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Abstrakt:

Doxorubicin i ellipticin patfi mezi chemické latky efektivné plsobici proti mnoha typlm
nadorovych bunék. Mechanizmus jejich uUcinku proti nadorovym bunkam je komplexni
a vede k poskozeni DNA, zastaveni bunécného cyklu a apoptdze téchto bunék. Cytotoxicky
ucinek chemoterapeutik doxorubicinu a ellipticinu vSak neni omezen pouze na nadorové
bunky, ale v mensi mife postihuje také bunky zdravych tkani. Vedlejsi toxické ucinky mohou
byt rozsahlé a limituji vyuZiti danych lécCiv v klinické praxi. Enkapsulace doxorubicinu
a ellipticinu do nanocastic umoziuje cilit tato Iéciva k nadorovym tkanim, a to aktivnim
i pasivnim zplsobem, a jejich negativni toxické Ucinky na zdravé tkdné tak snizit. Pfenos
v nanotransportérech také prodluzuje cirkulaci léCiv v krvi a zvySuje jejich terapeuticky
ucinek. Nanotransportéry vhodné pro pfenos chemoterapeutik musi spliovat mnoho kritérii,
a proto je vyvoj protinadorovych |éCiv na bazi nanocastic dlouhodobou zaleZitosti.

Klicova slova:

chemoterapie, protinadorova Iéciva, doxorubicin, ellipticin, nanocastice, apoferritin

Abstract:

Doxorubicin and ellipticine belong to the group of chemical compounds with considerable
anticancer activity. The mechanism of their effect against tumor cells is complex and leads to
DNA damage, cell cycle arrest and apoptosis of tumor cells. The cytotoxic effect of these
chemotherapeutic agents is, however, not restricted to tumor cells, but also affects the cells
of healthy tissue. The toxic side effects of doxorubicin and ellipticine can be wide-ranging,
which limits the use of these drugs in clinical practice. The encapsulation of doxorubicin and
ellipticine into nanoparticles allows passive and active targeting of tumor tissue, thereby
reducing the negative toxic side effects. Drug delivery in nanotransporters also prolongs the
circulation of these anticancer drugs in the blood and increases their therapeutic effect.
Nanotransporters suitable for chemotherapeutic transmission have to comply with many
criteria and therefore the development of anticancer drugs based on nanoparticles is a long-
term process.
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1 Uvod

Nadorova onemocnéni patfi mezi nejc¢astéjsi priciny umrti, a to predevsim ve vyspélych
statech, jako je i Ceska republika. Podle Svétové zdravotnické organizace je roéné zhoubny
nador diagnostikovan pfriblizné 14 miliontim lidi (2012) a predpoklada se, Ze v nasledujicich
dvou dekadach vzroste rolni incidence az o 70 %. Rocné na svété na onkologické
onemocnéni umira pres 8 milion0 lidi. Nddorové onemocnéni m(iZze postihnout prakticky
jakoukoliv tkan lidského téla, nejcastéji vSak nador vznika v téch tkanich, ve kterych dochazi
k intenzivni proliferaci bunék, napf. ve stfevnim epitelu Ci epitelu plic. Pfi¢iny vzniku nadoru
jsou nejasné. Roli mlZe hrdt napt. Spatnd Zivotosprava, genetické predispozice ¢i pokrocily

vék pacienta. Vznik nékterych nadord je také podminén predchozi infekci buriky virem.

PfestozZe princip vzniku rliznych typd nador( je stejny (populace vlastnich bunék se vymkne
kontrole diky mutaci v DNA a za¢ne se nekontrolované délit), zpusoby |éCby se lisi v zavislosti
na typu nadoru, lokaci nadoru, stadiu rozvoje nadoru v dobé diagndzy a celkovém stavu
nemocného. Nezhoubné nadory (nevytvarejici metastazy) je v nékterych pfipadech mozno
odstranit chirurgickym zakrokem, ktery vede k okamzitému uzdraveni pacienta. V mnohych
pfipadech je v3ak diagnostikovano nadorové onemocnéni ve stadiu metastaz, které pouze
chirurgicky ucinné |écit nelze. V takovych pfipadech se vyuzivaji i jiné metody lécby. Mezi
hlavni patfi radioterapie, kterd ke zni¢eni nadorovych bunék vyuziva energii ionizujiciho
zareni, biologicka |éc¢ba, vyuZivajici napf. prvkl a procest imunitniho systému pacienta,
a chemoterapie, zaloZzend na niceni nadorovych bunék pomoci cytostatik (latek toxickych pro

buriky).

Pravé chemoterapie je v mnoha pfipadech nadorovych onemocnéni nejucinnéjsim
zpusobem lécby. Chemoterapeutickd |é¢ba vyuziva odliSnych vlastnosti nddorové tkané, diky
kterym je tato tkdn k toxickym léCivim citlivéjsi. Nadorové burky se od zdravych Ilisi
predevsim intenzivni proliferaci, a proto je chemoterapeuticka |écba cilena pravé na
rozmnozovaci procesy bunék. Jeji stinnou strankou je ale mnozstvi negativnich vedlejsich
ucinkl, které tuto lécbu omezuji a zhorSuji kvalitu Zivota pacienta. SniZeni vedlejsich

toxickych ucinkl chemoterapeutik a zvyseni jejich ucinnosti je cilem mnoha vyzkumd.



1.1 Cil prace

Cilem této prace je shromaidit poznatky o protinadorovych I|écivech doxorubicinu
a ellipticinu a o vybranych nanocasticich, ve kterych je tato lé¢iva mozno prendaset s cilem
snizit jejich vedlejsi toxické ucinky. V prvni casti prace jsou popsany hlavni mechanizmy
ucinku téchto chemoterapeutik a jejich vedlejsi ucinky. Ve druhé ¢asti jsou prezentovany
rdzné druhy nanodcastic, které by mohly byt (Ci jiz jsou) vyuZity pro transport téchto (i jinych)
chemoterapeutik. Blize, ve treti ¢asti, se prace vénuje predevsim transportnimu proteinu
apoferritinu. Posledni ¢ast pojednava o moznosti pasivniho a aktivniho cileni 1éCiv na bazi

nanocastic k nadorovym tkanim.



2 Protinadorova léciva doxorubicin a ellipticin

2.1 Doxorubicin

Doxorubicin, komerénim nazvem Adriamycin, chemicky [(8S,10S)-10-(4-amino-5-hydroxy-6-
methyl-tetrahydro-2H-pyran-2-yloxy)-6,8,11-trihydroxy-8-(2-hydroxyacetyl)-1-methoxy-

7,8,9,10-tetrahydrotetracen-5,12-dion], patfici mezi anthracyklinova chemoterapeutika, je
v dnesni dobé Siroce vyuzivan pro lé¢bu mnoha typla nadorovych onemocnéni (Hynek a kol.,
2012). Strukturné je doxorubicin velmi podobny daunorubicinu, ktery byl v Sedesatych letech
podobné jako doxorubicin izolovan z bakterie Streptomyces peucetius. Doxorubicin ma
oproti daunorubicinu navic hydroxylovou skupinu vdzanou na ¢trnactém uhliku (Bonadonna

a kol., 1969). Struktury obou téchto latek jsou zndzornény na obr 1.

