, 30 % (v/v) acetonitril, 0.2 % triethylamin,

bilni fa
moblinttaze pH 4 (upraveno pomoci kyseliny fosforeéné)

kolona Nucleosil 100-5, C18, 250 x 4 mm, 5 ym (Macherey-Nagel)
teplota kolony 35°C

pratok 1.0 ml/min

objem nasttiku 20 pl

detekéni vinovd délka | 254 nm

V nékterych piipadech byla koncentrace doxorubicinu ve vzorcich velmi nizka a pro
jeho stanoveni bylo nutno pouzit detekci pomoci fluorescence za pouziti systému HPLC
UltiMate 3000, Thermo Scientific Dionex (RS Pump, RS Autosampler, RS Fluorescent
Detector, RS Diode Array Detector). V téchto ptipadech byla pouzita stejna mobilni faze,
stejna kolona a prutok, jak je uvedeno v tab. 3.3. Teplota kolony byla nastavena na 37 °C,

objem nasttiku 15 pl, excita¢ni vinova délka 480 nm a emisni vinova délka 600 nm.

3.3.2 Méreni stability studovanych léciv

Pti zjistovani stability studovanych protinddorovych 1é¢iv etoposidu, doxorubicinu a
ellipticinu byly pouzity vzdy 3 riizné koncentrace zasobniho roztoku téchto latek (5 mM, 0.5
mM a 0.05 mM). Doxorubicin byl rozpoustén v destilované vodé, etoposid a ellipticin v
DMSO. Vzdy 5 ul roztoku lé¢iva bylo piidano do 245 ul 0.1 M fosfatového pufru (pH 7.4
nebo 5.0). Vzorky byly uchovavany za rizné teploty, tzn. pti teploté -20 °C, teploté 4 °C a za
laboratorni teploty (=25 °C). V pfipad¢ doxorubicinu byla navic sledovana jeho fotostabilita.
Cast vzorkt doxorubicinu byla ponechana na svétle a ¢ast vzorkll byla pied ucinky svétla
chranéna hlinikovou folii. Léciva byla z pufru extrahovdna 2 x 1 ml ethylacetatu nebo
dichlomethanu a jejich mnozstvi uréeno pomoci HPLC (podminky jsou detailnéji popsany v
kap. 3.3.1). Extrakce a analyza mnozstvi 1é¢iva pomoci HPLC probéhla vzdy v case 0 a poté

48 a 144 hodin od okamziku pfipravy zasobnich roztokd.
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3.3.3 Méreni stability protinddorovych [éciv vazanych na nanodastice

3.3.3.1 Méfreni stability léciv vazanych v nanotrubicich MWCNT

Nanotrubice MWCNT (z angl. multi-walled carbon nanotubes) s vazanymi 1é¢ivy
(ellipticinem, etoposidem, doxorubicinem) byly pfipraveny v Laboratofi chemie a
biochemie agronomické fakulty Mendelovy univerzité¢ v Brné [59]. V ramci této prace bylo
zjistovano, jak jsou dand léc¢iva z nanotrubic uvolilovadna, zejména v zéavislosti na pH.
Predpokladame, Ze z vysledkd by bylo také mozné usuzovat na charakter vazby mezi
lé¢ivem a nanocasticemi MWCNT.

V experimentech byly analyzovany dvé skupiny vzorki MWCNT s véazanymi
cytostatiky. Prvni skupinu tvofily vzorky, které byly uchovavany v pufru PBS pH 9 pfi
teplot¢ 4 °C po dobu 12 meésicti. Piipravovany byly z 5 mM roztoki danych 1éciv
(ellipticin, etoposid, doxorubicin) a MWCNT. Druhou skupinou byly MWCNT s vazanymi
lé¢ivy bez dlouhodobého skladovani. Pro jejich pfipravu byla pouzita 1é¢iva o koncentraci

0.5 mM a uchovavany byly v pufru PBS pH 7.4 pii teploté 4 °C pouze 3 tydny.

A. Teplotni a ¢asova stabilita 1é¢iv vazanych v nanotrubicich MWCNT

Vzorky 1é¢iv v nanotrubicich MWCNT skladovanych po dobu 12 mésict byly
piipraveny ve dvou rtiznych koncentracich (ptivodni 5 mM a 10x fedéna 0.5 mM). Druha
skupina vzorkl (nanotrubice MWCNT skladované 3 tydny) byla analyzovana pouze v
ptivodni koncentraci (0.5 mM). Jednotlivé vzorky byly uchovavany v aliquotech po 100 pl
pii dvou riaznych teplotach, pii teploté¢ 4 °C a za laboratorni teploty (=25 °C). Stabilita
1é¢iv byla studovana v ¢ase 0, 48 a 144 hodin od okamziku pfipravy zasobnich roztokd.
Léciva (vdzana na MWCNT a/nebo z nich uvolnénd) byla pied analyzou pomoci HPLC z
pufru extrahovana 2 x 1 ml ethylacetditu nebo dichlomethanu. Podminky extrakce a
podminky pro HPLC jsou uvedeny v kap. 3.3.1.

Pro experimenty byly pfipraveny dvé sady vzorki protinadorovych 1é¢iv (ellipticinu,
etoposidu, doxorubicinu) v MWCNT. Prvni sadu (viz informace uvedené nize) tvofily
vzorky, jejichz analyzou pomoci HPLC byla ziskdna informace o celkovém mnoZstvi

1é¢iva v suspenzi nanotrubic (tedy 1é¢iva vazaného na MWCNT a lé€iva volného, které je
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ve vzorku pfitomno, ale nemusi byt vdzano). Druhd sada vzorkd (viz niZe uvedené
informace) pak byla vyuzita pro zjisténi mnozstvi 1é¢iva, které je ve vzorcich pfitomno

jako nenavazané.

Jednotlivé vzorky protinadorovych 1é¢iv pro analyzu pomoci HPLC byly pfipraveny
nasledujicim zplsobem:
1. sada vzorkii (pro urceni celkového mnozstvi 1é¢iva v suspenzi MWCNT)
Pro zajiSténi homogenity suspenze nanotrubic byly jednotlivé zéasobni roztoky
MWCNT s vazanymi 1éCivy nejprve intenzivné promichdny na vortexu. Nasledné bylo

odebrano 2.5 pl suspenze nanotrubic a piidano k 247.5 ul 0.1 M fosfatového pufru pH 7.4,
1é¢ivo bylo extrahovano z MWCNT organickymi rozpoustedly, jak je popsano v kap. 3.3.1

2. sada vzorku (pro ur¢eni mnozstvi lé¢iva uvolnéného z MWCNT)

Zasobni roztoky nanotrubic MWCNT s vazanymi 1éCivy pouzité pii pfipraveé prvni
sady vzorki byly 5 minut centrifugovany pti 2 000 x g (Minicentrifuge Labnet), aby doslo
k oddéleni MWCNT z roztoku a bylo mozné sledovat, zda je 1é€ivo vadzano v nanotrubicich
nebo je pritomné jako nenavazané volné€ v pufru. Ze vzorku bylo odebrano 2.5 ul vodné
faze a pfidano do mikrozkumavek s 247.5 ul 0.1 M fosfatového pufru pH 7.4. Léciva byla

z pufru extrahovana organickymi rozpoustédly, jak popisuje kapitola 3.3.1.

B. Vliv pH na uvolnovani 1é¢iv z nanotrubic MWCNT

Pro zjisténi schopnosti nanotrubic uvoliiovat 1é¢ivo v zavislosti na pH a Case byly
roztoky MWCNT s vazanymi lé¢ivy inkubovany v 0.1 M fostatovém pufru o dvou riznych
pH (pH 7.4 a 5.0). Vzdy bylo 2.5 pul zasobniho roztoku lé¢iva v nanotrubicich ptidédno ke
247.5 ul fosfatového pufru. Timto zplisobem byly v jeden den pfipraveny vSechny vzorky.
Takto piipravené vzorky pak byly inkubovany za laboratorni teploty na tfepacce (Yellow
Line OS 2 Basic, IKA-Werke) pii 440 RPM po dobu 6 dnli. Mnozstvi 1é¢iva uvolnéného z
MWCNT béhem inkubace bylo méfeno v den ptipravy vzorku a dale tieti a sedmy den po
jejich ptiprave.

V prvnim uspotfadani experimentii bylo pfed analyzou mnozstvi 1éCiva, které se z

MWCNT uvolnilo, 250 pul suspenze MWCNT centrifugovano po dobu 10-15 minut pii
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14 000 RPM (Centrifuge 5418, Eppendorf). Déle bylo 200 pl vodné faze extrahovéano
2 x 1 ml ethylacetatu nebo dichlomethanu a mnozstvi 1éCiv ve vzorcich ur¢eno pomoci
HPLC (viz kap. 3.3.1). Pro zjisténi celkového mnozstvi léCiva (tj. 1é¢iva vazaného v
nanotrubicich a IéCiva volného) byla provedena piima extrakce 1éciv, kdy suspenze
nanotrubic MWCNT s 1éCivy nebyla centrifugovana, pevné nanocastice MWCNT nebyly z
roztoku odd¢leny, a do organického rozpoustédla (kap. 3.3.1) tak byla extrahovana jak
1é¢iva z nanotrubic uvolnéna tak 1é¢iva v nanotrubicich vazana.

V dalSich experimentech byla pro odd¢leni nanotrubic MWCNT od volného 1é¢iva
misto centrifugace pouzita filtrace v centrifugacnich zkumavkach [centrifugace cca 15 min
pii 13 000 - 14 000 RPM (Centrifuge 5418, Eppendorf)]. Byly pouzity mikrozkumavky s
filtra¢ni jednotkou na 500 pl, s velikosti porti 3K (pro latky velikosti do 3 kDa). Na filtr
bylo aplikovéano 300-500 pl vzorku. Filtrem nanotrubice neprochdzi, zatimco 1é¢iva maji
dostate¢né nizkou molekulovou hmotnost na to, aby filtrem ve zkumavkach prosla. Jinak

byl pouzit stejny postup, jak je popsano v piedchozich tfech odstavcich.

3.3.3.2  Uvolnovani ellipticinu z nanotrubic MWCNT a jeho aktivace jaternimi

mikrosomalnimi enzymy za tvorby kovalentnich adukti s DNA

V experimentech sledujicich, zda je ellipticin uvolnovan z nanotrubic MWCNT za
ptfitomnosti subceluldrniho systému jaternich mikrosomt (vesikuly tvofené z rozbitého
endoplasmatického retikula) a aktivovan za tvorby kovalentnich adukti s DNA, byl pouzit
jak ellipticin enkapsulovany v nanotrubicich MWCNT (5 mM ellipticin v MWCNT,
vzorek uchovavany v PBS pH 9.0 pii teploté 4 °C po dobu 12 mésicti) [59], tak i roztok
tohoto 1éCiva volného (5 mM ellipticin v DMSO). Inkubaéni smés v celkovém objemu
0.75 ml byla inkubovana v otevienych mikrozkumavkach 60 minut pii 37 °C. Tato
inkubacni smés obsahovala 50 mM sodno-fosfatovy pufr pH 7.4 nebo pH 6.0, 0.5 mg
proteini jaternich mikrosomli (isolovanych z jater potkand v laboratofi, kde byla
diplomova prace vypracovavana), 1 mM NADPH, 0.5 mg DNA z teleciho brzliku a
100 uM ellipticin nebo stejné koncentrace této slouceniny v nanotrubicich MWCNT.
Kontrolni inkubace byly provadény bud’ s nanotrubicemi MWCNT, které neobsahovaly

ellipticin, nebo bez ellipticinu volného. Po inkubaci byla smés dvakrat extrahovana 0.75 ml
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ethylacetitu a z residualni vodné faze byla isolovana DNA pomoci standardni fenol-
chloroformové extrakce [6, 14-16, 18, 19]. Analyza aduktt aktivovaného ellipticinu s DNA
byla provedena S$kolitelkou prof. RNDr. Marii Stiborovou, DrSc., metodou ,,>?P-
postlabeling“, versi vyuZzivajici “nabohaceni” adukti s DNA pomoci nukleasy PI,
v Némeckém centru pro vyzkum rakoviny (Deutsches Krebsforschungszentrum) v
Adukty s DNA byly separovany pomoci tenkovrstvé chromatografie (TLC) na
polyethylenimin (PEI)-celulose (Macherey-Nagel) a adukty kvantifikovany za pouziti
pristroje Instant Imager (Canberra Packard). Mnozstvi adukti s DNA, vyjadiené jako
relativni obsah adukti v DNA (RAL, z angl. relative adduct labeling — mnozstvi aduktd v
normalnich, nemodifikovanych nukleotidech) bylo vyhodnoceno postupem popsanym v

diivéjsich pracich [6, 14-16, 18, 19].

3.3.3.3 Meéreni stability protinddorovych léciv vazanych v apoferritinu

Apoferritinové formy ellipticinu, etoposidu a doxorubicinu byly taktéz pripraveny
kolegy z Mendelovy univerzity v Brné¢ (Laboratof chemie a biochemie, Agronomicka
fakulta) [40]. Byly dodany roztoky o nasledujicich koncentracich danych lé¢iv: 820 pg/ml
pro doxorubicin, 770 pg/ml pro ellipticin a 320 pg/ml pro etoposid. Koncentrace 1é¢iv v
jednotlivych vzorcich pak byla fedénim destilovanou vodou sjednocena na 0.54 mM.

