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Abstrakt

Vyskyt rakoviny se celosveétoveé u populace zvysuje kazdym rokem. Proto je nutné na
toto onemocnéni reagovat a hledat stale nové formy 1écby nebo zdokonalovat ty aktualni.
Nejrozsifenéjsi formou Iécby je chemoterapie, kterd ale mize mit nezadouci vedlejsi
ucinky. Jednou z moznosti, jak tyto uinky snizit, je doruceni 1éCiv do poSkozené tkané
pomoci nanotransportért, ¢imz dojde i ke zvySeni efektivity.

Vtéto praci byly jako nanotransportéry studované mnohosténné uhlikové
nanotrubice (MWCNT’s). Zkoumdno bylo, zda tyto nanotransportéry vazou léciva
(doxorubicin a ellipticin) a jak se tato 1é¢iva nasledné uvoliluji. Ze ziskanych vysledki
plyne, ze derivatizace ovliviluje rozpustnost nanotrubic, pficemz sonikace dale tuto
rozpustnost zvySuje. Mnozstvi doxorubicinu navdzaného na jednotlivé testované formy
nanotrubic koresponduje s rozpustnosti téchto forem nanocastic. Pokusy o uvolnéni
navazaného 1éCiva organickym rozpoustédlem respektive kyselinou chlorovodikovou
nebyly pfili§ efektivni. V piipadé druhé studované latky ellipticinu byla kromé vazby
1é¢iva na nanotrubice studovéna i forma ellipticinu. Hydrofobni forma ellipticinu (ellipticin
rozpuStény v DMSO) byla schopna interagovat jak s nederivatizovanou, tak
s derivatizovanou formou nanotrubic. Vazba na nederivatizované MWCNT’s souvisi
s hydrofobnimi interakcemi mezi léivem a MWCNT’s. V ptipad¢ derivatizovanych
nanotrubic hraje vyznamnou roli i rozpustnost téchto trubek. Hydrofilni forma ellipticinu
(ellipticin ve vod¢ s ptidavkem HCI) se vaze na MWCNT’s na zakladé rozpustnosti
jednotlivych forem nanomateriali. Pokus o uvolnéni navdzaného léciva byl stejné jako
u doxorubicinu prakticky netc¢inny, coz by naznacCovalo silnou formu interakce nebo

interkalaci 1é¢iva dovnitf nanomateriala.

Klicova slova: doxorubicin, ellipticin, uhlikové nanotrubice, nanotransportéry




Abstract

The incidence of cancer is increasing worldwide in the population every year.
Therefore, it is necessary to respond to this illness and to seek new forms of treatment or to
improve the current ones. The most widespread treatment is chemotherapy, which may
have undesirable side effects. One way to reduce these effects is by delivering drugs to
damaged tissue with nanotransporters, thereby increasing efficiency.

In this work, multi-walled carbon nanotubes (MWCNT's) were studied as
nanotransporters. It has been investigated whether these nanotransporters bind drugs
(doxorubicin and ellipticin) and then how they release these drugs. It is obvious from the
results that derivatisation affects the solubility of nanotubes, while the sonication further
increases the solubility. The amount of doxorubicin bound to the individual tested forms of
nanotubes corresponds to the solubility of these forms. Attempts to release the bound drug
with organic solvent or hydrochloric acid were not very effective. In the case of the second
studied substance ellipticine, were studied form of ellipticin and his binding in nanotubes.
The hydrophobic form of ellipticin (ellipticin dissolved in DMSO) was able to interact
with both non-derivatized and derivatized nanotubes. Binding to non-derivatized
MWCNT's is related to hydrophobic interactions between drug and MWCNT's. In the case
of derivatized nanotubes, the solubility of these tubes also plays a significant role. The
hydrophilic form of ellipticin (ellipticin in HCl-added water) binds to MWCNT's on the
basis of solubility of individual nanomaterials. An attempt to release bound drug was, as
with doxorubicin, practically ineffective, indicating a strong form of interaction or

intercalation of drug within nanomaterials.
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Seznam pouzitych zkratek a znacek

CNT
CYP
derMWCNT

DMSO
DNA
DOXO
ELLI
HPLC

MNP
MWCNT
NADH
NMR
PEG

QD
SWCNT
UK

uhlikové nanotrubice (z angl. carbon nanotubes)

cytochromy P450

derivatizované vicevrstvé uhlikové nanotrubice (z angl. multi-walled carbon
nanotubes)