DOX

Obr. 1: Struktura doxorubicinu (DOX) vlevo, struktura daunorubicinu (DNR) vpravo (prevzato

a upraveno z Minotti a kol., 2004)

2.1.1 Mechanizmus uGcinku doxorubicinu proti nadorovym burkam

Doxorubicin je pro Ié¢bu nddorovych onemocnéni vyuzivan jiz mnoho let, dodnes vSak neni
zcela objasnéno, jakym zplsobem na ndadorové bunky plsobi. Mechanizmy uacinku
doxorubicinu na nadorové buriky se od Sedesatych let zabyvalo mnoho vyzkumnych skupin.
Dle vysledkd jejich experimentl se hlavnimi Gcinky zdaji byt: 1) inhibice syntézy DNA
interkalaci doxorubicinu do DNA a inhibici topoizomerazy lla, 2) poskozeni bunécné DNA

a peroxidace lipidd zplsobené tvorbou a akumulaci reaktivnich forem kysliku vzniklych pfi
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redukci doxorubicinu a 3) kovalentni vazba doxorubicinu na molekulu DNA prostfednictvim

reakce s formaldehydem (Minotti a kol., 2004)

2.1.1.1 |Inhibice syntézy DNA a jeji poskozeni plisobenim doxorubicinu

Topoizomerdazy jsou enzymy meénici topologii (presnéji vinuti) molekuly DNA vytvarenim
prechodnych zlom{ v nukleotidovych fetézcich. Topoizomeraza typu | vytvafi jednovlaknové
zlomy a vinuti méni obtacenim jednoho vldakna DNA okolo druhého. Topoizomeraza typu Il
preruSuje naraz obé vlakna DNA, cozZ ji umoZiuje manipulaci s obéma témito rfetézci. Po
zméné vinuti molekuly DNA oba typy enzym( vldkna opét spoji a sekvence DNA zUstdva
neporusena (Ross, W. E., 1985). Doxorubicin vytvafi s topoizomerazou typu Il vdzanou na
DNA stabilni komplex a zabrafuje ji tak znovu spojit fetézce DNA (Tewey a kol., 1984).
Poruseni molekuly DNA vytvorenim zlomG vede k zastaveni bunécného cyklu a nasledné
k apoptdze buriky (Ling a kol., 1993). Je totiZz zndmo, Ze pro organizmus je vyhodnéjsi buriku
s poskozenou DNA znicit nebo alespon zastavit jeji déleni, aby nebyly chyby v sekvencich
geni prendseny do dalSich generaci bunék. Stabilita ternarniho komplexu
DNA-topoizomeraza Il-doxorubicin je zajiSténa interkalaci chemoterapeutika mezi baze DNA
(interkalace je umoZnéna diky plandrnim aromatickym cyklim doxorubicinu) a predevsim
interakci vnéjsich skupin doxorubicinu s molekulou DNA v oblasti malého Zlabku (Zunino

a kol., 2001).

Topoizomeraza Il neni jedinym enzymem, se kterym doxorubicin interaguje. Zastaveni
syntézy DNA zpUsobuje doxorubicin také inhibici DNA polymerazy (po interkalaci do DNA),
ktera je pfimo zodpovédna za syntézu nového vldkna. Podobné brani doxorubicin i syntéze

RNA, tedy transkripci, a to interakci s RNA polymerazou (Zunino a kol., 1975).

vv s

2.1.1.2 Poskozeni bunééné DNA a bunécnych membrdn vilivem reaktivnich forem kysliku

Soucasti struktury doxorubicinu, stejné jako dalSich anthracyklinovych Iéciv (napf.
daunorubicinu), je chinonovy kruh (kruh C na obr. 1). Pokud jsou kysliky tohoto kruhu
redukovany jednoelektronovou reakci, vznika semichinon, ktery je velmi reaktivni a prakticky
okamzité prenasi elektron na molekulu kysliku. Z kysliku vznika superoxidovy anion radikal

a naslednymi reakcemi jeho dalsi reaktivni formy (napf. peroxid vodiku), zatimco semichinon
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se vraci do své plivodni podoby, chinonu (obr. 2) (Doroshow, 1983; Vdsquez-Vivar a kol.,
1997). Tuto reakci, ktera neni pro burku nijak prospésna, mlze zprostfedkovat fada enzymd,
napf. NADPH cytochrom P450 reduktaza, mitochondridlni NADH dehydrogendza (Doroshow,
1983) nebo endotelidlni syntaza oxidu dusnatého (Vasquez-Vivar a kol., 1997). Doxorubicin
také interaguje s Zelezitymi ionty, coZ nasledné rovnéz vede k tvorbé kyslikovych radikald,
ato jak v pritomnosti, tak v nepfitomnosti redukénich enzym( (Gianni a kol., 1985). Vyse
zminénymi zplGsoby mohou reaktivni formy kysliku vznikat v cytoplazmé, endoplazmatickém
retikulu, mitochondriich (Doroshow, 1983) i v bunécném jadre (Bachur a kol., 1982). V jadre
zpUsobuji poskozeni DNA, v cytoplazmé a organelach vyvolavaji peroxidaci membranovych
lipidl [peroxidace lipid( byla vSak potvrzena jen pfi vy$sSich koncentracich lécCiva, které
v klinické praxi nejsou pouzivany (Kiyomiya a kol., 2001)]. Buriky zdravych tkani jsou proti
takovymto poskozenim odolnéjsi, nebot obsahuji, na rozdil od nadorovych bunék, vétsi
mnozstvi enzym0 odstranujicich reaktivni formy kysliku (napt. superoxiddismutazu, katalazu)

(Kiyomiya a kol., 2001).

R o Obr. 2: Redoxni  cyklus  doxorubicinu.

e .,OIOH Chinonovy kruh doxorubicinu je jednim
. H

g elektronem pomoci NAD(P)H oxidoreduktdaz

redukovan na semichinon a ndasledné prenasi

NAD(P)H + HT
elektron na molekulu kysliku za vzniku
superoxidového anion radikdlu a plvodniho
NAD(P)* |
o chinonu (obr. pfevzat z Minotti a kol., 2004)
o
OH
A “/OH
0 i H

Tvorbu reaktivnich forem kysliku vlivem doxorubicinu a jejich ucinek jak na zdravé, tak na
nadorové buriky stale jesté provazi mnoho nejasnosti, a proto je tfeba se i nadale vénovat
jejich vyzkumu. Je pravdépodobné, Ze nové objevy v tomto sméru by mohly vyrazné

usnadnit Ié¢bu mnoha nadorovych onemocnéni.



2.1.1.3 Tvorba kovalentnich adukti doxorubicinu s DNA

Jak jiz bylo zminéno vySe, doxorubicin se mUze diky své plandrni struktufe vmezefit mezi
pary bazi molekuly DNA, kde je stabilizovan pomoci slabych vazebnych interakci. Doxorubicin
se na DNA muUZe ale také vazat kovalentné a vytvaret tak s DNA adukty (Moore, 1977).
Tvorba kovalentnich aduktl doxorubicinu s DNA je zavislda na jeho predchozi enzymové
aktivaci a také je ovlivnéna ionty kovu, napf. ionty Zeleza (Phillips a kol., 1989). K objasnéni
tohoto mechanizmu byla provedena fada experiment(, jejichz vysledky shrnuji Taatjes
a Koch (2001) a shromazdéné informace jeSté dopliuji o vlastni poznatky. Jak se uvadi
v jejich studii, ionty Zeleza zprostfedkovavaji v burice reakce vedouci k tvorbé volnych
radikdld a kndsledné tvorbé formaldehydu, ktery je pro tvorbu kovalentnich adukt(
doxorubicinu s DNA nezbytny. Reakce doxorubicinu s formaldehyden vede k tvorbé aktivniho
metabolitu, ktery se nasledné kovalentné vaze na molekulu DNA pfes guanin v obasti
malého Zlabku. Silnéji se konjugat doxorubicinu s formaldehydem vaze v oblastech 5’-NGC-3’
molekuly, kde se kovalentné vaze na guanin na jednom retézci a pomoci vodikové vazby také
na guanin na druhém retézci a vytvari tak tzv. ,cross-links” (pficné spoje) mezi vlakny DNA

(Taatjes a Koch, 2001). Schéma pfi¢ného spoje je na obr. 3.

Vodikova vazba

3' N N §‘
A i Obr. 3: Schéma pri¢ného spoje (,cross-link“)
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a pomoci vodikové vazby interaguje

s guaninem na druhém fetézci DNA (obr.

prevzat a upraven z Minotti a kol., 2004)

' (Ii-ribosyl V
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Mezi dalSi mechanizmy ucinku doxorubicinu, které nebyly jeSté zminény, patfi napf. inhibice
helikazové aktivity, jez je dlleZita pro rozvinuti vldken pred procesy replikace a transkripce
(Bachur a kol., 1992), nebo inhibice DNA ligazy, ktera je zodpovédna za spojovani casti

vlaken DNA po jejich preruseni (Ciarrocchi a kol., 1991), a jiné.