Dale byl pro méfeni stability apoferritinovych forem 1é¢iv v zavislosti na teploté a
pH pouzit postup analogicky postupu pouzitému pii zjiStovani stability 1é¢iv v MWCNT
(viz kap. 3.3.3.1). Jedinou zménou v postupu byla skutecnost, ze k 245 ul pufru bylo
pfidano 5 pl 1éCiva (v ptipadé etoposidu pouze 4 pl z ditvodu nedostateéného mnozstvi
zasobniho roztoku). Pro separaci volného, nenavazaného 1é¢iva od apoferritinu byla v
prvnim uspofadani experimentl pouZita centrifugace.

Pro dalsi experimenty byly dodany apoferritové formy léciv o koncentracich
1030 pg/ml pro doxorubicin, 130 pg/ml pro ellipticin a 270 pg/ml pro etoposid. Pro odd¢€leni
apoferritinu od volného 1éciva byla v druhém uspotfddani experimentli misto centrifugace
pouZita filtrace v centrifugacnich zkumavkach. Apoferritin je protein a diky své vysoké

molekulové hmotnosti (480 kDa) filtrem neprochazi, zatimco nizkomolekularni 1é¢iva ano.
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4 VYSLEDKY

4.1 Stanoveni koncentraci studovanych é¢iv (ellipticinu, etoposidu,

doxorubicinu)

V ramci této diplomové prace byly pro sledovani koncentrace lé¢iv zavedeny a
optimalizovany metody stanoveni cytostatik ellipticinu, etoposidu a doxorubicinu pomoci
vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC) s reverzni fazi. Ptiklady chromatogram
jednotlivych testovanych 1é¢iv, ziskanych postupem, ktery je uveden v metodické ¢asti

préce (kap.3.3.1), jsou uvedeny na obr. 4.1-4.3.
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Obr. 4.1: HPLC ellipticinu. Zasobni roztok ellipticinu byl v koncentraci 5 mM. Na kolonu

bylo naneseno 20 ul roztoku ellipticinu. Ellipticin byl detekovan pri vinové délce 296 nm.
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Obr. 4.2: HPLC etoposidu. Zasobni roztok etoposidu byl v koncentraci 5 mM. Na kolonu
bylo aplikovano 20 ul roztoku etoposidu. Etoposid byl detekovan pri vinoveé délce 229 nm.
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Obr. 4.3: HPLC doxorubicinu. Na kolonu bylo naneseno 20 ul roztoku doxorubicinu, zasobni

roztok byl 3.7 mM. Doxorubicin byl detekovan pri vinové délce 254 nm.

Uvedenymi metodami byly méfeny plochy pika rtiznych koncentraci danych latek

(ellipticinu, etoposidu a doxorubicinu) a sestrojeny kalibra¢ni piimky (grafy zavislosti

plochy piku lé¢iva na jeho koncentraci), jeZ jsou uvedeny na obrazcich 4.4-4.6.
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Obr. 4.4: Zavislost plochy piku ellipticinu analyzovaného pomoci HPLC na jeho
koncentraci.
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Obr. 4.5: Zavislost plochy piku etoposidu analyzovaného pomoci HPLC na jeho

koncentraci.
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Obr. 4.6: Zavislost plochy piku doxorubicinu analyzovaného pomoci HPLC na jeho

koncentraci.

4.2 Sledovani stability studovanych léciv

Sledovani stability protinadorovych 1é¢iv je dilezit¢ nejen z hlediska jejich
skladovani pro dal$i pouziti, ale 1 z hlediska jejich chovani v organismu. Stabilita
testovanych 1é¢iv byla sledovana za nékolika rGznych podminek - rtizna teplota, pH ¢i
doba skladovani. pH je dilezitym faktorem v posuzovani chovani cytostatik, nebot’
prostiedi nadorovych buiek a jejich okoli ma obvykle kyselejsi pH (pH 5-6) nez je pH
fyziologické (pH 7.4).

Pii sledovani stability etoposidu, doxorubicinu a ellipticinu byly pouZity roztoky
1é¢iv vzdy o tfech rtiznych koncentracich (5 mM, 0.5 mM a 0.05 mM). Vzorky téchto
roztokli byly inkubovany v pufrech o dvou raznych pH (7.4 nebo 5.0) a uchovavany za
razné teploty (-20 °C, 4 °C a za laboratorni teploty = 25 °C). V ptipad€ doxorubicinu byla
navic sledovéana jeho fotosenzitivita. Lé¢iva byla extrahovana z pufru pomoci organickych
rozpoustédel a jejich mnozstvi ur€eno pomoci HPLC (podminky jsou detailné popsany v
kap. 3.3.1). Extrakce 1éCiva a analyza jeho mnozstvi prob¢hla vzdy v ¢ase 0 a poté po 48 a

144 hodinéach skladovani roztoku Ié¢iva.
4.2.1 Vliv teploty, doby skladovani a pH na stabilitu ellipticinu

Vysledky experimentl sledujicich stabilitu ellipticinu jsou uvedeny na obrazcich

4.7-4.9. Ze ziskanych vysledkii vyplyva, ze je ellipticin ve vSech testovanych
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koncentracich, pfi vSech pouzitych teplotdch a pii obou pouzitych pH stabilni, jeho

koncentrace v testovanych roztocich neni témito faktory ovlivnéna (obr. 4.7-4.9).
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Obr. 4.7: Vliv teploty a doby skladovani 5 mM roztoku ellipticinu na jeho stabilitu. Graf

znazornuje zménu mnozstvi cytostatika v roztoku v zavislosti na dobé a teploté skladovani.

Koncentrace ellipticinu v roztoku byla sledovana v case 0 (B), po 48 hodinach (M) a po

144 hodindch skladovani (7). Pro analyzu byla pouZita dvé rizna pH, pH 7.4 (A) a

pH 5.0 (B).
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Obr. 4.8: Vliv teploty a doby skladovani 0.5 mM roztoku ellipticinu na jeho stabilitu. Graf

zndzoriuje zménu mnozstvi cytostatika v roztoku v zavislosti na dobé a teplote skladovani.

Koncentrace ellipticinu v roztoku byla sledoviana v case 0 (B), po 48 hodindach (M) a po

144 hodinach skladovani (). Pro analyzu byla pouzita dvé rizna pH, pH 7.4 (A) a

pH 5.0 (B).
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Obr. 4.9: Vliv teploty a doby skladovdni 0.05 mM roztoku ellipticinu na jeho stabilitu. Graf
zndzornuje zménu mnozstvi cytostatika v roztoku v zavislosti na dobé a teploté skladovani.

Koncentrace ellipticinu v roztoku byla sledovina v case 0 (B), po 48 hodinach (M) a po
144 hodinach skladovani (7). Pro analyzu byla pouZita dvé rizna pH, pH 7.4 (A) a
pH 5.0 (B).

4.2.2 Vliv teploty, doby skladovéni a pH na stabilitu etoposidu

Vysledky experimenti sledujicich stabilitu roztokii etoposidu znazornuji
obr. 4.10-4.12. Podobné jako v pfipad¢ ellipticinu je ze ziskanych vysledki patrné, Ze i
etoposid je pfi koncentracich 5 mM (obr. 4.10) a 0.5 mM (obr. 4.11) pti vSech pouZitych
teplotdich a pfi obou testovanych pH stabilni, jeho koncentrace neni témito faktory
ovlivnéna.

Jak je patrné z obr. 4.10 i 4.11 koncentrace etoposidu zjisténé pii experimentech
ptesahuji hodnotu 5 mM (resp. 0.5 mM), coz neodpovida jeho skutecné koncentraci
pouzité v experimetech. Hodnoty koncentrace etoposidu byly odecteny z kalibra¢ni kiivky
vztahu mezi plochou piku etoposidu a jeho koncentraci. Rozdil mezi odectenou a
skute¢nou hodnotou koncentrace etoposidu je zplsoben nelinearitou kalibracni kiivky.
Analogicky lze vysvétlit rozdily v obrazku 4.12, ktery uvadi vysledky experimentt
sledujicich stabilitu 0.05 mM roztoku etoposidu. Pfi této koncentraci 1é¢iva jsou zmény v
koncentraci etoposidu pozorovatelné, ale jsou vzhledem k nizkym koncentracim 1é¢iva ve

vzorcich nesignifikantni (obr. 4.12).
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Obr. 4.10: Vliv teploty a doby skladovani 5 mM roztoku etoposidu na jeho stabilitu. Graf
znazornuje zménu mnozstvi cytostatika v roztoku v zavislosti na dobé a teploté skladovani.

Koncentrace etoposidu v roztoku byla sledovana v case 0 (B), po 48 (M) a po 144 hodinach
skladovani (W ). Pro analyzu byla pouzita dveé riznda pH, pH 7.4 (A) a pH 5.0 (B).
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Obr. 4.11: Vliv teploty a doby skladovini 0.5 mM roztoku etoposidu na jeho stabilitu. Graf
znazornuje zménu mnozstvi cytostatika v roztoku v zavislosti na dobé a teploté skladovani.

Koncentrace etoposidu v roztoku byla sledovdana v case 0 (R), po 48 (M) a po 144 hodinach
skladovani (M ). Pro analyzu byla pouzita dveé riznda pH, pH 7.4 (A) a pH 5.0 (B).
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Obr. 4.12: Viiv teploty a doby skladovani 0.05 mM roztoku etoposidu na jeho stabilitu. Graf
znazornuje zmeénu mnoZstvi cytostatika v roztoku v zavislosti na dobé a teploté skladovani.

Koncentrace etoposidu v roztoku byla sledovana v case 0 (R), po 48 (B) a po 144 hodindch
skladovani (M ). Pro analyzu byla pouZita dvé rizna pH, pH 7.4 (A) a pH 5.0 (B).
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4.2.3 Vliv teploty, doby skladovani a pH na stabilitu doxorubicinu

Na obrazcich 4.13-4.18 jsou uvedeny vysledky experimentl sledujicich stabilitu
roztoki doxorubicinu. Stabilita roztoku cytostatika doxorubicinu byla sledovana
obdobnym zptisobem jako v ptipad¢ ellipticinu a etoposidu. Z piedchozich studii [58] je
znamo, ze doxorubicin je fotolabilni slouc¢eninou. Z tohoto ditvodu bylo v ptipade tohoto
1é¢iva navic sledovano jeho chovani na svétle, tedy zda se plisobenim svétla tato latka v
roztoku rozklada. Fotolabilita roztoku doxorubicinu vSak nebyla potvrzena. V roztocich
doxorubicinu, které byly uchovavany pfi laboratorni teploté¢ za tmy, dochézelo ke stejné
zmén¢ jeho mnozstvi jako ve vzorcich roztokii uchovavanych za stejné teploty na svétle
(obr. 4.13, 4.16). Pouze v nejnizsi koncentraci roztoku doxorubicinu (0.05 mM) doSlo pfi
teplot¢ 25 °C a soucCasném pusobeni svétla k vyrazngjSimu poklesu koncentrace
doxorubicinu v roztoku, nez pfi samotném plsobeni vyssi teploty (obr: 4.18).

Obr. 4.13 a 4.14 znazornuji vysledky experimentli ziskanych pii analyze 5 mM
roztoku doxorubicinu. Z téchto vysledku je ztejmé, ze pii pH 7.4 je toto 1éCivo nestabilni.
Koncentrace jeho roztokd v pH 7.4 je vyznamné ovlivnéna, a to i pfi teplot¢ 4 °C. V
priubéhu skladovani roztoku se jeho koncentrace v roztoku snizuje (obr. 4.13 A). Navic se
po 48 hodinach skladovani roztoku doxorubicinu pii 25 °C byl pti HPLC vedle piku
doxorubicinu detekovan jesté dalsi pik dosud nedefinované slouceniny, jez byla eluovana
ve 4. minuté (obr. 4.15). Lze ptredpokladat, Ze se jednd o “derivat”, rozkladny produkt
doxorubicinu. I kdyz vlastnosti tohoto “derivatu” nebyly charakterizovany, jeho absorp¢ni
vlastnosti jsou podobné vlastnostem doxorubicinu (absorpce pti 254 nm). Jeho koncentrace
byla proto odhadnuta z kalibra¢nich kfivek parentdlniho doxorubicinu. A to i pfes to, Ze
koncentrace mohou byt zatizeny chybou danou aproximaci jeho spektralnich vlastnosti. Po
144 hodinach skladovani roztoku doxorubicinu mnoZstvi jeho degrada¢niho produktu v
roztoku jesté vzrostlo (obr. 4.14 A).