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina (z angl. deoxyribonucleic acid)

doxorubicin

ellipticin

vysokouc¢inna kapalinovd chromatografie (z angl. high-performance liquid
chromatography)

magnetické nanocastice (z angl. magnetic nanoparticles)

vicevrstvé uhlikové nanotrubice (z angl. multi-walled carbon nanotubes)
nikotinamidadenindinukleotid (redukovany)

nuklearni magnetickd rezonance

polyethylenglykol

kvantové tecky (z angl. quantum dots)

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

Spojené kralovstvi (z angl. United Kingdom)




1 Uvod

1.1 Nadorové onemocnéni

Rakovina neboli nadorové onemocnéni, predstavuje obrovskou zaté€z pro spolecnost
v ekonomicky rozvinutych zemich. Vyskyt rakoviny vzrista kvili stdrnuti obyvatelstva
a také kviili rostoucimu vyskytu rizikovych faktori, kterymi jsou uzivani tabaku, nadvaha,
fyzickd necinnost nebo meénici se reprodukéni vzorce spojené s urbanizaci
a hospodarskym rozvojem. Na zéklad¢ odhadii spolecnosti Cancer research UK se v roce
2018 po celém svété objevilo vice nez 17 milion novych piipadl rakoviny a 9,6 miliont
amrti '. V probshu let se tato zatdZ presunula i do ménd rozvinutych zemi, které
v soucasnosti predstavuji ptiblizné 57 % ptipadi a 65 % tmrti na rakovinu po celém svété.
Rakovina plic je hlavnim diivodem umrti na rakovinu u muzi ve vice i méné rozvinutych
zemi. U Zen je nejcastéj$im diivodem rakovina prsu. Podstatné ¢asti piipadt rakoviny by
mohlo byt zabranéno Sirokym uplatnénim ucinnych preventivnich opatieni naptiklad jako
kontrola tabaku, o&kovani nebo pouziti testii véasné detekce .

Uvadi se, ze podet novych piipadii onemocnéni na rakovinu v Ceské republice je
priblizné 90 tisic za rok. Pro ptiklad, v roce 2015 bylo k Iéeni nové pfijato 94 462
pacientii, z toho 48 666 ptipadd u muzi a 45 796 piipadi u zen. Celkovy pocet timrti
zpiisobené nadorovym onemocnénim za rok 2015 je 26 852 piipadi. Umrtnost je vyssi

u muzi - 14 826 piipadi, u Zen je to 12 026 piipadii (Obrazek 1.1) °.
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Obrazek 1.1: Vyvoj tumrtnosti na rakovinu u muzl a Zen v Ceské republice v porovnani

s evropskym standardem od roku 1994. Pfevzato a upraveno z publikace *.



Rakovina je charakterizovana nekontrolovanym bunéénym délenim a absenci
bunééné smrti, zplisobend poskozenim nebo mutacemi v genetickém materidlu bunék
vlivem environmentalnich nebo zdédénych faktord. Nador poté roste diky nové
vaskularizaci a Casem ziskava metastaticky potencial a $ifi se na dal$i mista v téle, coz

zpiisobuje tzv. metastaze a nakonec smrt *.
1.1.1 Lécba rakoviny

Pro typ rakoviny, kterd nevytvaii metastazy, se zpravidla voli radioterapie
a chirurgické odstranéni. U metastatickych rakovin jsou bézné¢ pouzivanou volbou
k chirurgickému odstranéni chemoterapie, hormondlni terapie a biologicka terapie.
Chemoterapie je zalozend na inhibici déleni rychle rostoucich bunéck, které je
charakteristické pro rakovinné bunky. Nanestésti, chemoterapie také ovliviiuje normalni
proliferujici buiiky, zejména buiiky gastrointestindlniho traktu, buiiky vlasovych folikulii
abunky kostni dfené. Nerovhomérna destrukce normalnich bunék, toxicita
chemoterapeutickych 1é¢iv a vyvoj rezistence vici 1éCiviim vyvolava potfebu nalézt nové
Gginné cilené 1é¢eni *.

V posledni dobé ziskavaji velkou pozornost nanotechnologie. Vyvinuly se jako
technologie s aplikaci na 1ékafstvi a potencidlem ke zlepSeni klinickych vysledkd 1écby
rakoviny. Nanotechnologie pfedstavuji inovativni pfistup, ktery umoziuje detekci
a diagnostiku rakoviny v nejrangjSich stadiich a dodavani protinddorovych 1é¢iv piimo do
nédort °.