2.2 Ellipticin

Ellipticin, chemicky 5,11-dimethyl-6H-pyrido[4,3-b]karbazol, je pfirodni latka planarni
struktury, v poslednich letech aktivné studovana pro své protinadorové ucinky. Tento
alkaloid obsahuji nékteré rostliny ¢eledi Apocynacae a vibec poprvé byl izolovan v roce 1959
z listQ stromu Ochrosia elliptica této celedi (Goodwin a kol., 1959). Stejné jako ellipticin i jeho
vice rozpustné derivaty (napr. 9-hydroxyellipticin, 2N-methyl-9-chloroellipticinium a dalsi)
ucinkuji proti mnoha typim ndadorovych bunécénych linii (Stiborova a kol., 2001). Nékteré
derivaty ellipticinu (napf. 9-hydroxy-methyl-ellipticin) vykazuji taktéz aktivitu proti viru HIV

(Mathé a kol., 1998). Struktura ellipticinu je zndzornéna na obr. 4.

. 2 Obr. 4: Ellipticin. Cisla 1-11 zna&i umisténi atomd uhliku
1 /:’N> 3 adusiku v molekule ellipticinu (pfevzato ze Stiborova a kol.,
<
2015
o ,<\ s )
[0
8 ~ N '
6
7 H

2.2.1 Mechanizmus uc€inku ellipticinu proti nddorovym bunkam

Mechanizmus ucinku ellipticinu a jeho derivatl byl experimentdlné studovan na nadorovych
burnikach rtznych linii a bylo zjisténo, Ze je podobné jako u doxorubicinu zaloZen na zastaveni
bunééného cyklu a ,spusténi apoptotickych déji vedoucich ke smrti nadorové bunky, coz
doklada napfr. Kuo a kol. (2005) ve své studii tykajici se plsobeni ellipticinu na MCF-7 buriky
prsniho nadoru. Mechanizmy ucinku ellipticinu a doxorubicinu jsou v nékterych smérech
podobné, zfejmé diky podobnym strukturnim vlastnostem téchto latek. Ellipticin stejné jako
doxorubicin obsahuje plandrni aromatické cykly, které mu umoznuji interkalaci do molekuly
DNA a zastaveni procesu replikace a transkripce (Kohn a kol., 1975). Ellipticin také stejné
jako doxorubicin inhibuje enzym topoizomerazu typu ll stabilizaci ternarniho komplexu
DNA-IéCivo-topoizomerdza Il (Monnot a kol.,, 1991). Tyto mechanizmy jsou jiz popsané
v kapitole 2.1.1 Mechanizmus ucinku doxorubicinu proti nddorovym burikdm a v zasadé se

nelisi.



2.2.1.1 Tvorba kovalentnich aduktii ellipticinu s DNA

VySe zminéné mechanizmy poskozujici bunéénou DNA ellipticinem a jeho derivaty jsou
nezavislé na jejich metabolizmu. Kovalentni vazba ellipticinu na nukleovou kyselinu je na
metabolizmu ellipticinu v burice naopak zavisla, nebot vyZaduje jeho pfedeslou enzymovou
aktivaci. Experimentdlné bylo zjisténo, Ze aktivaci ellipticinu na reaktivni formy zajistuji
cytochromy P450 (CYP) a peroxidazy (Stiborova a kol., 2001, 2007). Oxidaci ellipticinu
cytochromy P450 vznikd celkové az 5 metabolitd (obr.5) (Stiborova a kol., 2004).
7-hydroxyellipticin a 9-hydroxyellipticin jsou v experimentech in vivo zvifaty aktivné
exkretovany, a radi se proto mezi metabolity detoxifikac¢ni (Stiborova a kol., 2011, podle
Chadwick a kol., 1978, Branfam a kol., 1978) [ackoli u 9-hydroxyellipticinu byla zjisténa
i interkalac¢ni aktivita (Ismail a kol., 1998) a schopnost inhibovat topoizomerdazu Il (Monnot
a kol., 1991)]. Aktivni metabolity 12-hydroxyellipticin a 13-hydroxyellipticin spontanné tvori
ellipticin-12-ylium a ellipticin-13-ylium, které se vazou na guanin v DNA a tvofi tak kovalentni
adukty s DNA 1 a 2 (obr. 6) (Stiborova a kol., 2007). Ty byly detekovany jak v experimentech
in vitro, tak v tkanich experimentalnich zvifat in vivo, a to pomoci radioaktivniho znaceni
modifikovanych nukleotid(i fosforem *?P (Stiborové a kol., 2003a, 2003b). Ellipticin-N-oxid
tvofi Polonowského pfesmykem 12-hydroxyellipticin, a proto taktéZz vede k tvorbé aduktu
s DNA, konkrétné aduktu 2 (obr. 6) (Stiborova a kol., 2004). Na obr. 5 jsou uvedené konkrétni
cytochromy P450 zodpovédné za tvorbu jednotlivych metabolitd. Kromé téchto enzymu
hraje duleZitou roli i cytochrom bs, ktery stimuluje oxidaci ellipticinu vedouci k tvorbé
aktivnich metabolitd a tim zvySuje mnozstvi tvorenych aduktl s DNA (Stiborova a kol.,
2012b). Zjisténa byla také skutecnost, Ze sulfatace ¢i acetylace 13-hydroxyellipticinu
prislusSnymi enzymy (sulfotransferdzami a N,O-acetyltransferdzami) vede k vyssi tvorbé

aduktu s DNA, a to konkrétné aduktu 1 (Stiborova a kol., 2012a).
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Jak jiz bylo uvedeno vyse, nejen cytochromy P450 aktivuji ellipticin, ale i nékteré peroxidazy
touto schopnosti disponuiji.
zanedbatelna a aktivace ellipticinu se v tomto pripadé pfisuzuje pravé peroxidazam
(Stiborova a kol., 2007). Aktivace ellipticinu peroxidazami vsak nejcastéji vede k tvorbé

ellipticinového dimeru (obr. 6) (Stiborova a kol., 2007). Souhrn reakci vedoucich ke vzniku

DNA aduktl pomoci cytochrom( P450 i peroxidaz je zndazornén na obr. 6.

Napf. v leukemickych burkach je exprese cytochroml
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Obr. 6: Metabolizmus ellipticinu zprostfedkovany peroxidazami a lidskymi cytochromy P450

(prevzato ze Stiborova a kol., 2011)

Mezi dalsi mozné mechanizmy ucinku ellipticinu (a jeho derivatd) proti nadorovym bunkam
patfi napt. inhibice fosforylace tumor-supresorového proteinu p53 (Ohashi a kol., 1995)
nebo naruseni energetické bilance burky rozpfazenim oxidacni fosforylace v mitochondriich

(Schwaller a kol., 1995).
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2.3 Vedlejsi toxické ucinky doxorubicinu a ellipticinu

Z mechanizmU pUsobeni protinadorovych Iéciv doxorubicinu a ellipticinu je zfejmé, Ze nejsou
omezeny pouze na nadorové bunky, ale poskozuji také bunky zdravych tkani. Obé tato
chemoterapeutika (a jejich derivaty) tedy vykazuji negativni vedlejsi Ucinky, které Castecné

omezuji jejich uzivani v klinické praxi.

Pouziti doxorubicinu je limitovdno predevsim jeho kardiotoxicitou, ktera muze vést aZ
k selhani srdce pacienta, pokud je prekro¢ena kumulativni davka ~450-550 mg/m?(Von Hoff
a kol., 1979). Riziko srdecniho selhdni vyvolaného doxorubicinem navic roste se zvysujicim se
vékem pacienta, nebot ve vyssim véku se télo zbavuje toxickych latek obtiznéji (Von Hoff
a kol., 1979). Mechanizmus poskozeni bunék srde¢niho svalu nebyl prozatim zcela objasnén.
Bylo vsak provedeno mnoho experiment(, které pfinesly fadu teorii, z nichz nejvice je
pravdépodobné podporovdna nasledujici teorie. Vlivem jednoelektronové redukce
doxorubicinu v mitochondriich a sarkoplazmatickém retikulu kardiomyocytl dochazi v téchto
organelach ke zvySené tvorbé reaktivnich forem kysliku. Ty poskozuji membrany téchto
organel a vedou tak k apoptdze bunék srde¢niho svalu (Doroshow, 1983). To vsak ziejmé
neni jediny mechanizmus kardiotoxicity doxorubicinu. Jeho pUsobeni je, zda se, komplexni,
tzn. podili se na ném vice mechanizmU najednou. Dalsi vedlejsi ucinky doxorubicinu, jako
zazZivaci potize (predevsim zvraceni), zaludecni zanéty, alopecie ¢i myelosuprese (Blum

a Carter, 1974), jsou spole¢né vsem cytostatikim.