Pti pH 5.0 je roztok doxorubicinu stabilni (obr: 4.13 B). Nasvédcuje tomu 1 fakt, ze
pfi extrakci doxorubicinu z pufru o pH 5.0 do organické faze (dichlormethan) toto 1é€ivo (i
jeho degradacni produkt) velmi pevné “drzi" ve vodné fazi a do organické se ho extrahuje
jen velmi malo. Pti pH 5.0 se “derivat” doxorubicinu v chromatogramu objevuje az po

144 hodinach skladovéni roztoku doxorubicinu (obr. 4.14 B).
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Obr. 4.13: Vliv teploty a doby skladovani 5 mM roztoku doxorubicinu na jeho stabilitu.
Graf zndzornuje zménu mnozstvi cytostatika v roztoku v zavislosti na dobé a teploté
skladovani. Koncentrace doxorubicinu v roztoku byla sledoviana v case 0 (M), po
48 hodindach (M) a po 144 hodinach skladovani (). Pro analyzu byla pouzita dvé riizna
pH, pH 7.4 (A) a pH 5.0 (B).
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Obr. 4.14: Mnozstvi “derivdatu” (degradacniho produktu) doxorubicinu vzniklého
skladovanim 5 mM roztoku doxorubicinu pii teploté 25 °C. V grafu je zndazornéno mnozstvi
“derivatu” doxorubicinu vznikajictho viivem teploty 25 °C pri pH 7.4 (A) a 5.0 (B).
Mnozstvi tohoto “derivatu” bylo sledovano v case 0 (M), po 48 hodindach (M) a po
144 hodinach skladovani ().

Vysledky ziskané pii analyze 0.5 mM roztoku doxorubicinu (obr. 4.16, 4.17) jsou

analogické tém, které byly ziskany pro 5 mM roztok. Poklesu mnozstvi doxorubicinu pfi

pH 7.4 (obr. 4.16 A) odpovida nartist mnozstvi jeho “derivatu” (obr. 4.17 A). Pii pH 5.0

(obr. 4.16 B) je roztok doxorubicinu stabilni, pik rozkladného produktu se v

chromatogramu objevuje také, ale az po 144 hodinach skladovani (obr. 4.17 B).
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Obr. 4.15: HPLC 0.5 mM (A) a 0.05 mM (B) roztoku doxorubicinu skladovaného 144 dni
piii pH 7.4, teploté 25 °C a za piisobeni svétla. Cernou Sipkou je oznacen pik doxorubicinu,
Cervenou Sipkou pik dosud nedefinované slouceniny, pravdepodobné jeho rozkladného

produktu. Detekce pri 254 nm, nastiik 20 ul.
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Obr. 4.16: Vliv teploty a doby skladovani 0.5 mM roztoku doxorubicinu na jeho stabilitu.
Graf znazornuje zménu mnozstvi cytostatika v roztoku v zavislosti na dobé a teplote
skladovani. Koncentrace doxorubicinu v roztoku byla sledoviana v case 0 (M), po
48 hodindach (M) a po 144 hodindch skladovani (* ). Pro analyzu byla pouzita dvé riizna
pH, pH 7.4 (A) a pH 5.0 (B).
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mnozstvi “derivatu’ doxorubicinu vznikajictho viivem teploty 25 °C pri pH 7.4 (4) a 5.0 (B).
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“derivatu”

144 hodinach skladovani ().

bylo sledovino v case 0 (M), po 48 hodinich (M) a po

Obr. 4.18 zobrazuje vysledky experimentii sledujicich stabilitu doxorubicinu v

0.05 mM roztoku. Pfi této koncentraci byly méfeny pouze vzorky uchovéavané pii pH 7.4.

Pii pH 5.0 nebyla extrakce doxorubicinu G¢innd a mnozstvi této latky a jeho derivatu

nebylo mozZno pomoci HPLC detekovat. Pfi pH 7.4 dochdazi i pfi nizké teploté k poklesu

koncentrace doxorubicinu (obr. 4.18 A),

tomu odpovidd narGst mnozstvi jeho

“derivatu” (obr. 4.18 B). Pii této nizké koncentraci byl “derivat” doxorubicinu

detekovatelny i pii teploté 4 °C.
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Obr. 4.18: Vliv teploty a doby skladovani 0.05 mM roztoku doxorubicinu na jeho stabilitu.

Graf zndzornuje zménu mnozstvi doxorubicinu (A) a zménu mnozstvi jeho degradacniho

produktu (B) v roztoku o pH 7.4 v zavislosti na dobé a teploté skladovani. Koncentrace latek v

roztoku byla sledovana v case 0 (B), po 48 hodinach (M) a po 144 hodindch skladovani (© ).
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4.3 Analyza stability protindadorovych |é¢iv vézanych na nanocastice

4.3.1 Analyza stability protinddorovych |é&iv vézanych v nanotrubicich

MWCNT skladovanych 12 mésict pfi teploté 4 °C

Nanotrubice MWCNT s vazanymi 1éCivy (ellipticinem, etoposidem, doxorubicinem)
byly uchovavany v pufru PBS pH 9 pfi teploté 4 °C po dobu 12 mésict. Zjistovano bylo,
zda 1 po této dob& jsou dana cytostatika na tyto nanotransportéry vazana a jak jsou z
nanotrubic uvoliiovéna, a to zejména v zavislosti na pH. Vzhledem k tomu, ze pH
nadorovych bunék je v kyselejsi oblasti nez je pH zdravych bunék, bylo by vyhodné, aby
byla 1é¢iva z nanotrubic uvoliiovana pii niz§im pH, zatimco pii pH fyziologickém by k
uvolnéni 1é¢iva nedochdzelo. Predpokladame rovnéz, Ze by z vysledkl bylo také mozné
usuzovat na charakter vazby mezi cytostatikem a nanoc¢ésticemi (nanotrubicemi).

V prvni ¢asti experimentil byla studovéana teplotni a ¢asova stabilita 1é€iv vazanych v
nanotrubicich MWCNT. Vzorky 1éCiv v nanotrubicich MWCNT byly béhem experimentu
uchovavany pti dvou riznych teplotach, pfi teploté 4 °C a za laboratorni teploty (=25 °C).
Pro zjisténi schopnosti uvolnéni 1é¢iva z nanotrubic v zdvislosti na pH a Case byly roztoky
nanotrubic s vazanymi léCivy inkubovany v 0.1 M fosfatovém pufru o dvou rtiznych pH
(pH 7.4 a 5.0). Léciva (vazand na MWCNT a/nebo z nich uvolnénd) byla ptfed analyzou
pomoci HPLC extrahovana z pufru organickymi rozpustédly. Detailni postup prace je

popsan v metodické Casti prace (kap. 3.3.3.1).

4.3.1.1 Stabilita ellipticinu v MWCNT skladovanych 12 mésicu

Cilem experimentli bylo zjistit miru interakce ellipticinu s nanotrubicemi MWCNT.
Sledovali jsme proto mnozstvi ellipticinu celkového (“vazaného” 1 volného) a také
mnozstvi ellipticinu, které se z nanotrubic uvolnilo do roztoku vlivem teploty a doby
skladovéni. Zptsob zjistovani obsahu 1é¢iva celkového a volného je popséan v kap. 3.3.3.1.

Obr. 4.19 zobrazuje zmény v mnozstvi ellipticinu vazaného v MWCNT v suspenzi s
ptvodni koncentraci 1éciva 5 mM. Z vysledki vyplyva, ze ellipticin interaguje s
nanocasticemi MWCNT takovymi vazbami, které nejsou vodnym prostfedim poruseny, a

ellipticin se tudiz v tomto prostifedi ze struktury MWCNT neuvoliiuje. Volny ellipticin
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(obr. 4.19 B) je v pufru pfitomen pouze v nepatrném mnoZzstvi, konkrétn€ méné nez 0.2 %
z celkového mnozstvi ellipticinu v nanotrubicich. O vazbé¢ ellipticinu na tyto nanostruktury
lze tedy predpokladat, Ze se jedna o relativné silnou interakci a az extrakce organickym
rozpoustédlem ellipticin z nanocastic uvoliluje. Vzhledem k tomu, Ze nedochazi ke
zietelnému nartstu mnozstvi uvolnéného ellipticinu, da se predpokladat, ze za danych
teplot je interakce ellipticinu s nanotrubicemi stabilni a i pfes dlouhodobé skladovani
suspenze MWCNT (12 mésict pii 4 °C) je stile vétSina léCiva vazdna v MWCNT.
Obdobn¢ vysledky byly ziskany pro roztok ellipticinu v nanotrubicich v desetkrat nizsi

koncentraci (0.5 mM), a nejsou proto v praci uvedeny.
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Obr. 4.19: Vliv teploty a doby skladovani ellipticinu vazaného v MWCNT na jeho stabilitu
v téchto nanocdasticich. Separace nanotrubic s ellipticinem od roztoku volného ellipticinu
byla provedena centrifugaci (viz kap. 3.3.3.1). Graf zndzoriuje zménu mnozstvi cytostatika
v suspenzi nanotrubic v zavislosti na dobé a teploteé skladovani. Mnozstvi ellipticinu

celkového (A) a volného (B) bylo sledovino v case 0 (M), po 48 hodinach (M) a po
144 hodinach skladovani (™). Mnozstvi ellipticinu je vyjadieno jako plocha piku ellipticinu

v jednotkach mAU*min.

Déle bylo sledovano uvoliovani ellipticinu z nanotrubic MWCNT v zavislosti na
pH. Pro oddéleni nanotrubic od volného cytostatika byla v jednom uspoiadani experimentii
pouZita centrifugace (viz kap. 3.3.3.1) (obr. 4.20). Uhlikové nanotrubice (MWCNT) jsou ve
vodném prostfedi nerozpustné a centrifugace je mozné vyuzit k odd¢€leni téchto struktur ve

form¢ sedimentu z roztoku. Oddéleni MWCNT od volného cytostatika bylo v druhém
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experimentalnim uspotfadani provedeno za pouZiti centrifugace ve zkumavkach s filtrem
(obr. 4.21). Nanotrubice se zachyti na filtru uvniti mikrozkumavek, a dojde tak k jejich
dokonalému oddéleni od roztoku volného ellipticinu. Vysledky ziskané v experimentech
obou uspofadani signalizuji, Ze samotna centrifugace na separaci nanoc¢astic MWCNT od
cytostatika nestaci, mnohem U¢inné&jsi je centrifugace ve filtratnich mikrozkumavkach. Je
to ziejmé z vysledkid uvedenych na obr. 4.20 a 4.21. Zatimco pfi pouziti centrifugace jako
separac¢ni metody se zda, ze jiz v den piipravy vzorki je pii pH 5.0 ze struktury nanotrubic
uvolnéno 50 % ellipticinu (obr. 4.20 B). Byla-li vSak misto centrifugace pouZzita

centrifugace pies filtr, uvolnilo se z nanotrubic pii pH 5.0 po 144 dnech skladovéani pouze

10 % ellipticinu (obr. 4.21 B).
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Obr. 4.20: Vliv pH na uvoliiovani ellipticinu 7 nanotrubic MWCNT. Separace nanotrubic s
ellipticinem od roztoku volného ellipticinu byla provedena centrifugaci (kap. 3.3.3.1).
Uvolnovani ellipticinu bylo sledovano pri pH 7.4 (M) a pri pH 5.0 (). Mnozstvi ellipticinu
uvolnéného z nanotrubic je vyjadieno jako plocha piku ellipticinu [mAU*min] (A) a v
procentech celkového mnozstvi léciva (B). Jako 100 % je uvazZoviano mnozZstvi léciva, které
bylo ziskano primou exktrakci z nanotrubic bez predchozi centrifugace (bez oddéleni

MWCNT od roztoku cytostatika).
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Obr. 4.21: Vliv pH na uvolfiovani ellipticinu z nanotrubic MWCNT. Separace nanotrubic s
ellipticinem od roztoku volného ellipticinu byla provedena centrifugaci ve filtracnich
ghkumavkdach (kap. 3.3.3.1). Uvolnovani ellipticinu bylo sledovano pri pH 7.4 (B) a pri
pH 5.0 (7). Mnozstvi ellipticinu uvolnéného z nanotrubic je vyjadieno jako plocha piku

ellipticinu [mAU*min] (A) a v procentech celkového mnozstvi léciva (B). Jako 100 % je
uvazovano mnozstvi leciva, které bylo ziskano primou exktrakci z nanotrubic bez predchozi

centrifugacni filtrace (bez oddéleni MWCNT od roztoku cytostatika).

Zjisténa byla i skutecnost, ze pti pH 7.4 je ellipticin na nanotrubice MWCNT vazan
pevné a neuvoliluje se z nich, zatimco pii pH 5.0 je jeho interakce s nanostrukturou
porusena. Pfi pH 5.0 dochézi jiz v den ptipravy vzorkid k ¢astenému uvolnéni 1é¢iva z
nanotransportéru (obr. 4.20, 4.21). V pocatecnich experimentech, kdy byla k separaci
nanotrubic od roztoku volného ellipticinu pouzita pouze centrifugace (obr. 4.20), byl
48 hodin po ptipravé vzorki pozorovan narlist mnozstvi volného ellipticinu. V pokusu, kde
byly pouzity k oddéleni nanocéstic od roztoku centrifugacni zkumavky s filtrem
(obr. 4.21), kdy je separace mnohem ¢innéjsi, mizeme také 48 hodin po piipravé vzorkil
pozorovat narGist mnozstvi uvolnéného ellipticinu a po 144 hodinach dochazi k jeho
dal§imu uvoliovani.