Chemoterapeutickd 1é¢iva ve formé nanocastic mohou zlepSit farmakokinetické
vlastnosti a usnadnit zacileni 1€kt na nadory prostfednictvim zvySené permeability ¢i
reten¢niho U¢inku, ¢imZ zmirnuji toxicitu. Prostfedky s nanocasticemi, které v soucasné
dobé podléhaji klinickému vyzkumu protirakovinnych terapii, zahrnuji organické
i anorganické nanocastice. Udaje ztéchto studii ukazuji rozdilné profily toxicity ve

srovnani s jejich piivodnimi formami °,
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1.2 Protinadorova léciva

1.2.1 Ellipticin

Ellipticin (Obrazek 1.2) je rostlinny alkaloid, ktery byl nalezen v rostlindch rodu
Apocynaceae . Toto 1é¢ivo se pouZiva predeviim na karcinom vajetniku nebo karcinom

$titné Zlazy. Zda se, Ze tento 1¢k zv1asté zlepSuje stav pacientil trpicich rakovinou prsu ®.

Obrazek 1.2: Struktura Ellipticinu. Pfevzato z °.

1.2.1.1 Mechanismus piisobeni ellipticinu

Terapeuticky ellipticin a jeho derivaty pisobi jako silné protirakovinné c¢inidlo
prostfednictvim mechanismu zastavujiciho bun&ény cyklus a indukujiciho apoptézu '°.
Bylo zjisténo, ze iniciace apoptézy mize byt zptisobena nékolika mechanismy, jako jsou
napiiklad interkalace do DNA, tvorba kovalentnich aduktl s DNA nebo inhibice
topoizomerasy IT ',

Topoizomerasy hraji dalezitou roli pii procesech spojenych s DNA. RozliSujeme
2 tiidy, které reverzibiln¢ $tépi DNA; tiidu I, kterd zplsobuje jednofetézcové zlomy
v DNA a tfidu II, kterd zplsobuje dvoufetézcové zlomy DNA. Navazani ellipticinu
k topoizomerase II zabrani enzymu v opétovném propojeni vlaken, coZ mé za nasledek
tvorbu zlomti v DNA ',

Ellipticin rovnéz inhibuje rast blokaci mitdézy ve fazi G2. Tento ucCinek je spojeny se
zvySenim exprese proteinu p21 a p53. Protein p21 je kindsovy inhibitor a je spojeny
s poSkozenim DNA pii zastaveni bun&cného cyklu. Protein p53 je rozhodujici

u mnohobunéénych organizmi, kde zabrafiuje vzniku rakoviny, a proto funguje jako
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nadorovy supresor. Dal§im nasledkem je spusténi drahy receptoru smrti Fas. Tento ucinek
vedl k vjznamnému zvyieni aktivace kaspasy-9 a tim k iniciaci apoptozy .

Dal$im mechanizmem protinadorového pusobeni ellipticinu je interkalace do DNA.
Je to umoznéné tim, Ze se ellipticin velmi podoba paru bazi purin-pirimidin. Vazba 1éciva
na dvousroubovici zapficini jeji rozpleteni a to vede k ukonceni transkripce. Ellipticin ma
hydrofobni charakter a to vede k silné vazb& na hydrofobni oblasti DNA '*.
kovalentnich adukti s DNA. V poslednich letech bylo zjisténo, ze tvorba adukti 1éCiva
s DNA zavisi na aktivaci ellipticinu cytochromy P450 (CYP) a peroxidasami . Také bylo
prokézano, ze nckteré adukty se tvoii nezavisle na enzymové aktivaci. Tvorba adukti je
pomérné noveé objeveny mechanismus, diky kterému jsme schopni castecné vysvétlit

specifitu ptsobeni '°.
1.2.1.2 Vedlejsi ucinky ellipticinu

Ellipticin je jako 1é¢ivo zajimavy, protoze md omezené vedlejsi ucinky a nizkou
hematologickou toxicitu, pfesto jako vSechna léCiva proti rakovin€ vykazuje nckteré
vedlejsi uginky '’. U pacientd srakovinou se muiZe projevit dysfunkce hypofyzy,

r Vi 1ot . ;o 1
hypertenze, problémy se zaZivanim a siln4 chronicka tnava '®.
1.2.2 Doxorubicin