NejcastéjsSim vedlejSim ucinkem ellipticinu je suchost v Ustech, kterou trpi tfi ze Ctyf
pacientd, jimZ je ellipticin poddvan. K dalSim vedlejSim ucinkim patti predevsim zaZivaci
potiZe (nausea a zvraceni) a svalové krece (v obou pfipadech jimi trpi jeden ze tfi pacient(),
mykozy jazyka a jicnu (vice nez 20 % pacient(), které mohou vést k anorexii. U méné nez
10 % pacientl byva pozorovano zvyseni krevniho tlaku. Pfi dlouhodobé [écbé (delsi nez tri
mésice) navic vétSina pacientl trpi Uunavou (Paoletti a kol., 1980). Pfi tydenni davce
80 mg/m* 9-hydroxy-N*-methylellipticinu a pFi 1é¢bé del$i ne: 15 mésich byla také
zaznamendna dvé umrti na selhani ledvin, ackoli pfi IéCbé kratSi neZz jeden rok zadné
problémy s funkci ledvin zjistény nebyly (Juret a kol., 1979). V potaz je tfeba brat i mutagenni

vlastnosti ellipticinu a jeho derivatQ, které byly prokdzany jak v bunkach mikroorganizm(
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(DeMarini a kol., 1983; DeMarini a kol., 1992; Gupta, 1990), tak v burikach savcich (DeMarini
a kol., 1983).

2.4 Snizovani vedlejsich toxickych ucinkd doxorubicinu a ellipticinu

Negativni vedlejsi ucinky protinadorovych |éCiv jsou Casto rozsahlé a v nékterych pripadech
mohou vést az k ukonceni |éCby pacienta. Proto soucasny vyzkum vénuje velkou pozornost
vyvoji takovych metod a postupl, diky nimz by byly negativni ucinky chemoterapeutik co
nejvice eliminovany a diky nimZz by soucasné bylo dosazeno maximalni uc€innosti IéCby.
V poslednich letech se intenzivné studuje zejména vyuziti nanocdstic jako prostredkl
cileného transportu lé¢iv k nddorovym tkanim. Ty kromé sniZeni vedlejSich ucinkd
chemoterapeutik také prodluzuji jejich cirkulaci v organizmu (Klibanov a kol., 1990) a zvysuji

jejich nizkou rozpustnost (Li a kol., 2009).

Jednou z nejduleZitéjsSich vlastnosti nanotransportérli je jejich velikost. Nanocastice
prendasejici lé¢ivo musi byt dostatecné malé, aby mohly vyuzit zvySené permeability
nadorové tkané (viz kapitola 5 Pasivni a aktivni cileni IéCiv v nanotransportérech), a zaroven
dostatecné velké, aby nebyly z téla pfilis rychle odstranény cCinnosti ledvin. Idedlni velikost
transportnich nanocdstic podle téchto kritérii je ~10-200 nm (Dostalova a kol., 2015b; Cho
a kol, 2008). Transportni nanocastice musi byt také dostatecné stabilni, nerozpoznatelné
imunitnim systémem, schopné prenaset dostateCné mnozstvi [éCiva a uvolhovat jej
specificky v nddorové tkani (Dostalova a kol., 2015b; Heger a kol, 2014). Vyhodou je rozsahly
povrch nanocastice, na ktery midZzeme navdzat mnoho nejriiznéjSich molekul a ¢astic, které
umoznuji napr. prodlouzeni cirkulace nanocastic v krevni plazmé (dextran) (Makino a kol.,
2011), transport v organizmu pomoci vnéjSiho magnetického pole (magnetické c¢astice)
(Blazkova a kol., 2013) nebo aktivni cileny transport do nadorové tkané (ligandy pro
nadorové receptory, napf. protilatky) (Dostalova a kol., 2015b). Velmi vyuZivana je
modifikace polyethylenglykolem, hydrofilnim polymerem, ktery se kovalentné vaie na
povrch nanocdastice a stericky brani vazbé sérovych protein(, ,spusténi” drahy komplementu
a fagocytdze prislusnymi burikami, ¢imzZz prodluZuje Zivotnost nanocastice v krvi (Klibanov

a kol., 1990).
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Vyuziti nanotransportéri by také mohlo zlepsit |é¢bu nadorovych onemocnéni centrdlni
nervové soustavy, kterd je kvili nizké propustnosti hematoencefalické bariéry velmi slozita.
Napfiklad studie H. Sarina (2010) prokdzala uGcinnost doxorubicinu externé vazaného na
dendrimery proti hlodavéimu malignimu glioblastomu. Také miceldrni forma ellipticinu,
u které byla zjiSténa schopnost prostoupit hematoencefalickou bariérou (Stiborova a kol.,

2014), je vtomto sméru nadéjnym lécivem.
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3 Zakladni typy nanocastic potencialné vyuzitelnych k transportu
protinadorovych léciv

Pouze néktera chemoterapeutika prendsend nanotransportéry jiz byla schvalena
a registrovana FDA (Food and Drug administration — Ufadem pro kontrolu potravin a lé¢iv)
a jsou takeé klinicky vyuzivana. Mezi tato IéCiva patfi napr. paclitaxel vazany na sérovy protein
albumin ¢i doxorubicin enkapsulovany do lipozomalni struktury (vice v prehledné publikaci
Sultana a kol., 2013). Dalsi Ié¢iva na bazi nanocdstic jsou ve fazi klinickych testl ¢i teprve ve
fazi vyzkumu. Mezi zdkladni typy nanocastic potencidlné vyuzitelnych k transportu
protinddorovych |éCiv patfi lipozomy, micely, uhlikové nanotrubky, dendrimery, kovové
nanocastice a nanocdstice proteinové stavby (shrnuje Kumari a kol., 2016)., které mohou
|éCivo prenaset bud’ uvnitf kavity, nebo navazané na svij povrch v zavislosti na svém tvaru.
Struktury téchto nanotransportér(l a zplsob, jakym mohou prenaset chemoterapeutikum,

jsou naznaceny na obr. 7.
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Obr. 7: Nanotransportéry. A) Lipozom, B) nanocdstice proteinové stavby (linedrniho typu),
C) micela, D) dedrimer, E) uhlikovd nanotrubka, F) kovova (zlatd) nanodastice (prevzato

a upraveno z Kumari a kol. 2016)
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3.1 Lipozomy

Lipozomy v soucasnosti patfi spolu s micelami a nanocasticemi proteinové stavby
k nanotrasportérim s velkym potencidlem wvyuZiti, protoZe jsou lidskym organizmem
relativné velmi dobfe snaseny. Tyto nanocastice totiz tvofi latky télu vlastni, a tudiz jejich
pritomnost prakticky nevyvolava imunitni odpovéd’ (Dostalova a kol., 2015b). Lipozomy jsou
uméle vyrabéné vezikuly o velikosti ~50-500 nm tvorené dvouvrstevnou biologickou
membranou (Sharma, A. a Sharma, U. S., 1997). Jejich jadro je hydrofilniho charakteru,
a proto se lipozomalni nanocastice hodi zejména pro prenos hydrofilnich chemoterapeutik.
Hydrofobni [éCiva vSak mohou byt lipozomy také pfenasena — uvniti membrany (Sharma, A.
a Sharma, U. S., 1997). Mezi |éCiva na bazi lipozomdQ, kterd jiz byla schvalena FDA, patfi
napf. Myocet (doxorubicin enkapsulovany do lipozomu), lék vyuZivany pro terapii
zhoubného nddoru prsu (Sultana a kol., 2013). Zatimco terapeutické ucinky Myocetu
avolného doxorubicinu jsou srovnatelné, Myocet je vyrazné méné kardiotoxicky, coz
dolozila studie Harrise a kol. (2002). Snizeni kardiotoxicity doxorubicinu jeho uzavienim do
lipozomu umoznilo zvysit aplikovanou davku az na 785 mg/m2 (Harris a kol., 2002), coz je
oproti volnému doxorubicinu davka vyssi o vice nez 200 mg. LéCiva na bazi lipozomuU jsou
nadale studovana a vylepsovana v rliznych smérech. Pfipraveny byly napf. termosenzitivni
lipozomy vypoustéjici enkapsulované chemoterapeutikum pfi lokalné zvySené teploté tkané
(Hossann a kol., 2010) nebo lipozomy sloZzené z kladné nabitych lipidQ cilicich do nddorové

vaskulatury (Michaelis a Heinrich, 2006).