Ziskané vysledky naznacuji, Ze vazba ellipticinu na nanotrubice MWCNT je
nekovalentniho charakteru. Zmény v koncentraci protoniti zplsobi rozruSeni vazby a
uvolnéni ellipticinu. Je tedy pravdépodobné, ze roli ve vazbé ellipticinu na uhlikové

nanotrubice MWCNT mohou hrat iontové vazby.
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4.3.1.2 Stabilita etoposidu v MWCNT skladovanych 12 mésicu

Obdobné experimenty byly provedeny s dalSim testovanym cytostatikem,
etoposidem. Opé€t bylo cilem experimentl zjistit silu interakce lé¢iva s nanotrubicemi
MWCNT. Bylo sledovano celkové mnozstvi etoposidu (“vazaného” i volného) a také
mnozstvi etoposidu, které se z nanotrubic uvolnilo do roztoku vlivem teploty a doby
skladovani.

Obr. 4.22 zobrazuje vysledky ziskané pii sledovani teplotni a Casové stability
etoposidu v suspenzi nanotrubic MWCNT o piivodni koncentraci etoposidu 5 mM. Témét
stejnd mnozstvi etoposidu celkového (obr. 4.22 A) a etoposidu volné¢ho (obr. 4.22 B)
naznacuji, ze etoposid interaguje s nanotrubicemi velmi slabymi interakcemi a zda se, ze v
¢asticich inkubovanych pii teplot¢ 4 °C doSlo béhem dlouhé doby skladovéani vzorka
nanotrubic s etoposidem k jeho uvolnéni z MWCNT. Za teploty 25 °C piekvapiveé
koncentrace etoposidu celkového i etoposidu volného s dobou inkubace roste (obr. 4.22).
Cim jsou tyto zmény dany viak zatim nemiizeme vysvétlit. Analogické vysledky byly
ziskany 1 pfi analyze etoposidu v MWCNT, kde etoposid byl v koncentraci 0.5 mM, a

nejsou proto v praci uvedeny.
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Obr. 4.22: Vliv teploty a doby skladovani etoposidu viazaného v MWCNT na jeho stabilitu v
téchto nanocadsticich. Separace nanotrubic s etoposidem od roztoku volného etoposidu byla
provedena centrifugaci (kap. 3.3.3.1). Graf zndzoriuje zménu mnoZstvi cytostatika v
suspenzi nanotrubic zavislosti na teploté a dobé skladovani. MnozZstvi etoposidu celkového

(A) a volného (B) bylo sledovino v case 0 (M), po 48 (M) a po 144 hodindch skladovani ().

Mnozstvi etoposidu je vyjadreno jako plocha piku etoposidu v jednotkach mAU*min.
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Pti sledovani vlivu pH na uvoliovani etoposidu ze struktury nanotrubic byly pro
oddé€leni MWCNT od roztoku etoposidu pouzity opét dvé experimentalni uspoiadani
(metody) - centrifugace a centrifugace spolu s filtraci v centrifuga¢nich zkumavkach
(viz kap. 3.3.3.1). Obr. 4.23 a 4.24 znéazoriuji ziskané vysledky. Pokud byly MWCNT od
roztoku volného etoposidu odd¢€leny centrifugaci, vysledky by signalizovaly, ze jiz prvni
den je 100 % celkového mnozstvi 1é¢iva ze struktury nanotrubic uvolnéno (obr. 4.23 B). To
odpovida vysledkim uvedenym v piedchozim odstavci, a to, ze vlivem dlouhodobého
skladovani MWCNT s etoposidem doslo k poruSeni vazeb mezi MWCNT a etoposidem a

veskeré 1éCivo je z nanostruktur uvolnéno.
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Obr. 4.23: Vliiv pH na uvoliiovani etoposidu z nanotrubic MWCNT. Separace nanotrubic s
etoposidem od roztoku volného etoposidu byla provedena centrifugaci (kap. 3.3.3.1).
Uvolnovani etoposidu bylo sledovano pri pH 7.4 (B) a pri pH 5.0 (W). Mnozstvi etoposidu
uvolnéného z nanotrubic je vyjadreno jako plocha piku etoposidu [mAU*min] (A) a v
procentech celkového mnozstvi léciva (B). 100 % uvedenych v grafu reprezentuje mnozstvi
léciva, které bylo ziskano primou exktrakci z nanotrubic bez predchozi centrifugace (bez

oddéleni MWCNT od roztoku cytostatika).

Na obr. 4.23 je pozorovatelny mirny nartist uvolnéného etoposidu pii pH 5.0. Tyto
hodnoty jsou ale vyssi nez je 100 % celkového mnoZstvi etoposidu ve vzorcich. Tento jev
muZeme vysvétlit tim, Ze pfimou extrakci organickym rozpoustédlem neni mozné ziskat
celkové mnozstvi etoposidu vézaného v nanotrubicich. Nanotrubice analyzované v této
préci patii do skupiny tzv. mnohosténnych uhlikovych nanotrubic (MWCNT), jsou tedy

tvofeny nékolika uhlikovymi vrstvami (obr. 1.21, str. 57) [59]. Pii vyrobnim procesu
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dochdzi k derivatizaci téchto nanocéstic (napi. vytvofeni karboxylovych skupin nebo
pripojeni polyethylenglykolu, aby byla zvySena hydrofilita a biokompatibilita nanotrubic).
Témto zméndm vsak velmi pravdépodobné podléhd pouze nejvrchnéjsi vrstva nanotrubic a
ostatni (vnitini) zlstavaji nepolarni. LéCivo se vSak mlze vazat jak na povrch nanotrubic,
tak 1 dovniti jejich struktur. Pokud je nepolarni etoposid vazan i ve vnitinich vrstvach
mnohosténnych nanotrubic, neni mozné pifimou extrakci nepolarnim rozpoustédlem
extrahovat celkovy podil etoposidu, ale pouze mnozstvi etoposidu vazané¢ho na povrchu
nanotrubic. Uvniti nepolarniho prostiedi nanotrubic miize 1éCivo interagovat pevnéjSimi
vazbami a neni uvolnéno extrakci do organické faze. Pii pH 5.0 se vSak etoposid
pravdépodobné uvoliiuje i z vnitinich vrstev MWCNT a Ize tak zaznamenat vétsi nez

100% mnozstvi uvolnéného etoposidu (obr. 4.23).

Vysledky experimentl, kde byla pro odd¢leni nanotrubic MWCNT od roztoku
volného etoposidu pouzita centrifugace ve filtratnich mikrozkumavkach (obr. 4.24), vSak
ukazuji, Ze sice k vyrazn¢jSimu uvoliiovani 1é¢iva z MWCNT nedochazi ani pii pH 7.4 ani
5.0, ale jiz v den piipravy vzorkl je uvolnéno cca 30 % z celkového mnoZstvi etoposidu.
Vysledky ptfedchozich experimenti, kde byla pro separaci volného etoposidu od
nanotrubic pouzita centrifugace, ukazovali 100% uvolnéni 1éCiva jiz na =zacatku
experimentu (obr. 4.23). Rozdil oproti predchozim vysledkim lze vysvétlit tim, Ze
separace pomoci centrifugace na oddéleni nanotrubic z roztoku je nedostacujici (podobné
jako v experimentech s ellipticinem v MWCNT, kap. 4.3.1.1). V roztoku, ze kterého pak
bylo 1é€ivo extrahovano, se proto mohly nachédzet zbytky nanotrubic, které se nepodatilo
centrifugaci odd¢lit, a zpisobily tak falesn¢ vyssi hodnoty volného etoposidu. Filtraci v
centrifugacnich zkumavkach doSlo k dokonalejSimu oddéleni nanotrubic od volného

1é¢iva, a vysledky proto nejsou touto chybou zatizeny.
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Obr. 4.24: Vliv pH na uvoliiovani etoposidu 7 nanotrubic MWCNT. Separace nanotrubic s
etoposidem od roztoku volného etoposidu byla provedena centrifugaci ve filtraénich

tkumavkdach (kap. 3.3.3.1). Uvoliiovani etoposidu bylo sledovano pri pH 7.4 (B) a pri
pH 5.0 (W). Mnozstvi etoposidu uvolnéného z nanotrubic je vyjadreno jako plocha piku

etoposidu [mAU*min] (A) a v procentech celkového mnozstvi léciva (B). 100 % uvedenych v
grafu reprezentuje mnozstvi léciva, které bylo ziskano primou exktrakci z nanotrubic bez

predchozi centrifugacni filtrace (bez oddéleni MWCNT od roztoku cytostatika).

4.3.1.3 Stabilita doxorubicinu v MWCNT skladovanych 12 mésict

Tretim testovanym lé¢ivem vazanym v nanotrubicich MWCNT byl doxorubicin. V
prvni ¢asti experimentl byla studovana teplotni a ¢asova stabilita doxorubicinu vdzané¢ho v
nanotrubicich MWCNT. Vzorky doxorubicinu v MWCNT byly b&hem experimentu
uchovéavany pii dvou riiznych teplotich. Aby bylo mozné urcit mnozstvi doxorubicinu
nenavazaného na nanotrubice, byly nerozpustné MWOCNT od roztoku volného
doxorubicinu opét oddéleny bud’ centrifugaci nebo centrifugaci ve zkumavkéach s filtrem
(viz kap. 3.3.3.1).

Vysledky experimentl sledujicich stabilitu doxorubicinu vazaného v nanotrubicich
MWCNT o plivodni koncentraci 1é¢iva 5 mM jsou uvedeny na obr. 4.25. VSechny ziskané
hodnoty mnozstvi doxorubicinu (jak volného tak celkového) jsou velmi nizké, lze tedy
predpokladat, ze béhem dlouhé doby skladovani vzorkit MWCNT s doxorubicinem doslo k

jeho rozkladu. Méfené hodnoty jsou také z toho diivodu zatizeny velkou chybou. Vysledky
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ziskané pro suspenzi MWCNT s vazanym doxorubicinem desetkrat fedénou (0.5 mM) jsou

analogické, a nejsou proto v praci uvedeny.
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Obr. 4.25: Vliv teploty a doby skladovani doxorubicinu vdizaného v MWCNT na jeho
stabilitu v téchto nanocdasticich. Separace nanotrubic s doxorubicinem od roztoku volného
doxorubicinu byla provedena centrifugaci (kap. 3.3.3.1). Graf zndzornuje zmeénu mnozstvi
cytostatika v suspenzi nanotrubic v zavislosti na dobé a teploté skladovani. MnozZstvi

doxorubicinu celkového (A) a volného (B) bylo sledovano case 0 (B), po 48 hodinach (M) a
po 144 hodindch skladovani (7). Mnozstvi doxorubicinu je vyjadreno jako plocha piku

doxorubicinu v jednotkach mAU*min.

Je znamo, Ze doxorubicin je fotolabilni slouceninou, kterd je také citliva na zasadité
pH [58]. Vzhledem k tomu, ze nanotrubice MWCNT s doxorubicinem byly 12 mésicti
uchovéavany v pufru o pH 9, je velmi pravdépodobné, ze doslo k degradaci doxorubicinu.
Slouceniny, na které se doxorubicin degraduje mohou byt rozpustnéjsi ve vodné fazi nez v
organické, a proto je organickym rozpustédlem nelze z roztoku extrahovat. Doxorubicin
ma navic ¢ervenou barvu, coz umoznuje jiz ¢aste¢né subjektivni hodnoceni vysledkd. Z
barvy roztokll 1ze usuzovat, ze po extrakci vzorki MWCNT s doxorubicinem zlstava
vétsina latek ve vodné fazi a do organické faze se jich extrakci dostdva jen velmi malo. Po
téchto zjisténich byl proto proveden dalsi experiment prokazujici tento predpoklad. 2.5 ul
nanotrubic MWCNT s doxorubicinem bylo pfidano k 247.5 ul fosfatového pufru pH 7.4 a
vzorek byl dale extrahovan dichlomethanem. Pomoci HPLC pak byla na obsah

doxorubicinu analyzovana jak organickd, tak vodna faze ziskanad po extrakci (podminky
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pro HPLC jsou uvedeny v kap. 3.3.1.3). Ziskané vysledky jsou uvedeny na obr. 4.26. Pti
analyze organické faze se v chromatogramu objevil pouze jeden pik odpovidajici
doxorubicinu (obr: 4.26 B), zatimco analyza vodné faze poskytla piky dva, pik samotného
doxorubicinu a pik zfejmé rozkladného produktu doxorubicinu (obr. 4.26 C). V kontrolnich
vzorcich samotnych nanotrubic MWCNT (bez vazaného doxorubicinu) tento pik, ktery by

odpovidal “derivatu” doxorubicinu nalezen nebyl (obr. 4.26 A).
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Obr. 4.26: Viiv dlouhodobého skladovani na rozklad doxorubicinu v MWCNT. (A) HPLC
samotnych nanotrubic MWCNT, (B) HPLC organické faze po extrakci doxorubicinu z
nanotrubic MWCNT dichlomethanem, (C) HPLC vodné faze po extrakci doxorubicinu z
nanotrubic MWCNT dichlomethanem.
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Pik “rozkladného produktu” doxorubicinu, ktery se v chromatogramu objevuje pii
experimentech provedenych na nanotrubicich MWCNT s doxorubicinem je eluovan v
retenénim Case okolo 3 minut. Hodnota reten¢niho ¢asu vsak neodpovida reten¢nimu ¢asu
“derivatu” doxorubicinu z experimentll zjiStujicich stabilitu samotného cytostatika
(kap. 4.2.3), kdy byl “degradacni produkt” doxorubicinu eluovan pozdéji, ve 4. minuté
(obr. 4.15 na str. 80). Nejedna se tedy ziejme o stejné latky.