V padesatych letech byl izolovan novy kmen Streptomyces peucetius, ktery
produkoval jasné cerveny pigment. Bylo zjisténo, Ze ma dobrou aktivitu proti mySim
nadorim. Nova slou€enina byla nazvdna daunorubicin a na$la uplatnéni pii akutni 1é€be
leukémie. Pozd¢ji vsak bylo zjisténo, ze toto 1éCivo zplsobuje fatalni kardidlni toxicitu.
Proto byla genetickymi modifikacemi vytvofena latka Adriamycin, ktera byla pozdéji
nazvana doxorubicin (Obrazek 1.3) '°. Dnes je doxorubicin jednim z nejpouZivangjsich

chemoterapeutik v praxi .
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Obrazek 1.3: Struktura doxorubicinu 2'.

1.2.2.1 Mechanismus ptisobeni doxorubicinu

Presny mechanismus t¢inku doxorubicinu je slozity a stale nejasny. Prvni moznosti
je poskozeni molekuly DNA na zaklad¢ inhibice topoisomerasy II. Doxorubicin stabilizuje
komplex topoisomerasy poté, co rozstépi DNA fetézec jako piipravu na replikaci 9.
Doxorubicin stabilizuje komplex DNA a topoisomerasy II v okamziku, kdy dojde
k rozpojeni vldken DNA a zéarovenl brani opétovnému spojeni a tim se zastavi samotna
replikace *2.

Jednou z dalSich moZnosti plisobeni je tvorba adukti s DNA (Obrazek 1.4). Pro
tvorbu aduktd musi doxorubicin reagovat sbunénym formaldehydem za vzniku
aktivované Schiffovy baze, ktera je potom schopna vytvofit aminovou vazbu na guaninové
zbytky. Vazba 1éfiva na DNA je navic stabilizovdna vodikovymi vazbami mezi
doxorubicinem a vldknem DNA *°. Mnozstvi téchto aduktil se zda byt omezeno celularni
dostupnosti  formaldehydu. Adukty produkované doxorubicinem byly dobie
charakterizovany v bezbunécnych systémech, ale ne v buitkach. Jejich struktura byla

presné uréena pomoci technik NMR a hmotnostni spektrometrie >*.
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Obrazek 1.4: Struktura aduktti doxorubicinu s DNA 2,

Dalsi moznosti ptsobeni je interkalace doxorubicinu do DNA. Antracyklinové Iéky,
jako je doxorubicin, maji vétsSinou tvar planarni molekuly, ktera interkaluje mezi dvojicemi
bazi DNA. Na jedné stran¢ je zakotvend jednou nebo vice skupinami cukrt. Interkalaci
léciva se odviji dvousroubovice, coz vede ke zvySeni torzniho napéti. Torzni stres mize

ovlivnit strukturu a tvar nukleosidd *°
1.2.2.2 Vedlejsi ucinky doxorubicinu

Nejvétsim obecnym problémem je ptekroeni maximalni povolené davky. Ta je
stanovena na 500 mg/m”. Piedavkovani se projevuje kardiotoxicitou, ktera mize byt akutni
(hodiny az dny po 16¢b&), nebo se ast&ji miize prodlouzit o mésice nékdy dokonce roky *

Zda se, Ze kardiotoxicita je zpisobena redoxni aktivitou 1é¢iva. Doxorubicin muize
byt oxidovan jednim elektronem, coz vede k tvorbé semichinonu, ktery generuje superoxid
radikél v pfitomnosti molekularniho kysliku, poté peroxidu vodiku a nakonec extrémné
reaktivniho a vysoce toxického hydroxylového radikéalu. Tato reakce je katalyzovana fadou
enzymi, jako naptiklad mikrozomélni reduktasou CYP, mitochondridlni NADH

% Tyto hydroxylové

dehydrogenasou, cytochrom b5 reduktasou a xantin reduktasou
zbytky reaguji s jakoukoli blizkou molekulou, a tudiz vedou k oxida¢nimu poskozeni

molekul, jako jsou DNA a membranové lipidy. Ve vétSiné tkani je tento proces
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minimalizovan superoxiddismutasou a katalasou. Na doxorubicin jsou obzvlasté citlivé
srdecni tkané, kvili jejich znacné snizené schopnosti branit se pfed hydroxylovymi
radikaly.