3.2 Micely

Micely jsou strukturné velmi podobné lipozom0m, na rozdil od nich jsou vSak tvofené pouze
jednou vrstvou fosfolipidG. Jejich vnitfek je hydrofobniho charakteru, proto jsou micely
vhodné zejména pro prenos hydrofobnich, ve vodé Spatné rozpustnych latek, jako jsou
nékterd protinadorova léciva, napf. ellipticin. Vnéjsi ¢ast micely stykajici se s okolnim
prostfedim je naopak charakteru hydrofilniho (Cho a kol., 2008). Micelarni forma ellipticinu
jiz byla pfipravena a blize se ji zabyvala Stiborova a kol. (2014). Vysledky jejich experimentl
prokazuji, Ze micelarni ellipticin tvori adukty s DNA, a to jak in vitro, tak také in vivo, z ¢ehoz
vyplyva, Ze wuzavieni ellipticinu do micely nesnizuje jeho protinadorovou aktivitu.

Experimentdlné tato skupina také zjistila, Ze ellipticin se z micely uvoliiuje rGznou rychlosti

15



v zavislosti na pH (v nizsSim pH se uvolfiuje rychleji), ¢ehoz by mohlo byt vyuZito k jeho
cilenému uvolnéni v nadorové tkani, nebot nadorova tkan je charakteristickd kyselym
prostfedim. Dle prehledné publikace Sultany a kol. (2013) se néktera Iéciva na bazi micel jiz
dostala do faze klinickych testl, a je tedy moiné, Ze se jiz brzo dockaji klinického vyuziti.

Mezi témito lécivy je také miceldrni forma doxorubicinu.

3.3 Nanocastice proteinové struktury

Mezi proteinové nanocastice schopné transportovat protinadorova lécCiva patfi napf. jiz
zminény klinicky vyuZivany sérovy protein albumin. Existuje vSak i mnoho dalSich nanocastic
proteinové povahy s velkym potencialem pro transport protinddorovych |é¢iv. Mnoho z nich
vytvari podobné jako lipozomy ¢i micely dutou strukturu, do které je chemoterapeutikum
mozno enkapsulovat. Mezi takové nanocastice patfi napt. virové partikule (Singh a kol.,
2006) nebo tzv. malé , heat shock” proteiny (Flenniken a kol., 2005). Nadéjny, v dnesni dobé
intenzivné studovany, je také transportni protein (apo)ferritin, jemuZ se tato prace vénuje

podrobné;ji v dalSich ¢astech.

3.4 Dendrimery

Dendrimery jsou uméle vyrobené, velmi dobfe rozpustné polymerni makromolekuly pfesné
definované stavby (Tomalia a kol., 1985). Diky vysoké hustoté funkcnich skupin na povrchu
mohou byt snadno modifikovany rlznymi ligandy, napf. molekulami charakteristickymi pro
nadorové receptory, ¢i kontrastnimi molekulami, coZ umoznuje cileny transport [éciva
k nddorovym tkanim a jejich vizualizaci (Quintana a kol., 2002; Thomas a kol., 2005).
Protinddorové lé¢ivo mohou dendrimery prenaset dvéma zplisoby — 1) kovalentné vazané na
povrchu nebo 2) uvnitf struktury (ta tvofi , kapsy", ve kterych je léCivo ,zachyceno" slabymi
interakcemi) (Beezer a kol.,, 2003). Faktorem, ktery limituje vyuziti dendrimerd jako
nanotransportérd k lé¢ebnym ucelim, je nespecifické uvoliovani chemoterapeutika, jez
snizuje efektivitu 1é¢by a zpUsobuje nepfiznivé vedlejsi ucinky. Reenim tohoto problému se
v poslednich letech zabyva mnoho vyzkumnych skupin a bylo jiz navrzeno nékolik metod
a postupl, které se zdaji byt velmi slibné. Jsou zaloZzené napft. na hydrazonové vazbé mezi

|éCivem a nanotransportérem, ktera je nestabilni v nizkém pH (Kono a kol., 2008), nebo na
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disulfidové vazbé mezi |éCivem a nanotransportérem, kterd je Stépitelnd za redukcnich

podminek (Zhang a kol., 2003).

3.5 Uhlikové nanotrubky

Uhlikové nanotrubky, duté nanomateridly tvofené jednou nebo vice tenkymi ,srolovanymi“
vrstvami grafenu (Baughman a kol., 2002), maji rozsahly povrch, ktery lze jednoduse
modifikovat, napt. kontrastnimi &i ,,zacilujicimi“ molekulami (Liu a kol., 2007). Vzhledem
k tomu, Ze uhlikové nanomateridly mohou byt pro organizmus toxické, je Zadouci také
modifikace molekulami zvySujicimi biokompatibilitu [U¢innost takovéto modifikace jiz byla
ovéfena na modelu — mysi (Schipper a kol., 2008)]. Vyhodou uhlikovych nanotrubek je jejich
vysoka internalizacni schopnost (Kam a Dai, 2005), kterou lze jesté zvysit napf. vazbou
kyseliny hyaluronové, pro niz maji receptory napf. buriky plicniho adenokarcinomu (Datir
a kol.,, 2012). Dalsi vyhodou je, Ze nanotrubky mohou diky rozsahlé plose povrchu
transportovat velké mnozstvi [éCiva, napf. doxorubicinu, ktery se m{iZe na nanotrubky (napf.
i upravené polyethylenglykolem) vazat nekovalentné pomoci delokalizovanych m elektront
aromatickych kruht (Liu a kol., 2007). Zjisténa byla také zdvislost mnozZstvi uvolnéného
doxorubicinu z nanotrubek na okolnim pH. Pfi nizkém pH (~5), které je charakteristické pro
rychle rostouci nadorovou tkan, se z nanotrubek uvolfiuje vyrazné vice |éCiva nez neutrdlnim
prostfedi (Zhang a kol., 2009). Tedy i uhlikové nanotrubky se jevi jako velmi slibné

nanocastice pro budouci vyuZiti v nanomediciné.

3.6 Kovové nanocastice

Také nanocdstice na bazi kovl jsou v poslednich letech pfedmétem vyzkumu mnoha skupin
védcl. Existuje celd fada kovl, ze kterych lze nanocastice vyrdbét, avsak vétsSina z nich je
problematickd, protoZe maji nizkou biokompatibilitu ¢i jsou genotoxické (biokompatibilitu
Ize vSak zvysit modifikaci spefifickymi molekulami, podobné jako u uhlikovych nanotrubek).
Pro biomedicinské ucely jsou nejcastéji vyuzivany nanocastice zlata (Heger a kol., 2015).
Potencial maji vsak i jiné kovy, napf. nanocastice na bazi ruthenia, které se zdaji byt ucinné

proti nddorovym bunkam plic (Vajpayee a kol., 2011). Kovovych nanocastic lze také vyuzit
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jako kontrastnich Cinidel napf. v diagnostice nadorovych onemocnéni pomoci magnetické

rezonance (Schlorf a kol., 2010).
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4 Apoferritin