V dal§im uspofadani experimentu byly pro separaci nanotrubic opét pouzity
centrifugaéni filtra¢ni mikrozkumavky (kap. 3.3.3.1). Toto metodické uspofadani umoznilo
dokonalejs$i oddé€leni volného doxorubicinu od nanotrubic s vdzanym doxorubicinem.
Vzhledem k tomu, Ze bylo v pfedchozim pokusu zjisténo, ze doxorubicinu je v dlouhodobé
skladovanych nanotrubicich MWCNT velmi malé mnozstvi, byla pfi dalsim pokusu
vyuzita detekce pomoci fluorescence doxorubicinu [60]. Graf ukazujici ziskané vysledky
vS8ak neni v praci uveden, nebot 1 ptes citlivéjsi fluorescenéni detekci byly vSechny
hodnoty koncentrace volné¢ho nenavdzaného doxorubicinu téméf nulové. Pouze pfi piimé
extrakci doxorubicinu, kdy nebyla suspenze nanotrubic filtrovdna a doxorubicin z ni byl
extrahovan organickym rozpoustédlem piimo, bylo detekovano nepatrné mnozstvi tohoto
cytostatika. Shrneme-li tyto vysledky, lze fici, ze pii centrifugaci ve filtracnich
mikrozkumavkach dochézi k lep§imu oddéleni nanotrubic od volného cytostatika neZ pfi
centrifugaci samotné (bez filtrace). Druhym zavérem je potvrzeni nestability doxorubicinu.
Po dlouhé¢ dobé¢ (12 mésict) skladovani nanotrubic MWCNT zistalo v téchto
nanostrukturdch vazédno pouze nepatrné mnozstvi doxorubicinu. Volny doxorubicin, ktery

se teoreticky z nanotrubic uvolnil, byl vSak jiz rozlozen.
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4.3.2 Analyza stability protinadorovych |éciv vazanych v nanotrubicich

MWCNT bez dlouhodobého skladovani

Prvni sada nanotrubic MWCNT s véazanymi cytostatiky, které¢ byly pouZity pro
urceni stability 1é¢iv a vlivu pH na jejich uvolilovani z MWCNT (kap. 4.3.1), byly pted
studii uchovavany po dobu miniméln¢ 12 mésicii pii 4 °C, a je tedy pravdépodobné, ze
mohlo dojit k uvolnéni 1éCiv z téchto nanocastic (etoposid) nebo rozkladu I1éciva
(doxorubicin). Proto byly pro dalsi experimenty pfipraveny kolegy z Mendelovy univerzity
v Brné€ dal$i vzorky nanotrubic MWCNT s [é€ivy, které byly uchovavany pii teploté 4 °C
pouze 3 tydny. V experimentech byly pouzity stejné metody jako pii experimentech se

vzorky skladovanymi 12 mésict.

4.3.2.1 Stabilita ellipticinu v MWCNT bez dlouhodobého skladovani

V pfipadé ellipticinu byly pfi zjiStovani jeho teplotni a cCasové stability v
nanostrukturach ziskdny analogické vysledky jako ptfi analyze vzorkli uchovavanych
12 mésicu pii teploté 4 °C. Ellipticin je na nanotrubice (MWCNT) vazéan a neni pfitomen v
pufru ve volné form¢é¢ mimo nanotrubice (obr. 4.27). V pufru, ve kterém byly MWCNT s
ellipticinem inkubovany, nebyl ellipticin prakticky detekovan (obr. 4.27 B), konkrétné bylo
v pufru pfitomno méné¢ nez 0.2 % z jeho celkového mnozstvi. Vazba ellipticinu na
nanotrubice je tedy zprostfedkovédna silnéjSimi interakcemi, které jsou za danych teplot
stabilni a k uvolnéni ellipticinu z nanotrubic dochézi az jeho extrakci organickym
rozpoustédlem.

Pii zjistovani vlivu pH na uvoliovani ellipticinu z nanotrubic MWCNT jsou
vysledky ziskdné experimenty s nové pfipravenymi nanotrubicemi (skladovanymi 3 tydny)
pon¢kud odlisné od téch, které byly ziskany experimenty s nanotrubicemi skladovanymi
12 mésict (kap. 4.3.1.1). V piedchozich experimentech (kap. 4.3.1.1) bylo zjisténo, Ze se
ellipticin pfi pH 7.4 z nanotrubic témét neuvoliiuje ani po Sesti dnech, zatimco pii pH 5.0 k

jeho postupnému uvolnovani dochazi (obr. 4.20 a 4.21, str. 84-85).
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Obr. 4.27: Vliv teploty a doby skladovani ellipticinu vazaného v MWCNT na jeho stabilitu
v téchto nanocasticich. Separace nanotrubic s ellipticinem od roztoku volného ellipticinu
byla provedena centrifugaci (kap. 3.3.3.1). Graf zndzoriuje zménu mnozstvi cytostatika
celkového (A) a volného (B) v suspenzi nanotrubic v zavislosti na dobé a teploté skladovani.
Vzorky byly uchovavany pri teplot¢ 4 °C (M) a pri laboratorni teplote (M). Mnozstvi
ellipticinu je vyjadreno jako plocha piku ellipticinu v jednotkach mAU*min.

Vysledky nasledujicich experimetii s novymi vzorky nanotrubic se 1i8i v zavislosti na
pouzité metod¢ pro separaci nanotrubic od roztoku volného cytostatika (viz kap. 3.3.3.1).
Pokud byly nanotrubice z roztoku oddéleny pouze centrifugaci (obr. 4.28), naznacuji
ziskané vysledky, Ze se ellipticin pii pH 7.4 1 pti pH 5.0 z nanotrubic Castecné uvolnuje.
Pokud byly pro separaci pouzity centrifugacni filtratni zkumavky, analyzou mnozstvi
uvolnéného ellipticinu bylo zjisténo, Ze se ellipticin pti pH 7.4 ani pii pH 5.0 neuvoliuje
vibec. Veskeré hodnoty mnozstvi volného ellipticinu byly nulové. Graf zndzornujici tyto
vysledky proto neni v praci uveden. Hodnoty celkového mnozstvi ellipticinu vSak nulové
nebyly, extrakce organickym rozpoustedlem tedy 1é¢ivo z nanotrubic kompletné uvolni.

Z vysledkl vyplyva, ze interakce ellipticinu s nanotrubicemi je silna a 1é¢ivo se ani
vlivem snizeného pH z té€chto nanocastic neuvolnuje. Centrifugaci (14 000 RPM,
Centrifuge 5418, Eppendorf) ale neni mozné odd¢lit nanotrubice od volného ellipticinu,
¢ast jich v roztoku zlstava a falesné zvysuje hodnoty volného 1é¢iva. Jak jiz bylo popsano
vySe, centrifugace ve zkumavkach s filtrem je pro oddéleni MWCNT od volného

ellipticinu mnohem ucinné&jsi, filtr nanotrubice “zadrzi” a v roztoku ziistava pouze
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ellipticin ve volné formé&, ktery se z nanotrubic uvolnil. Jeho mnozstvi je ale nizké, a

nebylo proto pomoci HPLC spolehlivé detekovano.
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Obr. 4.28: Vliv pH na uvoliiovani ellipticinu 7 nanotrubic MWCNT. Separace nanotrubic s
ellipticinem od roztoku volného ellipticinu byla provedena centrifugaci (kap. 3.3.3.1).
Uvolnovani léciva z nanotrubic bylo sledovano pri pH 7.4 (M) a pri pH 5.0 (7). Mnozstvi
ellipticinu uvolnéného z nanotrubic je vyjadieno jako plocha piku ellipticinu [mAU*min] (4)
a v procentech celkového mnozstvi léciva (B). 100 % uvedenych v grafu reprezentuje
mnozstvi léciva, které bylo ziskano primou exktrakci z nanotrubic bez predchozi centrifugace
(bez oddeéleni MWCNT od roztoku cytostatika).

4.3.2.2 Stabilita etoposidu v MWCNT bez dlouhodobého skladovani

Obr. 4.29 znazoriuje vysledky experimentl sledujicich vliv teploty a doby
skladovani etoposidu védzaného v nanotrubicich MWCNT na jeho stabilitu. Ziskané
hodnoty celkového mnozstvi etoposidu vazaného na MWCNT (obr: 4.29 A) jsou nizké
(odpovidajici koncentraci =0.08 mM). Je mozné, ze béhem pfipravy nanotrubic doslo
pouze k ¢aste¢nému navazani etoposidu na nanocastice MWCNT. Volné 1é¢ivo, které se na
nanotrubice nenavaze, je pii vyrobnim procesu filtraci odstranéno. Za danych teplot
nedochazi k uvolnovani etoposidu z nanotrubic (obr. 4.29 B) a jen cca 10 % z celkového
mnozstvi etoposidu je ve vzorcich pfitomno volné v roztoku, nenavazadno na nanotrubice.

Vétsina 1éciva (i kdyz je jeho celkové mnozstvi nizké) tedy je na MWCNT vazana.
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Obr. 4.29: Vliv teploty a doby skladovani etoposidu viazaného v MWCNT na jeho stabilitu v
téchto nanocadsticich. Separace nanotrubic s etoposidem od roztoku volného etoposidu byla
provedena centrifugaci (kap. 3.3.3.1). Graf znazoriuje zménu mnozstvi cytostatika
celkového (A) a volného (B) v suspenzi nanotrubic v zavislosti na dobé a teploté skladovani.
Vzorky byly uchovavany pri teplote 4 °C (M) a pri laboratorni teploté (M). Mnozstvi
etoposidu je vyjadieno jako plocha piku etoposidu v jednotkach mAU*min.

V experimentech sledujicich vliv pH na uvolilovani etoposidu z nanotrubic MWCNT
(obr. 4.30 a 4.31) jsou také ziskané hodnoty mnozstvi etoposidu velmi nizké (=0.01 mM).
Obr. 4.30 znazornuje vysledky ziskané v experimentech, kdy byly nanotrubice separovany
od volného etoposidu pouze centrifugaci (kap. 3.3.3.1). Z vysledkl téchto experimentil
vyplyva, ze pti pH 5.0 dochéazi k Caste¢nému uvolnovani etoposidu z nanotrubic (nartst
mnoZzstvi volného etoposidu), pii pH 7.4 dochazi k poklesu nalezeného mnozstvi volného
etoposidu. Hodnoty ploch pikli etoposidu jsou ale velmi nizké, coz ztézuje vérohodné
hodnoceni vysledkii. Na obr. 4.31 jsou uvedeny vysledky ziskané v experimentech, kdy
separace nanotrubic od volné¢ho etoposidu byla provedena centrifugaci ve filtracnich
zkumavkach. Z vysledkll téchto experimentl je zfejmé, ze k uvolfovani etoposidu ze
struktury MWCNT dochazi pti obou pH. Hned na zacatku inkubace vzorkil nanotrubic s

etoposidem je vSak uvolnéno cca 50-80 % celkového mnozstvi etoposidu.
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Obr. 4.30: Vliv pH na uvoliiovani etoposidu 7 nanotrubic MWCNT. Separace nanotrubic s
etoposidem od roztoku volného etoposidu byla provedena centrifugaci (kap. 3.3.3.1).
Uvoliovani léciva z nanotrubic bylo sledovano pri pH 7.4 (B) a pri pH 5.0 (W). Mnozstvi
etoposidu uvolnéného z nanotrubic je vyjadreno jako plocha piku etoposidu [mAU*min] (4)
a v procentech celkového mnozstvi léciva (B). 100 % uvedenych v grafu reprezentuje
mnozstvi léciva, které bylo ziskano primou exktrakci z nanotrubic bez predchozi centrifugace
(bez oddeéleni MWCNT od roztoku cytostatika).
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Obr. 4.31: Vliv pH na uvoliiovani etoposidu 7 nanotrubic MWCNT. Separace nanotrubic s
etoposidem od roztoku volného etoposidu byla provedena centrifugaci ve filtraénich

tkumavkdach (kap. 3.3.3.1). Uvoliiovani léciva z nanotrubic bylo sledovano pri pH 7.4 (M) a
pri pH 5.0 (M). MnozZstvi etoposidu uvolnéného z nanotrubic je vyjadreno jako plocha piku

etoposidu [mAU*min] (A) a v procentech celkového mnozstvi léciva (B). 100 % uvedenych v
grafu reprezentuje mnozstvi léciva, které bylo ziskano primou exktrakci z nanotrubic bez

predchozi centrifugacni filtrace (bez oddéleni MWCNT od roztoku cytostatika).
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4.3.2.3 Stabilita doxorubicinu v MWCNT bez dlouhodobého skladovani

Obr. 4.32 zobrazuje vysledky méfeni teplotni a casové stability doxorubicinu
vazaného v nanotrubicich MWCNT bez jejich dlouhodobého skladovéni. Zjisténé hodnoty
mnozstvi doxorubicinu odpovidaji diive ziskanym vysledkim (kap. 4.2.3), tedy ze
doxorubicin je pfi pH 7.4 (ve kterém byly nanotrubice uchovavany) nestabilni a jiz po
48 hodinach jeho skladovani dochazi k vyraznému poklesu jeho mnozstvi (a to i pii teploté
4 °C). Graf, ktery by zndzoriioval hodnoty mnozstvi doxorubicinu nenavazaného,
uvolnéného z nanotrubic, uveden neni, nebot” vSechny hodnoty byly prakticky nulové.