Mezi dalsi vedlejsi ucinky 1€Cby patii ztrata vlast, ktera se obvykle objevi hned po

prvni ddvce, nauzea, zvraceni a v neposledni fad¢ snizena funkce kostni diené 2,
1.3 Nanocastice pouZivané prilécbé rakoviny

Nejrozsitengjsi techniky 1é¢by rakoviny v dne$ni dobé jsou chemoterapie, zafeni
a chirurgie. Selektivni zaméfeni na nadorové buinky je mozné pomoci systému dodavani
Iékli na bazi nanocéstic. PouZzitim nanocCdstic se maximalizuje koncentrace 1é¢iva
v pozadovaném cili a zaroven se ochranuje okolni zdrava tkan. Pro zlepSeni cilového
potencidlu protinddorovych 1é¢iv byly optimalizovany povrchové charakteristiky a velikost
nanod&astic, aby se zvysila jejich t&innost *'.

Nanomateridly maji zajimavy vliv na rizné oblasti pouziti diky jejich Zadoucim
vlastnostem, jako je naptiklad chemicka stabilita nebo velky pomér objemu k povrchu, coz
umoziuje Siroky rozsah molekul, které maji byt potazeny kolem jejich povrchu. Dalsi
dalezitou vlastnosti je jejich modifikovatelny povrch. VétSina materidlu mize byt
potdhnuta nebo modifikovana bioaktivnimi molekulami, aby se zlepSila jejich
dostupnost .

Mezi navrhované nanocastice patii organické i anorganické nanomateridly, které
zahrnuji prenaSeCe lipidl, polymerni ptenasece, uhlikové nanotrubice, kvantové tecky
a magnetické nanocastice. Tyto nosice 1€kil nejen transportuji chemoterapeuticka léciva do
nadort, vyhybaji se normalnim tkanim a sniZuji toxicitu ve zbytku téla, ale také chrani 1éky

pred degradaci, zvy3uji polocas rozpadu a rozpustnost cytotoxickych latek *.
1.3.1 Lipidové nanocastice

Mezi lipidové nanocastice patii zejména liposomy. Liposomy maji vysokou
biologickou kompatibilitu a nizké toxické ucinky. Tyto ¢astice maji vezikularni struktury
s hydrofobni lipidovou dvojvrstvou obklopujici ve vodé rozpustnou dutinu, coz umoziuje
rozpustit 1 nerozpustné léky bez chemickych modifikaci. Kromé toho lipidova struktura
podporuje spojeni s jinymi bunéénymi dvojvrstvami, coz podporuje uvoliovani 1éciva do
cileného mista. Pfenos 1éCiv je ale omezen velikosti prostoru v membrang. Dalsi

nevyhodou je, Ze liposomy jsou pomérné rychle odstrafiovany z krevniho ob&hu .
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Pro ptiklad, vzhledem k vedlej$im u¢inkiim klasické terapie doxorubicinem byla vyvinuta
liposomadlni forma se stejnou G€innosti a s niz8i mirou vedlejSich u€inki. Jednou z hlavnich
vyhod pouziti liposomt jako zavadéciho systému je to, Ze fosfolipidy, které se pouzivaji
k tvorbé téchto vacku, jsou ziskavané z ptirodnich zdrojl, jako jsou vajecné zloutky nebo
sojové boby. Kromé toho, mize byt stupen saturace fosfolipidové dvojvrstvy modifikovan

v - v JONE TS 1
tak, aby zménil rychlost uvoliiovani 1é¢iva ',

Drug crystallized A LA
in aqueous fluid -..:'u.'_ |\.I. 1 ¢

Lipid bilayer

Liposoluble drug
in lipid hilayer

Obrazek 1.5: Liposom urceny pro podavani 1ékti. Na pravé strané nahote mizeme

pozorovat peptidy konjugované s lipidy pro nasmérovani liposomu na uréity cil *.
1.3.2 Polymerni nanocastice

Polymerni nanocastice maji jedine¢nou strukturu, kterd je tvofend polymernim
jadrem se stfediskem pro nanaSeni 1éciv. Mezi syntetické polymery patii napiiklad
polyethylenglykol, polymery kyseliny mlééné nebo glutamové. Mezi piirodni fadime
heparin, dextran a kyselinu hyaluronovu. Velkou vyhodou je, Ze polymerni nosi¢e mohou
byt dale modifikovany pro dosazeni multifunkéniho dodavani 1é¢iv pfidanim polymerni
skorapky, jejiz povrch je upraven pro ulozeni ligandu a cilovych skupin. Kazdy polymerni
nosi¢ muze byt jedine¢né navrzen a syntetizovan tak, aby vykazoval pozadované
uvolnovani bioaktivnich sloucenin. V porovnani s liposomem maji vetsSi kapacitu pro
vlozeni lé¢iva >,

V nejnovéjsich vyzkumech byla pozornost vénovana pravé ptirodnim polymerim.