Jak jiz bylo zminéno vySe, apoferritin je protein s velkym potencidlem pro vyvoj novych |éCiv
na bdazi nanodastic. Vzhledem k tomu, Ze jeho vyskyt ve formé ferritinu (apoferritin
s vazanymi ionty Zeleza) je v lidkém téle bézny, disponuje urcitymi vlastnostmi, které mohou
znacné ulehcit chemoterapeutickou lé¢bu nadorovych onemocnéni. Mezi tyto vlastnosti
patfi biokompatibilita, zajistujci minimalizaci imunitni odpovédi, a biodegrabilita (Heger
a kol., 2014), kterd umoZiuje odstranéni apoferritinu z organizmu, ¢imz zabranuje jeho
Skodlivé akumulaci. Obé tyto vlastnosti jsou pro vyuziti apoferritinu (a jakékoliv jiné
nanocastice) jako transportéru lécCiv zasadni. Je vSak zndmo, Ze ne kazidy protein, ktery je
biokompatibilni, je zaroven vyuZitelny pro transport chemickych latek. Roli apoferritinu jako
transportéru umoznuji predevsim jeho strukturni vlastnosti a vysoka stabilita (Heger a kol.,
2014). Apoferritin se skldda z 24 podjednotek tvoficich uprostfed dutinu, do které je lécivo
mozno ,uzavrit" (Crichton a Declercq, 2010), ¢imz je zajisténa jeho ochrana pred degradaci
béhem prenosu v organizmu. Rovnéz byla zjiSténa skutecnost, Ze IéCivo (napf. doxorubicin)
muzZe byt prendSeno nejen uvniti apoferritinové kavity, ale i na povrchu apoferritinu
(Blazkova a kol., 2013). Apoferritin Ize navic také povrchové modifikovat, coz umoznuje
cileny selektivni transport |éCiva do nadorové tkané. V dnesni dobé je napf. intenzivné
studovdna vazba magnetickych ¢astic na apoferritin, ktery pak lze k nddoridm navadét

s vyuZitim vnéjsiho magnetického pole (Blazkova a kol., 2013).

VySe zminéné protinadorové |éCivo doxorubicin je jednim z |éCiv, jehoZ prenos v apoferritinu
je v posledni dobé predmétem mnohych vyzkum(. Tvorba a pfiprava komplexu apoferritin-

doxorubicin (APODOX) byla poprvé popsana v roce 2012 Kiliacem a kol. (2012).

Hlavnim cilem wvyuZiti nanotransportérl pfi lécbé nadorovych onemocnéni je snizeni
vedlejsich toxickych ucinkd chemoterapeutik na zdravé tkané. Toxicitu volného doxorubicinu
a doxorubicinu enkapsulovaného v apoferritinu (APODOX) a ve dvou rlznych typech
lipozom( (lip-8-dox a Myocet) porovnava ve své studii Gumulec a kol. (2014). Studie sleduje
toxicitu téchto forem na celkem tfech typech bunécénych linii prostaty, a to na linii zdravych

bunék (PNT1A), primarnich nadorovych bunék (22Rvl) a bunék metastaz (LNCaP).
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U doxorubicinu v nanocasticich (u vSech formem) byla zjisténa vyrazné nizsi toxicita oproti
volnému lécivu, ale jednotlivé formy doxorubicinu v nanocasticich se vyrazné liSily svym
pusobenim na jednotlivé bunécné linie prostaty. Pokud jde o Myocet, bylo prokdzano, ze je
velmi toxicky vic¢i zdravym a primarnim nadorovym burfikdam. Vyrazné méné ovlivnil Myocet
bunécnou linii metastaz, coz signalizuje nizky ucinek tohoto IéCiva vici pokrocilym stadiim
nador( prostaty. Vtomto ohledu vykazoval nejlepsi efekt lip-8-dox, jehoZ toxicita vUCi
zdravym bunikdm byla nizsi nez vici obéma typum nddorovych bunécénych linii, pficemz
nejvyssi toxicita lip-8-dox se projevila pravé vici bunécné linii metastdz (LNCaP). Lip-8-dox se
tedy jevi jako nadéjné lécivo pro pokrocila nadorova onemocnéni. Co se tyCe doxorubicinu
enkapsulovaného v apoferritinu (APODOX), studie rovnéZ prokdazala, Ze ma vyznam jeho
ucinky naddle studovat. Ackoliv se jeho toxicita vici riznym bunéénym liniim v zasadé nelisi,
jevi se jako slibny protinddorovy Iék. Jeho toxicita je az 5krat nizsi nez toxicita volného

doxorubicinu.

ZpUsoby enkapsulace doxorubicinu do struktury apoferritinu se zabyvad prace Dostalové
a kol. (Dostalova a kol., 2015b). Vysledkem této prace je srovnani dvou metod enkapsulace,
metody infuzni a metody zalozené na zméné pH prostfedi (naznaceny na obr. 8). Infuzni
metoda vyuzivd strukturnich vlastnosti apoferritinu, tedy ,kandlG" uvnitf apoferitinové
,klece", kterymi se |éCivo dostane do vnitfni dutiny difuzi. Naproti tomu druhd zminéna
metoda vyuZivd schopnosti apoferritinu rozloZit se pfi snizeni pH prostiedi (pH™2)
a opétovné vytvorit nanocastici pfi zvySeni pH na neutralni hodnotu. BEhem tohoto procesu
je volny doxorubicin do apoferritinu ,uzavien" (Dostalova a kol., 2015b). Vyhodou infuzni
metody je skuteCnost, Ze struktura apoferritinu zlstavd po celou dobu neporusena,
a velikost nanocdstic se tedy neméni. V pfipadé metody vyuZivajici zmény pH muZe pfi
opétném vytvareni nanodastice dojit k agregaci podjednotek a vzniku ¢astic o priméru
i nékolika mikrometr( (velikost optimdlné slozeného komplexu je Ffadové nékolik nm).
Koncentrace takto vytvorenych agregat(i navic zavisi na pouZité koncentraci doxorubicinu
(zvySeni koncentrace doxorubicinu zvySuje tvorbu agregatl), zatimco v pfipadé infuzni
metody nebyla tato skutecnost prokazana (Dostalova a kol., 2015b). Infuzni metoda téz
prokazala vyssi ucinnost enkapsulace (88%) oproti metodé zavislé na zméné pH prostredi
(70%) (Dostalova a kol., 2015b). Je vSak tfeba poukdzat na to, Ze obé tyto metody jsou velmi

ucinné. To vyplyva napf. ze skutecnosti, Ze enkapsulace doxorubicinu do apoferritinu
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metodou zdavislou na zméné pH je ucinnéjsi nez enkapsulace téhoz léciva do lipozomu (ktery

je k pfenosu doxorubicinu jiz klinicky vyuzivan), a to asi 0 10 % (Gumulec a kol., 2014).

R S X 9.8 ¢
QS
[? g YpH S w Tou Ilo’::g[] Obr. 8: Enkapsulace doxorubicinu
w15 min é%l] smn & @ A) metodou zavislou na zméné pH
B ) ¢ 4 tredi B) infuzni metod
é prostredi, u etodou
" i&
l? % 4%0,“ [?y o,‘i] (pFevzato z Dostalova a kol., 2015b)
=> &Q =D LY
QAQ &0’ 30 min %&@ 0’
OApoferritin & Doxorubicin

Uginnost enkapsulace doxorubicinu do apoferritinu je moino analyzovat diky jeho
fluorescenénim vlastnostem. Vzhledem k tomu, Ze samotny apoferritin témito vlastnostmi
nedisponuje, je intenzita fluorescence vzorku apoferritinu po enkapsulaci doxorubicinu a po
odstranéni jeho zbytkového mnoiZstvi dialyzou zavisla na mnoistvi doxorubicinu v ném
uzavieného (obr. 9). Experimentdlné bylo zjiSténo, Ze ¢im vysSi koncentrace volného
doxorubicinu je pouzita na pocatku experimentu, tim vétsi je Uspésnost jeho enkapsulace do
apoferritinu (Blazkova a kol., 2013). Jak jiz bylo zminéno vySe, doxorubicin se téZ muze
v mensi mife adsorbovat i na povrch apoferritinovych ¢dstic a i v tomto pripadé zdavisi pocet
navazanych molekul doxorubicinu na jeho pocatecni pouzité koncentraci. K tomuto zavéru
dosla Blazkovda a kol. (Blazkova a kol.,, 2013) v experimentu, ktery zjistoval pocet
»desorbovanych” molekul doxorubicinu s pfedpokladem, Ze aplikaci elektrického pole pfi
kapilarni elektroforéze dochazi k odpoutani molekul lé¢iva od povrchu proteinu. Bylo také
zjisténo, Ze fluorescencni signal ,desorbovaného” doxorubicinu lze zvysit priddnim
methanolu do méfeného vzorku. Methanol totiZz ovliviiuje intenzitu signdlu volného
doxorubicinu, ale na signdl doxorubicinu uzavieného v apoferritinové struktufe nema vliv