Vétsina doxorubicinu je tedy na nanocastice MWCNT vazana.
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Obr. 4.32: Vliv teploty a doby skladovidni doxorubicinu vdazaného v MWCNT na jeho
stabilitu v téchto nanocdsticich. Separace nanotrubic s doxorubicinem od roztoku volného
doxorubicinu byla provedena centrifugaci (kap. 3.3.3.1). Graf zndazoriuje zménu mnozstvi
cytostatika v suspenzi nanotrubic v zavislosti na dobé a teploté skladovani. Vzorky byly
uchovavany pri teplote 4 °C (M) a pri laboratorni teplote (M). Mnozstvi doxorubicinu je

vyjadreno jako plocha piku doxorubicinu v jednotkdach counts*min.

V dalsi fazi experimentl bylo zjistovano, jak je doxorubicin z nanotrubic MWCNT
uvoliovan v zavislosti na pH. Nanotrubice MWCNT s vadzanym doxorubicinem byly
uchovavany pii pH 7.4 nebo pH 5.0 po dobu az 6 dni. Poté byla provedena extrakce
doxorubicinu organickym rozpoustédlem a jeho mnozstvi uréeno pomoci HPLC. Nejprve
byla (stejné jako v pfedchozich ptipadech) pouZita k separaci volného doxorubicinu od

vazan¢ho pouze centrifugace. Nerozpustné nanotrubice MWCNT sedimentovaly na dno
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zkumavky a extrakci byla podrobena pouze vodnd c¢ast (supernatant). V druhém
experimentalnim uspotfadani byly nanotrubice od volného cytostatika separovany
centrifugaci ve filtraénich zkumavkach, ktera je, jak je uvedeno vyse, ucinnéjsi. V obou
piipadech bylo zjisténo velmi nizké mnozstvi doxorubicinu vdzaného na nanotrubice, které
bylo obtizn¢ kvantifikovatelné. Pii pH 5.0, kdy je extrakce doxorubicinu do organické faze
prakticky net¢inna, byly hodnoty Casto téméf nulové. Vysledky ukazuji, ze se doxorubicin
z nanotrubic pii pH 7.4 ani pii pH 5.0 neuvoliiyje. I kdyby se ale uvolnila ¢ast z malého
mnozstvi vazaného doxorubicinu, nebyly bychom schopni toho mnozstvi detekovat.

Uvolnény doxorubicin by se navic béhem 3 dnu rozlozil (degradoval).

4.3.3 Ellipticin uvolnény z nanotrubic MWCNT je aktivovan mikrosomalnimi

enzymy za tvorby kovalentnich aduktl s DNA

Ellipticin a jeho enkapsulovana forma v nanotrubicich MWCNT, inkubované s DNA
a enzymovym systémem cytochromi P450 pfitomnych v jaternich mikrosomech potkana
postupem popsanym v kapitole 3.3.3.2, byly timto enzymovym systémem aktivovany za
tvorby dvou kovalentnich adukti s DNA detekovanych pomoci metody “32P-
postlabeling” (obr. 4.33).

Ellipticin v MWCNT Ellipticin Ellipticin in vivo 13-OH-ellipticin 12-OH-ellipticin
A B C ¥ E
g ||[#4S |4 B e
*
- -

Obr. 4.33: Autoradiografie aduktit metabolitii ellipticinu s DNA, separovanych
chromatografii na PEI-celulose a méienych pomoci metody “3’P-postlabeling”. (A) Adukty
tvorené z ellipticinu v nanotrubicich MWCNT a (B) ellipticinu volného inkubovanych s DNA,
Jjaternimi mikrosomy a NADPH pri pH 6.0. (C) Adukty tvorené v DNA jater potkana Wistar
po ip. exposici 10 mg ellipticinu na kg hmotnosti zvirete, (D) v DNA inkubované s 13-
hydroxyellipticinem a (E) 12-hydroxyellipticinem [14-16]. Adukty 1 a 2 odpovidaji aduktiim
v DNA tvorenym 13-hydroxyellipticinem a 12-hydroxyellipticinem. Mimo aduktu 2 tvoreného
z 12-hydroxyellipticinu je pozorovana i tvorba dalsiho aduktu (adukt X v panelu E), ktery

nebyl detekovan v Zadném systému, ani in vitro, ani in vivo [14-16].
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Ze srovnani chromatografickych vlastnosti aduktti pfi tenkovrstvé chromatografii na
PEI-celulose vyplyva, ze tyto adukty tvofené ellipticinem ve formé komplexu s
nanotrubicemi MWCNT (obr. 4.33 A) ¢i volnym ellipticinem (obr. 4.33 B) odpovidaji
aduktim v DNA, které generuji 13-hydroellipticin (adukt 1, obr 4.33 D) a 12-
hydroxyellipticin (adukt 2, obr 4.33 E), a které jsou tvotfeny také in vivo, v jatrech
laboratorniho potkana vystavené¢ho pusobeni ellipticinu (obr. 4.33 C) [14-16]. Adukty
nebyly detekovany v DNA isolované z kontrolnich inkubaci bez ellipticinu nebo
kontrolnich inkubaci s nanotrubicemi, které neobsahovaly ellipticin (data nejsou uvedena).
Ze ziskanych vysledkll vyplyva, Ze ellipticin je za pfitomnosti mikrosomll uvolfiovan
z nanotrubic MWCNT do téchto pfirozenych nanostruktur a je enzymy téchto mikrosomil
aktivovan na reaktivni metabolity (13-hydroxyellipticin a 12-hydroxyellipticin) tvofici
adukty s DNA.

Mnozstvi aduktd tvofenych z ellipticinu uvolnéného z nanotrubic zavisi na pH
inkuba¢niho media. Vice nez desetindsobné¢ mnozstvi aduktii bylo tvofeno v inkubacich
DNA s ellipticinem v nanotrubicich MWCNT pfti pH 6.0 nez pii pH 7.4 (tab. 4.1). Zjisténé
mnozstvi adukt prakticky odpovidd mnozstvi aduktl tvofenych z volného ellipticinu. Z
vysledkli vyplyva, Ze pii pH 6.0 je ellipticin z nanotrubic téméf kompletné uvolnén,
zatimco pii pH 7.4 je z nanotrubic uvolnéno a pifeméno na reaktivni metabolity pouze cca
5 % ellipticinu vazaného v MWCNT. Tyto vysledky prokazuji, ze ellipticin je z nanotrubic
MWCNT uvolnovan, zejména za kyselejStho pH 6.0, a je schopny vstupovat do

mikrosomt, kde je metabolicky aktivovan za tvorby metabolitl tvoficich adukty s DNA.

Tabulka 4.1: Kvantifikace aduktd v DNA tvofenych z ellipticinu a ellipticinu v
nanotrubicich MWCNT aktivovanych jaternimi potkanimi mikrosomy pii pH 6.0 a 7.4.

Mnozstvi aduktti v DNA (RAL x 10-7) tvofenych z

pH ellipticinu ellipticinu v MWCNT
6.0 26719 248 +£2.1
7.4 38.4+3.2 1.9+0.3

aMnozstvi aduktd s DNA 1 a 2 (viz obr. 4.33) tvofenych inkubaci DNA s volnym ellipticinem a timto 1é¢ivem
v nanotrubicich MWCNT s jaternimi potkanimi mikrosomy za piitomnosti NADPH. Mnozstvi aduktu je
vyjadieno jako pruméry RAL (“relative adduct labeling”) a standardni smérodatné odchylky tii méfeni.

Experimentalni podminky jsou popsany v kapitole 3.3.3.2.
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4.3.4 Analyza stability protinadorovych |é¢iv vazanych v apoferritinu

Charakterizace apoferritinovych forem ellipticinu, etoposidu a doxorubicinu byla
provedena stejnymi metodickymi pfistupy pouzitymi pii analyze téchto 1é¢iv ve formé
nanotrubic MWCNT. V prvni fazi experimentii byla studovana teplotni a ¢asova stabilita
1é¢iv vazanych v apoferritinu. Vzorky léCiv v apoferritinu byly béhem experimentu
uchovavany pii dvou ruznych teplotach, pii teploté 4 °C a za laboratorni teploty (=25 °C).
Pro zjisténi schopnosti apoferritinu vazat a uvoliiovat l1é¢ivo v zavislosti na pH a Case byly
roztoky apoferritinu s vazanymi 1é¢ivy inkubovany v 0.1 M fosfatovém pufru o dvou
ruznych pH (pH 7.4 a 5.0). LéCiva (vazana na apoferritin a/nebo z né¢ho uvolnénd) byla
pied analyzou pomoci HPLC extrahovana z pufru organickymi rozpustédly. Detailni
postup prace je popsan v kap. 3.3.3.1.

Aby bylo mozné urcit mnozstvi 1é¢iva uvolnéného z apoferritinu, byl jeho roztok v
prvnim metodickém pfistupu centrifugovdn, podobné jako nanotrubice MWCNT, a
extrakci léc¢iva a jeho analyze pomoci HPLC byla podrobena pouze vodna cést.
Nanotrubice MWCNT jsou ale pevné nerozpustné ¢éstice, a neni proto problém je z
roztoku centrifugaci oddélit. Apoferritin je protein (molekulovd hmotnost 480 kDa) a dalo
by se fici, ze pouha centrifugace je pro separaci proteinu od nizkomolekuldrniho 1é¢iva
nedostacujici. Proto bylo v nasledujicich experimentech pouzito druhé uspofadani,
centrifugace ve filtracnich mikrozkumavkach (viz kap. 3.3.3.3). Filtr vysokomolekularni

protein “zachyti” a volna cytostatika, kterd nejsou na apoferritin vazana, jim “projdou”.

4.3.4.1 Stabilita ellipticinu vazaného na apoferritin

V roztoku apoferritinu s vazanym ellipticinem byly patrné nerozpusténé castice.
Nelze vSak jednoznacné rozhodnout, zda se jedna o apoferritin nebo samotny ellipticin,
ktery je velmi Spatné rozpustny ve vode¢, a je tedy mozné, Ze pii ptiprave apoferritinového
nanotransportéru byl z roztoku precipitovan. Pti centrifugaci roztoku ellipticinu vazaného
v apoferritinu tedy doSlo k usazeni pevnych ¢astic, supernatant nad “Zlutou peletkou” byl
téméet Ciry. Supernatant byl odebran, ellipticin z n¢j byl extrahovan ethylacetitem a
mnozstvi ellipticinu bylo ur¢eno pomoci HPLC. Pokud bychom ptedpokladali, Ze se nam

podatilo protein apoferritin centrifugaci oddélit od volného (rozpusténého) ellipticinu,
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muzeme konstatovat, Ze za danych teplot nedochazi k uvoliovéni ellipticinu z apoferritinu
a jen cca 5 % celkového mnozstvi ellipticinu je ve vzorcich pfitomno volné v roztoku

nenavazano na apoferritin. Tyto vysledky shrnuje obr. 4.34.
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Obr. 4.34: Vliv teploty a doby skladovani ellipticinu vazaného v apoferritinu na jeho
stabilitu v téchto nanocdsticich. Separace apoferritinu s ellipticinem od roztoku volného
ellipticinu byla provedena centrifugaci (kap. 3.3.3.3). Graf zndzornuje zménu mnozstvi
cytostatika celkového (A) a volného (B) v roztoku apoferritinu v zavislosti na dobé a teploté
skladovani. Vzorky byly uchovavany pri teplote 4 °C (M) a pri laboratorni teplote (M).

Mnozstvi ellipticinu je vyjadrieno jako plocha piku ellipticinu v jednotkdach mAU*min.

V piipadé, ze bychom ptedpokladdali G¢innou separaci apoferritinu od volného
ellipticinu centrifugaci bylo by mozné uvazovat, ze se ellipticin z apoferritinu neuvoliuje ani
pti pH 7.4, ani pti pH 5.0 (obr: 4.35). Coz je vSak nepravdépodobné, nebot’ nizsi hodnota pH
by méla proteinovou strukturu apoferritinu narusit a 1é¢ivo by se z né¢j mélo uvolnit. Peleta
ziskana centrifugaci roztoku apoferritinového ellipticinu je tedy tvofena pfevazné samotnym
precipitovanym ellipticinem a nikoli ellipticinem vazanym ve struktui'e apoferritinu.