Dlvodem k tomu je pravdépodobné skutecnost, Ze se jednd o pfirozené se vyskytujici
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polymery, které podporuji biokompatibilitu a umoziuji vyloucit znepokojeni nad toxicitou
materialu >

V dnes$ni dobé je popularni pouzivani internich spoustéct, jako pH nebo enzymy
a externich spoustéci, jako naptiklad teplota, magnetické pole, ultrazvuk a svétlo. Spojeni

t&chto technik spolu s nano&asticemi stale zvysuje t&innost 1éby *'.
1.3.3 Kvantové tecky

Kvantové tecky (QD, z angl. quantum dots) jsou malé anorganické polovodicové
nanokrystaly o priméru 1 az 10 nm, které maji schopnost fosforeskovat, kdyz jsou
vybuzeny zdrojem energie, coz je C&ini atraktivnimi pro biologické zobrazovani,
diagnostiku a terapeutické aplikace. Obecna struktura QD se skladd z polovodi¢ového
jadra slozeného z prvku ze skupin II — V periodické tabulky, které jsou potazené plastém
pro modifikaci jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti a uzavéru pro podporu rozpustnosti.

Vyhody QD jsou dlouha doba fluorescence, Siroké absorpéni spektrum a to, ze vzdy
absorbuji zafeni o stejné vinové délce pti pouziti jakékoliv délky editacniho zareni.

Nejvétsi nevyhodou je zavislost toxicity na materidlu jadra, biokonjugaci
a povrchovych upravach. Bylo zjisténo, ze QD na bazi kadmia jsou ve srovnani s jinymi
kvantovymi teckami toxictéjsi, zejména pro aplikace in vivo. Déle bylo zjiSténo, Ze rizné
povrchové modifikace ovliviiuji stupenl toxicity po dlouhodobé expozici spolu s jejich
ukladanim v riiznych organech. Lécba vysokymi davkami QD zpusobila bunééné zmény

jadra a mitochondrii, coz vedlo k poskozeni a smrti bungk **.
1.3.4 Magnetické nanocastice

Magnetické nanocastice (MNP, z angl. magnetic nanoparticles) jsou tfidou nosict
s oxidem Zeleza. Pfitomnost feromagnetického materialu ¢ini MNP schopné reagovat na
vnéj$i magnetické pole pfi vystaveni magnetickému momentu. To znamena, Ze Castice se
uspotadaji ve sméru pusobeni magnetického pole. Objev téchto Castic pritahoval hodné
vyzkumnych zajmu ptredevsim kvili jejich schopnosti provadét simultdnni funkce, jako je
kontrastni latka pro zobrazovani magnetickou rezonanci nebo jako koloidni nosi¢e schopné
dodani 1é¢iva na uréené misto za realny Gas *°.

Nejjednodussi forma MNP pro dodavku Iékt se skladd zjadra anorganického
materialu, modifikovaného povrchového povlaku pro podporu stability a biologické

kompatibility ve fyziologickém prostredi **.
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1.3.5 Uhlikové nanotrubice

Uhlikové nanotrubice (CNT, zangl. carbon nanotubes) jsou valcové molekuly
vyrobené z atomu uhliku. Existuji dva typy, jednovrstvé nanotrubice (SWNT, z angl
single-walled carbon nanotubes) a vicevrstvé nanotrubice (MWNT, z angl. multi-walled
carbon nanotubes), pricemz SWNT se skladaji z jedné vrstvy grafénu a MWNT z nékolika
vrstev 2*. Od svého objevu byl o uhlikové nanotrubice obrovsky zjem kvili jejich
jedine¢nym fyzikalnim a chemickym vlastnostem a moznym aplikacim v Sirokém spektru
obor. CNT mutzou pomoci pfipojenym molekulam proniknout pies membranu cilové
buiiky do mista onemocnéni **.