(Blazkova a kol., 2013).
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Obr. 9: A) Fotografie roztoku doxorubicinu (vlevo) a doxorubicinu enkapsulovaného do
apoferritinu po odstranéni prebyte¢ného léciva dialyzou (vpravo) na pfirozeném svétle
B) Fluorescencni fotografie totoznych vzorkl — Aex = 480 nm, Aeyy = 600 nm (pfevzato

a upraveno z Blazkova a kol., 2013)

Aby bylo mozno apoferritin s enkapsulovanym doxorubicinem vyuzit pro Ié¢bu nadorovych
onemocnéni, musi byt tato nanocastice dostatecné stabilni v ase i uritém prostredi. Jinymi
slovy, nesmi dochazet k pfiliSnému uvolfovani léCiva z kavity nanotransportéru dfive, nez se
dostane k nddorovym burnkdm. Testovdna byla napf. stabilita komplexu ve fosfatovém pufru
(pH 7,4) a v témze pufru s 5% pridavkem séra (Gumulec a kol., 2014). Na zakladé vysledku
této studie mlzeme predpokladat, Ze nebude dochazet ke ,srdzeni” apoferritinovych
komplex( v krvi, nebot v pufru s pridavkem séra je nanocastice s doxorubicinem stabilni
(a stabilnéjsi nez v pufru Cistém). Experimentalné bylo také zjistovano procentualni mnozstvi
uvolnéného doxorubicinu z jeho apoferritinové formy pfi dlouhodobém skladovani (v radu
dni) za raznych teplot (-20, 4, 20 a 37 °C) v zavislosti na tom, jakd byla pouzZita metoda
enkapsulace, zda metoda infuzni, nebo metoda zaloZzena na zméné pH prostredi (Dostalova
a kol., 2015b). Nejlepsiho vysledku bylo dosazeno skladovanim pfi teploté -20 °C, za které
doslo k uvolnéni 0,75 % molekul doxorubicinu pfi pouziti metody zalozené na zméné pH
prostfedi a 0,32 % pfi pouziti metody infuzni po 14 dnech skladovani. Je vsak tfeba zminit, Ze
vysledky skladovani pfi vSech teplotach byly velmi uspokojivé, nejvyssi hodnota (20 °C,

metoda zaloZena na zméné pH prostredi) ¢inila pouhych 2,44 % (Dostalova a kol., 2015b).

22



Moznosti vyuziti apoferritinu navic zdaleka nekonci u prenosu protindadorovych Iéciv. Diky
svym vlastnostem (predevsim duté strukture, stabilité, biokompatibilité a biodegradabilité)
ma potencidl napfiklad i pro vyuziti v genové terapii (jak jiz bylo vySe naznaceno), ve
fotodynamické terapii nebo v diagnostice rakovinnych onemocnéni. Vrcholnou vizi je vyuziti
apoferritinu k |é¢bé ,na miru” jednotlivci, kterd spocivda v extrakci ferritinu pfimo
z pacientova téla, odstranéni navazaného Zeleza, enkapsulaci |éCiva a nasledné zpétné
aplikaci do téla pacienta. Diky své duté struktufe mlze apoferritin také slouzit jako nastroj

pro syntézu mensich nanocdstic (shrnuje Heger a kol., 2014).

23



5 Pasivni a aktivni cileni |éCiv v nanotransportérech

Pfenos chemoterapeutik pomoci nanotransportéri umoznuje cileny transport |éciva
k nddorovym bunkam pasivnim i aktivnim zpUsobem. Pasivni cileni vyuziva tzv. efektu
zvySené permeability a retence, ktery je vysledkem patologicky zvySené novotvorby krevnich
kapildr (angiogeneze) v nadorovych tkanich (Dreher a kol., 2006). Aktivni cileni je zaloZené na
povrchové modifikaci nanotransportéru molekulami specifickymi pro nadorové receptory

(Kumari a kol., 2016). Princip pasivniho a aktivniho cileni je naznacen na obr. 10 a 11.

Tok krve

Bunky Nadorové Nanotransportér s
@ endotelu @ bunky * enkapsulovanym lécivem

Obr. 10: Pasivni cileni nanotransportéru vyuZivajici zvysené propustnosti krevnich kapilar

v nadorové tkani (prevzato a upraveno z Kumari a kol., 2016)

w

2000 200
( /( >
Normalni burky Nadoroveé buriky

Cileny : Enkapsulované
@ nanotransportér Qj Receptor 4 Ligand @ légivo

Obr. 11: Aktivni cileni nanotransportéri modifikaci jejich povrchu specifickymi ligandy

(pfevzato a upraveno z Kumari a kol., 2016)
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5.1 Efekt zvySené permeability a retence a pasivni cileni nanotransportéru

Podstatou efektu permeability a retence, poprvé popsaného v roce 1986 (Matsumura
a Maeda, 1986), je zvysena propustnost nadorové kapilarni sité a nedostatecné vyvinuty
lymfaticky systém. Zatimco zvySena propustnost umoznuje lepsi prichod vétsSich castic
(lipozom{, micel, proteinli atp.) do nadoru, nedostate¢nd lymfaticka sit tyto Castice neni
schopna efektivné odstranit, a dochazi tak k jejich akumulaci. Cim vice |é¢iva je akumulovano
v nadorové tkani, tim mensi je pak jeho distribuce ve zdravych tkanich, ¢imz se snizuji jeho
negativni vedlejsi ucinky (Dreher a kol., 2006). Vyssi akumulace l|éciva v nadoru navic
umoznuje snizit poddvané mnozstvi |éCiva, coz opét vede ke snizeni negativnich vedlejsich
uginkd. Uginnost praniku &astic do nadoru zavisi na jejich molekulové hmotnosti, kterd je dle

studie Drehera a kol. (2006) idedlni v rozmezi 40-70 kDa.

Efektu permeability a retence vyuzivd napf. IéCivo Doxil (doxorubicin enkapsulovany do
lipozomu modifikovaného polyethylenglykolem), prvni protindadorové I|éCivo na bazi
nanocastic schvdlené FDA (1995), i néktera novéjsi chemoterapeutika na bazi nanodastic.
Mnoho dalSich |éciv vyuzZivajicich tohoto efektu je navic ve fazi klinickych testl (konkrétné

uvedeno v prehledné publikaci Sultana a kol., 2013).

5.2 Aktivni cileni nanotransportérti modifikaci jejich povrchu

Jak jiz bylo uvedeno vyse, modifikace povrchové struktury nanocastic vedouci k cilenému
transportu chemoterapeutik k nddorovym tkanim by mohla vyrazné sniZit negativni vedlejsi
ucinky téchto latek na zdravé tkdné. Proto je povrchova Uprava nanotransportér(i soucasti
mnoha vyzkumU tykajicich se |é¢by nadorovych onemocnéni. Modifikace je vhodna napf.
i pro apoferritin. Ten sice ma sam o sobé afinitu k transferrinovym receptorim TfR1
(dGlezitym pro transport Zeleza do bunék), které jsou v nékterych ptfipadech nadorovych
bunék (napf. u nadorl plic) exprimovany ve zvysené mire (Heger a kol., 2015), ale jeho cileni
pomoci téchto receptord neni zcela specifické vzhledem k tomu, Ze se tyto receptory v mensi
mife vyskytuji i na bufikdch zdravych tkani (Dostalova a kol. 2015a). Uspé%né navazani
protilatek pres ¢astice zlata a , linkerovy” protein na povrch apoferritinu s enkapsulovanym

doxorubicinem ve své praci prezentuji Dostalova a kol. (Dostalova a kol., 2015a) (schéma
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pripravené struktury je zndzornéno na obr. 12). Fluorescence a absorbance takto
upraveného apoferritinu zlstdvaji stejné jako u jeho nemodifikované formy. Z této
skute¢nosti Ize usoudit, Ze takovato povrchova Uprava nanotransportéru nijak neovliviiuje
jeho vlastnosti, a zda se, Ze takto modifikovany apoferritin s enkapsulovanym doxorubicinem

ve své kavité by mohl byt potencidlné vyuzitelny v nanomediciné.