Odlisnych vysledkl bylo dosazeno, pokud pro oddé€leni apoferritinu s ellipticinem od
volného ellipticinu byla pouzita centrifugace ve filtracnich mikrozkumavkach (kap. 3.3.3.3)
(obr. 4.36). V tomto piipad¢ skutecné dochazi k dokonalému oddéleni proteinu od
cytostatika. Ziskané vysledky naznacuji, ze pii pH 7.4 se ellipticin z apoferritinu neuvoliiuje
ani po 144 hodinach skladovani, zatimco pii pH 5.0 k postupnému uvoliiovani ellipticinu
dochazi. Uvolnovani ellipticinu ze strukturu apoferritinu je vSak velmi pozvolné a nizké, po

144 hodinach inkubace doslo k uvolnéni pouhych 2 % celkového mnozstvi ellipticinu.
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Obr. 4.35: Viiv pH na uvolitovani ellipticinu 7 apoferritinu. Separace apoferritinu s

ellipticinem od roztoku volného ellipticinu byla provedena centrifugaci (kap. 3.3.3.3).

Uvoliiovani léciva z apoferritinu bylo sledovano pri pH 7.4 (B) a pri pH 5.0 (7). Mnozstvi

ellipticinu uvolnéného z apoferritinu je vyjadieno jako plocha piku ellipticinu [mAU*min]

(A) a v procentech celkového mnozstvi léciva (B). 100 % uvedenych v grafu reprezentuje

mnozstvi léciva, které bylo ziskano primou exktrakci z apoferritinu bez predchozi

centrifugace (bez oddéleni apoferritinu od roztoku cytostatika).
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Obr. 4.36: Viiv pH na uvoliiovini ellipticinu 7 apoferritinu. Separace apoferritinu s

ellipticinem od roztoku volného ellipticinu byla provedena centrifugaci ve filtracnich

tkumavkdach (kap. 3.3.3.3). Uvolitovani léciva z apoferritinu bylo sledovano pri pH 7.4 (B) a

pri pH 5.0 (7). Mnozstvi ellipticinu uvolneného z apoferritinu je vyjadieno jako plocha piku

ellipticinu [mAU*min] (A) a v procentech celkového mnozstvi léciva (B). 100 % uvedenych v

grafu reprezentuje mnozstvi léciva, které bylo ziskano primou exktrakci z apoferritinu bez

predchozi centrifugacni filtrace (bez oddéleni apoferritinu od roztoku cytostatika).
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4.3.4.2 Stabilita etoposidu vdazaného na apoferritin

Pokus separovat apoferritin od nizkomolekularniho etoposidu centrifugaci nebyl
uspésny. Centrifugaci roztoku etoposidu vazaného v apoferritinu nedoslo k vytvoteni
jakéhokoli sedimentu (pelety). Timto postupem tedy neni mozné ziskat informaci o
mnozstvi etoposidu uvolnéného z apoferritinu. Celkovy obsah etoposidu byl ziskdn
extrakei 1é¢iva organickym rozpoustédlem bez ptedchozi centrifugace a odebrani vodné
faze. Timto lze vysvétlit piblizn€ stejné¢ mnoZzstvi etoposidu “celkového” jako etoposidu

“volného”, uvolnéného z apoferritinu (obr. 4.37).
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Obr. 4.37: Vliv teploty a doby skladovini etoposidu vazaného v apoferritinu na jeho
stabilitu v téchto nanocdsticich. Separace apoferritinu s etoposidem od roztoku volného
etoposidu byla provedena centrifugaci (kap. 3.3.3.3). Graf zndzorniuje zménu mnozstvi
cytostatika celkového (A) a volného (B) v roztoku apoferritinu v zavislosti na dobé a teploté
skladovani. Vzorky byly uchovavany pri teplote 4 °C (B) a pri laboratorni teploté (M),
Mnozstvi etoposidu je vyjadieno jako plocha piku etoposidu v jednotkach mAU*min.

Z vysledki experimentu sledujicich uvolnovani etoposidu z apoferritinu v z&vislosti na
pH vyplyva, ze pti pH 7.4 1 pfi pH 5.0 jiZ na pocatku inkubace dochéazi k uvolnéni 100 %
celkového etoposidu (obr. 4.38). To ale nelze povazovat za vysledek spravny. Etoposid
“volny” (tedy etoposid, ktery je pfitomen v pufru nenavazany na apoferritin) byl v tomto
piipad¢€ od apoferritinového etoposidu odd€lovan prvni experimentalni metodou, centrifugaci

(viz kap. 3.3.3.3). Touto metodou ale neni mozné, jak bylo zjisténo ptedchozimi experimenty,
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separovat protein apoferritin od volného nizkomolekularniho 1é¢iva. A tudiz ziskané hodnoty

“volného” etoposidu jsou shodné s hodnotami celkového etoposidu.
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Obr. 4.38: Viiv pH na uvoliiovini etoposidu z apoferritinu. Separace apoferritinu s
etoposidem od roztoku volného etoposidu byla provedena centrifugaci (kap. 3.3.3.3).
Uvoliiovani léciva z apoferritinu bylo sledovano pri pH 7.4 (B) a pri pH 5.0 (W ). Mnozstvi
etoposidu uvolnéného z apoferritinu je vyjadieno jako plocha piku etoposidu [mAU*min]
(A) a v procentech celkového mnozstvi léeciva (B). 100 % uvedenych v grafu reprezentuje
mnozstvi léciva, které bylo ziskano primou exktrakci z apoferritinu bez predchozi

centrifugace (bez oddeéleni apoferritinu od roztoku cytostatika).

Mnohem vhodnéjsi metodou pro separaci proteinti od nizkomolekularnich latek je
dialyza nebo filtrace. Proto pfi dalSim experimentu byly pro separaci pouzity opét
centrifugaéni filtraéni zkumavky, kdy je s jistotou dosaZzeno oddéleni proteinu od volného
cytostatika. Vysledky ziskané z experimentli vyuzivajicich tento postup jsou uvedeny na
obrazku 4.39. Ani tentokrat vysledky nenaznacuji, Ze by se etoposid z apoferritinu vlivem
snizené¢ho pH uvolioval. Bylo ale zjiSténo, Ze volného etoposidu v roztoku apoferritinovych

nanocastic s etoposidem (etoposidu nenavazaného na apoferritin) je “pouze” cca 50 %.
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Obr. 4.39: Viiv pH na uvoliiovini etoposidu 7z apoferritinu. Separace apoferritinu s
etoposidem od roztoku volného etoposidu byla provedena centrifugaci ve filtracnich
zkumavkach (kap. 3.3.3.3). Uvoliiovani léciva z apoferritinu bylo sledovano pri pH 7.4 (M)
a pri pH 5.0 (W). Mnozstvi etoposidu uvolnéného z apoferritinu je vyjadieno jako plocha
piku etoposidu [mAU*min] (A) a v procentech celkového mnozstvi léciva (B). 100 %
uvedenych v grafu reprezentuje mnozstvi léciva, které bylo ziskano primou exktrakci z
apoferritinu bez predchozi centrifugacni filtrace (bez oddéleni apoferritinu od roztoku

cytostatika).

4.3.4.3 Stabilita doxorubicinu vdzaného na apoferritin

Analogicky bylo postupovdno 1 pii zjiStovani teplotni a Casové stability
apoferritinové formy tretiho testovaného cytostatika, doxorubicinu. V této fazi experimentii
byla apoferritinovd forma doxorubicinu opét oddélovdna od volného doxorubicinu
centrifugaci (viz kap. 3.3.3.3). Pii centrifugaci roztoku doxorubicinu véazaného v
apoferritinu sice doslo k vytvofeni pelety, supernatant byl ale zna¢né¢ zabarven (coz je
ziejm¢ dano vysokym obsahem doxorubicinu, ktery mé cervenou barvu). Pfedpokladame
tedy, ze ani zde nestaCila centrifugace k oddé€leni proteinu apoferritinu od volného
cytostatika. Druhou moznosti zabarveni supernatantu je, Ze je mnoho doxorubicinu z
apoferritinové formy jiz uvolnéno. Vysledky experimentli sledujicich teplotni a ¢asovou
stabilitu doxorubicinu vazaného v apoferritinu (obr. 4.40) potvrzuji nizkou teplotni stabilitu
tohoto cytostatika. Pfi obou teplotaich (v téchto experimentech s apoferritinovym

doxorubicinem) dochazi k poklesu mnozstvi doxorubicinu celkového i volného, pfi¢emz
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pfi teploté 25 °C je pokles vyrazngjsi. Tyto vysledky odpovidaji zjisténim ziskanym pro

samotny doxorubicin (kap. 4.2.3).
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Obr. 4.40: Vliv teploty a doby skladovani doxorubicinu vdzaného v apoferritinu na jeho
stabilitu v téchto nanocdsticich. Separace apoferritinu s doxorubicinem od roztoku volného
doxorubicinu byla provedena centrifugaci (kap. 3.3.3.3). Graf zndzoriiuje zménu mnozstvi
cytostatika celkového (A) a volného (B) v roztoku apoferritinu v zavislosti na dobé a teploté
skladovani. Vzorky byly uchovavany pri teplote 4 °C (M) a pri laboratorni teplote (M ).

Mnozstvi doxorubicinu je vyjadieno jako plocha piku doxorubicinu v jednotkach mAU*min.

Obsah doxorubicinu volného mimo apoferritin (obr. 4.40 B) je pouze polovicni
oproti celkovému mnozstvi doxorubicinu (vazaného v apoferritinu a uvolnéného,
obr. 4.40 A). To pravdépodobné vyplyva z neuinné separace proteinu od volného 1éCiva
pomoci centrifugace.

Vysledky experimenti uvedenych v kapitole 4.2.3, kde byla analyzovana stabilita
roztokli doxorubicinu, signalizuji nizkou stabilitu doxorubicinu pfi pH 7.4 a naopak vyssi
stabilitu pfi pH 5.0. I vysledky tykajici se apoferritinové formy doxorubicinu toto plné
prokazuji (obr. 4.41). Z obr. 4.41 je také patrné, ze jiz v den pfipravy vzorkl je z
apoferritinové formy doxorubicinu uvolnéno 100 % lé¢iva, podobné jako u etoposidu. Je to
ale pravdépodobné opét dano tim, Ze se nepodafilo stanovit koncentraci doxorubicinu
volného, ktery neni vazan na apoferritin. Stejn¢ jako v piipadé etoposidu byl volny
doxorubicin oddé¢len od apoferritinové formy doxorubicinu centrifugaci a mnozstvi

volného doxorubicinu bylo stanovovdno v odebrané vodné fazi. Vzhledem k tomu, Ze je
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ale tato metoda pro takovou separaci nevhodna, neziskali jsme timto postupem hodnoty
odpovidajici mnozstvi pouze volného léciva, ale hodnoty, které odpovidaji mnozsvi
uvolnéného doxorubicinu i doxorubicinu vazaného v apoferritinu. Celkové mnozstvi tak

odpovidd mnozstvi doxorubicinu uvolnéného.
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Obr. 4.41: Vliiv pH na uvoliiovini doxorubicinu 7 apoferritinu. Separace apoferritinu s
doxorubicinem od roztoku volného doxorubicinu byla provedena centrifugaci
(kap. 3.3.3.3). Uvoliiovani léciva z apoferritinu bylo sledovano pri pH 7.4 () a pri pH 5.0
(™). Mnozstvi doxorubicinu uvolnéného z apoferritinu je vyjadreno jako plocha piku

doxorubicinu [mAU*min] (A) a v procentech celkového mnozZstvi léciva (B). 100 %
uvedenych v grafu reprezentuje mnozstvi léciva, které bylo ziskano primou exktrakci z

apoferritinu bez predchozi centrifugace (bez oddéleni apoferritinu od roztoku cytostatika).

Pti dalSim experimentu byla proto apoferritinova forma doxorubicinu opét, podobné
jako v piipadé¢ ellipticinu a etoposidu, oddélovana od volného doxorubicinu centrifugaci s
filtraci (obr: 4.42). Opét byla mimo jiné potvrzena nestabilita doxorubicinu pti pH 7.4, kdy
béhem inkubaéni doby dochazi k vyraznému poklesu jeho mnoZstvi ve vzorcich, a jeho

vys$i stabilita pti pH 5.0, kdy k poklesu jeho mnozstvi ve vzorku nedochézi.
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Obr. 4.42: Vliv pH na uvoliiovini doxorubicinu 7 apoferritinu. Separace apoferritinu s
doxorubicinem od roztoku volného doxorubicinu byla provedena centrifugaci ve filtracnich
tkumavkdach (kap. 3.3.3.3). Uvolitovani léciva z apoferritinu bylo sledovano pii pH 7.4 (B) a
pri pH 5.0 (7). Mnozstvi doxorubicinu uvolneného z apoferritinu je vyjadreno jako plocha
piku doxorubicinu [mAU*min] (A) a v procentech celkového mnozstvi léciva (B). 100 %
uvedenych v grafu reprezentuje mnozstvi léciva, které bylo ziskano primou exktrakci z

apoferritinu bez predchozi centrifugacni filtrace (bez oddéleni apoferritinu od roztoku

cytostatika).

Z vysledkli uvedenych na obr. 4.42 dale vyplyva, ze pii pH 5.0 se doxorubicin z
apoferritinu ¢aste¢né uvoliuje, po 48 hodinach inkubace doslo k narGstu mnozstvi volné
formy tohoto 1éc¢iva. Po 144 hodinach opét jeho mnozstvi pokleslo, coz muze byt
zpiisobeno jeho Castecnym rozkladem. Uvolilovani 1éCiva z apoferritinu pii pH 7.4 neni
mozné pozorovat, nebot’ je doxorubicin pti tomto pH nestabilni a rozklada se (kap. 4.2.3).
Dochazi proto k vyraznému poklesu jeho mnozstvi ve vzorcich (obr 4.42 A) a po
144 hodinach inkubace roztoku apoferritinové formy doxorubicinu pii pH 7.4 je jiz
veskery doxorubicin degradovan.