Pivodni nanotrubice nejsou rozpustné, teprve az po Vvyvoji strategii pro
funkcionalizaci téchto molekul s organickymi slouceninami vznikla cesta k jejich
aplikacim. Rozpustnost CNT ve vodném rozpoustédle je nezbytnym piedpokladem pro
gastrointestinalni absorpci, transport v krvi a sekreci. Jedna z klicovych prekazek je
hydrofobni charakter bocnich stén grafému, spojeny se silnymi interakcemi mezi
jednotlivymi trubkami. Jednou z moznosti odstranéni je funkcionalizace boc¢nich stén, dalsi
disperze podporovanou povrchové aktivni latkou nebo biomolekuldrni disperze. Prvni
ptistup se ukézal jako nejucinnéjsi. Navic bylo prokdzano, ze Gpravou povrchu se snizi

i toxicita materialu >>.

Obrizek 1.6: Uhlikové nanotrubice: jednovrstvé (vlevo) a vicevrstvé (vpravo) **.
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Vyhodou CNT je, Ze pronikaji membranami, aniz by poskodily nebo usmrtily buriku.
Miuzou teda smérovat do cytoplazmy nebo az do jadra bunky. Navic jsou pomérné

chemicky stabilni a maji dobré elektrické a tepelné vlastnosti 2.
1.3.6 Strategie smérovani nanocastic

V nanomedicin¢ existuji dvé strategie smeérovani, aktivni cileni a pasivni cileni.
Aktivni je dosazeno vazbou ligandu s vysokou afinitou na povrch nanocéstic, aby se
usnadnilo specifické cileni do bun¢k. Existuje Sirokd Skéala skupin, které lze pouzit pro
ucely cileni bunék. V jedné studii byla kyselina listova pouzita k cileni bunécné linie
rakoviny délozniho ¢ipku, protoze o kyselin€ listové je zndmo, Ze je béZznym receptorem
rakovinnych bunék **.

Pasivni transport je do znacné miry zavisly na vlastnostech cév v nadorové tkani.
Tato mista maji velké mnozstvi porti a Spatnou lymfatickou drendz, cozZ umoznuje vyuzivat
mechanismus endocytdzy nebo difuzi pies bunéénou membranu.

I kdyz se zd4, ze vyhoda nanomateriala je slibna, porad se objevuji nevyhody, které
se mnoh¢é vyzkumné studie snazi odstranit. Mezi problémy nosicli na baze nanotechnologii
patii jejich dlouhodoba toxicita a slozity mechanismus vylucovani. Dal§im problémem

jsou biologické bariéry napfi¢ buiikovou membranou **.
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2 Cil prace

Hlavnim cilem pfedkladané bakalarské prace byla ptiprava dvou protinddorovych
1é¢iv, doxorubicinu a ellipticinu, ve form¢& nanocastic. Jednotlivé dil¢i cile pak muzeme

shrnout do nésledujicich bodu:

e studium rozpustnosti rtiznych forem uhlikovych nanotrubic ve vodé a vliv
pusobeni ultrazvuku na tuto rozpustnost

e studium schopnosti doxorubicinu vazat se na jednotlivé typy uhlikovych
nanotrubic

e studium schopnosti ellipticinu vazat se na jednotlivé typy uhlikovych nanotrubic
a vliv ellipticinové formy na tuto vazbu

e studium uvolilovani danych [éCiv pomoci anorganické kyseliny respektive

organického rozpoustédla
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3 Material a metody
3.1 Pouzité pristroje

e Centrifuga: Centrifuge 5418, thlovy rotor, Eppendorf (Némecko)

e  Analytické vahy: Discovery, Ohaus (Némecko)

e  Sonikator: Ultrasonic Compact Cleaner Teson 1, Tesla (Ceské republika)

e Filtra¢ni mikrozkumavky: Amicon Ultra-0,5, 3K 96pk, Millipore (Némecko)
e Tiepacka: Thermomixer Eppendorf compact, Eppendorf (Némecko)

e Automatické pipety: Eppendorf Reference, Eppendorf (Némecko)

e Vortex: S0200 Model VX-200, Labnet (USA)

e  Spektrofotometr: Tecan, Infinitive M200 Pro (Svycarsko)

3.2 Chemikalie

e Sigma Aldrich (USA): ellipticin, polyethylenglykol, uhlikové nanotrubice
nederivatizované, uhlikové nanotrubice derivatizované

e  Medchem Express (USA): doxorubicin

e Lach-Ner (Ceska republika): dimethylsulfoxid, ethylacetat, kyselina chlorovodikova