/;/ / 0 Apoferritin
A Doxorubicin
‘\% ‘ n A ‘.»»m—\

I

’.’ M’*ﬂ\/ ....... Proteinovy
SN e linker

I/
\ =" Protilatka

~
!

>  Castice zlata

Obr. 12: Schematické znazornéni modifikované nanocastice. Antracyklinové [éCivo
doxorubicin bylo enkapsulovano do apoferritinové nanocastice. Povrch apoferritinu byl
modifikovan Casticemi zlata a na tyto Castice byl pres thiolovou skupinu cysteinu navazan
»linkerovy” protein. Na N-koncovou skupinu tohoto proteinu byla navazana protilatka

(pfevzato z Dostalova a kol., 2015a)

Césticemi zlata Ize modifikovat i jiné ne? proteinové nano¢astice, napt. lipozomy (Skalickova
a kol., 2016). Pravé castic zlata se vyuziva predevsim kvali jeho afinité ke slouceninam
obsahujicim thiolovou skupinu, jejimz prostfednictvim mohou byt na nanotransportér
navazany napfr. peptidy zakonéené cysteinem (Dostalova a kol., 2015a) nebo thiolovou
skupinou modifikované oligonukleotidy (Skalickova a kol., 2016). V experimentech Skali¢ckové
a kol. (Skalickova a kol.,, 2016) se podafilo ptipravit lipozomalni ¢astice modifikované
zlatem s enkapsulovanym |écivem (doxorubicin, ellipticin a etoposid) a navdzanym
oligonukleotidem hybridizovanym s ,antisense N-myc DNA“, a to za ucelem vypnuti genu
N-myc zodpovédného za progresi vyvoje jednoho 2z ndadorovych onemocnéni,
neuroblastomu. Takovyto komplex by bylo mozné vyuzit jak pro genovou terapii, tak pro

znaceni nadorovych bunék na zakladé fluorescencnich vlastnosti chemoterapeutik.
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Existuje velké mnoZstvi molekul (ligand(), kterymi Ize nanocastice modifikovat a zacilit je tak
na nadorové bunky, které maji pro tyto molekuly receptory. V experimentech byla kromé
vySe zminénych protildtek (jejichz spektrum je velmi Siroké) pouZita napf. kyselina folova,
jejiz receptory jsou ve zvysené mife exprimované v bunkach nadoru vajecnikd (Gabizon
a kol., 1999), transferrin (glykoprotein vazici Zelezo), jehoZ receptory jsou ve zvySené mire
exprimované ve vétsiné druhd nadorovych bunék (Derycke a De Witte, 2002), galaktosamin,
jehoz receptory jsou ve zvySené mire exprimované v nadorovych burikdch jater (Seymour
a kol., 2002) a jiné. Nékolik [éCiv na bazi nanocastic modifikovanych protilatkou jiz bylo
dokonce schvdleno FDA a dalsi modifikované nanocastice jsou ve fazi klinickych testu

(konkrétné uvedeno v prehledné publikaci Sultana a kol., 2013).
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6 Zaveér

Anthracyklinové |éCivo doxorubicin je pro lé¢bu nadorovych onemocnéni vyuZivano jiz
mnoho let. Mechanizmus U¢inku doxorubicinu ale neni dostatecné specificky, a proto jeho
aplikace vede také k poSkozeni zdravych tkani. Negativni vedlejsi uCinky doxorubicinu terapii
nejen zneprijemnuji, ale také ji omezuji. | rostlinny alkaloid ellipticin vykazuje znacné
protinddorové ucinky, ale v klinické praxi zatim neni Siroce vyuZivan, nebot jeho vedlejsi
toxické ucinky jsou pfilis rozsahlé. Informace shromazdéné v této praci svédci o tom, Ze
pokud jsou tato léciva ve formé nanocastic, jsou jejich vedlejsi toxické ucinky vyrazné nizsi
anavic je lécba celkové efektivnéjSi. Nanocastice prenasejici chemoterapeutika totiz
umoznuji vyuZit zvySeného efektu permeability a retence nadorové tkané, diky kterému
dochdzi k akumulaci léciva v nddorové tkani, a tim i k nizsi distribuci IéCiva ve tkanich
zdravych. Rozsahly povrch nanoclastice lze navic modifikovat molekulami specifickymi pro
nadorové receptory a dosahnout tak jejich pfimého zacileni na nadorové burky. Nanocastice
také prodluzuji dobu cirkulace l|éCiva v organismu, zvlasté pak pokud jsou povrchové
upravené napf. polyethylenglykolem. Pfenosem protinadorovych lé¢iv v nanodasticich se
zabyvaji védci po celém svété jiz od konce minulého stoleti. Schvaleni se vsak zatim dockal
jen zlomek téchto forem I|éCiv a da se fici, Zze tato oblast vyzkumu je teprve ve svych

pocatcich.

Pfenos doxorubicinu je predmétem fady studii, které popisuji mnoho rlznych typl
nanotransportérd. Jednim z nich je i transportni protein apoferritin, ktery se diky svym
vlastnostem zda byt k tomuto Uucelu velmi vhodny. Je stabilni, biokompatibilni
i biodegradabilni a muUZe ve své kavité prenaset velké mnozZstvi léfiva. Mimo to
z experiment(l vyplyva, Ze enkapsulace doxorubicinu do apoferritinu je pomérné jednoducha
a uc¢inna (diky jeho strukturnim vlastnostem a citlivosti k nizkému pH) a Ze pfi
dlouhodobéjsim skladovani nedochazi k pfiliSnému uvolfovani léciva z kavity apoferritinu do
okoli. Citlivosti apoferritinu k nizkému pH by také mohlo byt vyuZito pro cilené uvolnéni
pfenaseného doxorubicinu v nadorové tkani, kde je pH oproti zdravym tkanim pfiblizné

o dvé jednotky nizsi. Vysledky tykajici se apoferritinovych forem protinadorovych IéCiv vSak
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zatim vychazeji predevsim z experimentd in vitro. V dalSich experimentech je tfeba zaméfit

se také na chovani apoferritinovych nanocastic s |éCivem v Zivém organizmu.

Pfenos ellipticinu nanocasticemi je také predmétem soucasného vyzkumu, nebot uzavieni
ellipticinu do vhodné nanocastice by mohlo omezit jeho, prozatim rozsahlé, vedlejsi ucinky
na zdravé tkané a umoznit tak jeho SirSi vyuZiti v klinické praxi. Pro transport témeér
nerozpustného ellipticinu se zdaji byt vhodné zejména micely, které maji jadro hydrofobniho
charakteru. Micelarni formu ellipticinu se jiz podafilo pfipravit a bylo sledovano jeji chovani
in vitro a v nékolika experimentech také in vivo. Vysledky vsak zatim nejsou dostatecné a je
tfeba provést vice experimentu, predevsim na Zivych modelech, které potvrdi (popf. vyvrati)

zatim slibny potencial této formy ellipticinu.

Nejvyznaméjsi zdokonaleni protinadorové terapie predstavuji aktivné cilené nanocastice
prenasejici chemoterapeutika, nebot vyznamné zvysuji efektivitu Ié¢by a soucasné znacné
snizuji toxické puUsobeni lé¢iv na zdravé tkané. Pro vyvoj aktivné cilenych Ié¢iv na bazi
nanocastic je ale tfeba vénovat se také studiu povrchovych receptorl nddorovych bunék
a objevit mezi nimi takové, které pujde pro zacileni |éCiv vyuZit, tzn. které se nevyskytuji na

povrchu bunék zdravych.
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