Ze ziskanych vysledkii mizeme opét vyvodit, Ze centrifugace s fitraci je mnohem
vhodnéj$i metodou pro separaci proteini od nizkomolekularnich cytostatik nez
centrifugace samotna. Tyto vysledky prokazuji, ze z apoferritinové formy doxorubicinu
neni uvolnéno ani 10 % z jeho celkového mnoZstvi (obr. 4.42 B). Zatimco byla-li pouZita k
separaci pouze centrifugace, vysledky naznacovaly 100% uvolnéni doxorubicinu z

apoferritinu (obr. 4.41 B).
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5 DISKUZE

V predkladané diplomové préci byla studovéna tfi protinadorova léciva - ellipticin,
doxorubicin a etoposid. VSechna patfi mezi U¢innd a v klinické praxi pouzivana
cytostatika. Mechanismem uc¢inku se vzajemné trochu lisi, ale vS§echna maji spole¢né to, Ze
pusobi jako inhibitory topoizomerasy II. Ellipticin a doxorubicin jsou navic schopny
interkalace do DNA a tvorby kovalentnich aduktii s DNA. PoSkozeni DNA ma za nésledek
smrt bunky. VétSina konvencnich cytostatik vSak pfiliS nerozliSuje mezi nadorovymi
buiikami a buikami zdravymi. To ma za nasledek systémovou toxicitu a nezddouci vedlejsi
ucinky. Tyto problémy spojené s lécbou chemoterapeutiky mohou pomoci piekonat
tzv. nanocastice. Tyto nanotransportéry umoziuji “dopravovat” 1é¢ivo cilené¢ do nadorové
tkan¢, a omezit tak jeho pisobeni na okolni zdravé tkdn€. Produkty nanomediciny mohou
zlepSit vlastnosti konvenénich cytostatik, a optimalizovat tak UC€innost jiz existujicich
protinadorovych 1é¢iv. Nanotransportéry jsou schopny modulovat jak farmakokinetické,
tak farmakodynamické vlastnosti 1é¢iv, ¢imz zvySuji jejich terapeuticky index. Pfes mnohé
nesporné vyhody ziskalo vSak dosud jen nékolik mélo nanotransportérii schvaleni pro
klinické pouziti. Bezpecnost a dlouhodoby u¢inek nanomateriala jsou totiz zatim neznamé.

V ramci diplomové prace byla nejprve sledovana stabilita testovanych
protinddorovych 1é€iv v zavislosti na teploté, pH a dobé¢ skladovani. Sledovani stability
chemoterapeutik je dilezité z hlediska jejich pouzivani, skladovani a jejich chovéani v
organismu. Ze ziskanych vysledkid vyplyva, ze ellipticin a etoposid jsou pii vSech
testovanych teplotach a pii obou pouzitych pH stabilni, zatimco doxorubicin je teplotné
nestabilni a je citlivy na zmény pH. Pfi pH 7.4 dochdzi k jeho degradaci, pii pH 5.0 je
stabilngjsi.

Tti testovana cytostatika byla dale pfipravena ve formach, které by mohly byt pro
organismus Setrnéj$i - ve formach nanocastic. Zjistovano bylo, zda jsou dana cytostatika
na tyto nanotransportéry vazdna a jak jsou z nanocastic uvolniovana, a to zejména v
zavislosti na pH. Specificky metabolismus nadorovych bunék charakteristicky vysokou
produkci laktatu vede k okyselovani prostfedi nadoru. A vzhledem k tomu, Zze pH

nadorovych bunék je tedy v kyselejsi oblasti, nez je pH zdravych bunék, bylo by vyhodné,
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aby byla lé¢iva z nanotrubic uvoliiovana pii niz§im pH, zatimco pii pH fyziologickém by k
uvolnéni Ié¢iva nedochézelo.

Prvnim testovanym typem nanocastic byly uhlikové nanotrubice MWCNT. Prace s
témito nanotrubicemi je obtiznd z hlediska definovatelnosti podminek experimentl
(nehomogenité¢ téchto nanostruktur). Vysledky se navic v nékterych aspektech 1isi v
zavislosti na pouzité “Sarzi” ptipravenych nanotrubic MWCNT. Z vysledkt experimentt s
nanotrubicemi vyplyva, Ze vazba ellipticinu na nanotrubice je zprostfedkovana silnéjSimi
interakcemi, které jsou za danych teplot stabilni a k uvolnéni ellipticinu z nanotrubic
dochazi az jeho extrakci organickym rozpoustédlem. Pii pH 7.4 je ellipticin na nanotrubice
MWCNT véazan pevné a neuvoliiuje se z nich, zatimco pfi pH 5.0 je jeho interakce s
nanostrukturou porusena. Je tedy mozné, Ze roli ve vazbé ellipticinu na uhlikové
nanotrubice mohou hrat iontové vazby. V piipad¢ etoposidu vysledky naznacuji, Ze toto
lé¢ivo interaguje s nanotrubicemi velmi slabymi interakcemi a zdéa se, ze béhem dlouhé
doby skladovani vzorkd nanotrubic s etoposidem doSlo k jeho uvolnéni z MWCNT.
Problémové bylo i1 sledovani uvolilovani doxorubicinu z nanotrubic, nebot je toto 1éCivo
nestabilni a snadno dochazi k jeho rozkladu. Zjisténé mnozstvi doxorubicinu vazané¢ho na
nanotrubice bylo velmi nizké. Lze tedy predpokladat, Zze b&hem skladovani vzorkl
MWCNT s doxorubicinem doslo k jeho degradaci.

V dalSich experimentech bylo sledovano, zda je ellipticin uvoliiovan z nanotrubic
MWCNT za pfitomnosti subceluldrniho systému jaternich mikrosomi a aktivovan enzymy
v nich pfitomnymi za tvorby kovalentnich aduktii s DNA. Vysledky ukazuji, Ze ellipticin
uvolnény z nanotrubic je schopny vstupovat do mikrosomt, kde je aktivovan za tvorby
metaboliti tvoficich adukty s DNA. Vice nez desetindsobné mnozstvi aduktii tvofené pii
kyselejsim pH 6.0 nez pii pH 7.4 opét potvrzuje vhodnost této formy léciva pro 1écbu
nadort. Tyto experimenty nebyly provadény s ostatnimi dvéma cytostatiky, etoposidem a
doxorubicinem, nebot’ etoposid adukty s DNA netvoti a tvorba aduktii s DNA zpiisobena
doxorubicinem probiha jinym mechanismem a metodou “*’P-postlabeling” neni mozné
tyto adukty stanovit [61].

Druhym typem pouzitych nanocastic byl protein apoferritin. V ptipadé ellipticinu
muzeme konstatovat, Ze za danych teplot nedochazi k uvoliiovani ellipticinu z apoferritinu.

Ziskané vysledky déle naznacuji, ze pii pH 7.4 se ellipticin z apoferritinu neuvoliiuje ani
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po 144 hodinach skladovani, zatimco pii pH 5.0 k postupnému uvoliiovani ellipticinu
dochazi. Etoposid je za danych teplot ze struktury apoferritinu castecné uvolnén, ale
vlivem snizeného pH se z apoferritinu neuvoliiuje. Nestabilita doxorubicinu opét ztézovala
hodnoceni vysledki experimentd zjistujicich uvoliiovani tohoto cytostatika z nanocastic
apoferritinu. Z vysledkil vyplyva, ze pii pH 5.0 se doxorubicin z apoferritinu ¢astecné
uvolnuje. Uvoliovani 1é¢iva z apoferritinu pti pH 7.4 nebylo mozné pozorovat, nebot je
doxorubicin pfi tomto pH nestabilni a rozklada se.

Pro separaci nanocastic od volného rozpusténého cytostatika byla pouzita dvé riizna
metodickd uspotfadani: centrifugace s filtraci a centrifugace samotna. Ziskané vysledky
signalizuji, ze v ptipad¢é nanotrubic MWCNT samotnd centrifugace na separaci nanocastic
MWCNT od volného cytostatika viceméné staci, ale je urCit¢ vyhodngj$i pouzit
centrifugaci ve filtratnich mikrozkumavkach. Nanotrubice jsou ve vod¢€ nerozpustné
Castice, jejich sedimentace na dno zkumavky je mozna a ve vétSiné pripadi dostacujici.
Naproti tomu apoferritin je ve vod€ rozpustny protein a centrifugace na jeho oddéleni od
roztoku volného 1éCiva je nedostacujici. Ze ziskanych vysledki mizeme vyvodit, Ze
centrifugace s fitraci je mnohem vhodné&jsi metodou pro separaci proteinu apoferritinu od
nizkomolekuldrnich cytostatik neZ centrifugace samotna.

Ukazuje se, Zze obé formy nanocastic (uhlikové nanotrubice MWCNT a apoferritin)
je mozné dale pouzit v experimentech s bunécnymi liniemi nebo experimentech in vivo.
Soucasné znalosti toxicity MWCNT jsou nedostacujici a rozporuplné, o chovani MWCNT
in vivo a jejich potencidlnim riziku je zatim zndmo pouze velmi malo. Je proto tieba
provést dalsi dukladné studie zabyvajici se bezpeCnosti a ufinnosti MWCNT.
Apoferritinové formy se zatim zdaji byt pro pouziti v protinddorové 1é¢bé vhodnéjsi nez
uhlikové nanotrubice. Apoferritin je velmi stabilni, biodegradovatelny, biokompatibilni,
netoxicky a ma specifické farmakologické vlastnosti, které umozZnuji kontrolované
uvolnovani jeho obsahu. Schopnost apoferritinu uvolniovat 1é¢ivo v zavislosti na okolnim

pH ho dé€la vhodnym typem nanocastice pro cileny transport protinddorovych 1éc¢iv.
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6 ZAVER
Vysledky ziskané v predkladané diplomové praci Ize shrnout do nésledujicich bodu:

v Ellipticin a etoposid jsou pfi vSech testovanych teplotach (-20 °C, 4 °C a 25 °C) a
pfi obou pouzitych pH (7.4 a 5.0) stabilni, zatimco doxorubicin je teplotné
nestabilni a je citlivy na zmény pH. Pti pH 7.4 dochazi k degradaci doxorubicinu,

pii pH 5.0 je stabilné;si.

v Vazba ellipticinu na nanotrubice MWCNT je za danych teplot stabilni, nedochazi
k jeho uvolnéni z nanotrubic. Pii pH 7.4 je ellipticin na nanotrubice MWCNT

vazan pevné, zatimco pii pH 5.0 se z nanostruktur MWCNT postupné uvoliiuje.

v Etoposid interaguje s nanotrubicemi slabymi interakcemi, béhem dlouhodobého

skladovani vzorkii nanotrubic s etoposidem doslo k ziejmé k jejich poruseni.

v Béhem skladovani vzorki MWCNT s doxorubicinem pravdépodobné dochazi k

jeho degradaci.

v Ellipticin uvolnény z nanotrubic MWCNT je aktivovan mikrosomalnimi enzymy
za tvorby kovalentnich aduktti s DNA, pficemZ mnozstvi adukt vytvotenych pfi

pH 6.0 je desetkrat vyssi nez pii pH 7.4.

v Za danych teplot nedochazi pfi pH 7.4 k uvolilovani ellipticinu z apoferritinu,

zatimco pii pH 5.0 je ellipticin z apoferritinu postupné uvolnovan.

v Etoposid je za danych teplot ze struktury apoferritinu ¢astecné uvolnén, ale

vlivem snizeného pH se z apoferritinu dale neuvoliuje.

v Pti pH 5.0 se doxorubicin z apoferritinu ¢asteéné uvolituje. Uvoliiovani 1é¢iva z
apoferritinu pii pH 7.4 nebylo mozné pozorovat, nebot’ je doxorubicin pii tomto

pH nestabilni a rozklada se.

Diplomova prace pfinesla vysledky charakterizujici vlastnosti dvou nanocasticovych forem

protinddorovych 1éc¢iv ellipticinu, etoposidu a doxorubicinu. Z vysledkl je patrné, Ze se
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jednotliva 1éciva z hlediska jejich stability a jejich uvoliiovani ze struktury nanocastic lisi.
Podstatna je skutecnost, ze v ptipad¢ ellipticinu dochazi pii pH 5.0 k jeho postupnému
uvolnovani z nanotrubic MWCNT 1 apoferritinu, zatimco pii pH 7.4 je jeho interakce s
nanocasticemi stabilni. Uvolfiovani 1é¢iva z nanotransportéru v pH niz§im nez je
fyziologické je velmi vyhodné pro jeho pouziti v protinadorové 1€cbé. Lécivo by tak bylo
uvoliiovano cilené¢ v nadorové tkani a omezil by se vliv na zdravé tkané. Pro cileny

transport 1é¢iv do nadorovych bunék se z obou typli nanocastic jako vhodnégjsi jevi forma

apoferritinova, a to z divodu jeho homogenity, lepsi stability a biokompatibility.
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