3.3 Metody

O«

3.3.1 Priprava zasobnich “roztoka“ uhlikovych nanotrubic

Uhlikové nanotrubice byly rozpuStény ve vod¢ tak, aby celkovd koncentrace
nanotrubic byla 1 mg/ml. Nasledné byla ¢ast vzorkli umisténa do sonikatoru, kde byla
ponechana 30 minut ptisobeni ultrazvuku. Cast vzorkii byla rovnéz rozpusténa ve vodé
s ptidavkem polyethylenglykolu (1 mg/ml) a pil hodiny sonikovana. Analogickym
zpusobem byly pfipraveny také vzorky uhlikovych nanotrubic derivatizovanych

karboxylovymi skupinami.
3.3.2 Priprava doxorubicinu a priprava suspenze Doxo-MWCNT

Roztoky doxorubicinu byly pfipraveny tak, aby mély koncentrace 1, 0,5 a 0,1 mg/ml.
Nasledné¢ bylo smichdno 250 pl jednotlivych typli nanotrubic s 27,7 pl doxorubicinu
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o jednotlivych koncentracich. Takto piipravené vzorky byly inkubovany na tfepacce pfi

450 RPM a laboratorni teploté po dobu 48 hodin.
3.3.3 Stanoveni koncentrace nenavazaného doxorubicinu

Po skonceni inkubace byly vzorky pfeneseny do centrifugy a stoceny pii
15000 RPM po dobu 10 minut. Nasledné¢ se zkapaliny nad trubicemi s navazanym
lé¢ivem odebralo 100 pl a toto mnozstvi bylo napipetovano na fluorescencni desticku.
Objem byl vodou doplnén na 200 pl. Takto ptipravené vzorky byly nasledn¢ analyzovany
pomoci fluorescencni detekce, jejiz podminky jsou: excitacni vinova délka 498 nm, emisni

vlnova délka 598 nm, tfepani 5 vtetin a manudlné nastaveny vytézek 93%.
3.3.4 Stanoveni koncentrace navazaného doxorubicinu

Pro stanoveni koncentrace navazaného léciva byla uvybranych vzorkli doxo-
MWCNT odebrana vSechna kapalina a pak byl k nanotrubicim pfidan ethylacetat (250 pl)
respektive 1M HCI (250 pl). Aby doslo k tplnému uvolnéni 1é€iva, byly vzorky ponechany
na tfepacce na 24 hodin. Na druhy den byly vzorky opét umistnéné do centrifugy a stoceny
pii 15000 RPM, 10 minut. Z vrchni faze bylo odebrano do desticky 100 ul a objem pak
doplnén vodou na 200 pl. Podminky fluorescence byly stejné, jako v predeslé kapitole.

3.3.5 Priprava ellipticinu a priprava suspenze Elli-MWCNT

Roztoky ellipticinu byly pfipraveny tak, aby mély koncentrace 1, 0,5 a 0,1 mg/ml.
Lécivo bylo rozpusténé ve dvou rozpoustédlech. Ve vodé s ptidavkem 1M HCI (6,6 pl HCI1
na 1 ml vody) a v DMSO. Nésledné bylo smichano 250 pl jednotlivych typli nanotrubic
s27,7 wl ellipticinu o jednotlivych koncentracich. Takto pfipravené vzorky byly
inkubovany na tiepacce pi1 450 RPM a laboratorni teploté po dobu 48 hodin.

3.3.6 Stanoveni koncentrace nenavazaného ellipticinu

Po skonceni inkubace byly vzorky ptfeneseny do centrifugy a stoceny pii 15 000
RPM po dobu 10 minut. Nésledné se z kapaliny nad trubicemi s navazanym lé¢ivem
odebralo 100 pl a toto mnozstvi bylo napipetovano na fluorescencni desticku. Objem byl
vodou doplnén na 200 pl. Pfipravené vzorky byly poté analyzovany pomoci fluorescen¢ni

detekce, jejiz podminky jsou: excitacni vinova délka 434 nm, emisni vinova délka 541 nm,
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ttepani 5 vtefin a manudlné nastaveny vytézek 84%. Stejné jako u sledovani koncentrace

doxorubicinu byla u sledovani koncentrace ellipticinu provedena tfi nezavisla méfeni.
3.3.7 Stanoveni koncentrace navazaného ellipticinu

Pro stanoveni koncentrace navazaného léciva byla u vybranych vzorkt elli-MWCNT
odebrana vSechna kapalina. Pak byl k nanotrubicim ptidan ethylacetat (250 ul) respektive
I M HCI (250 ul). Aby doslo k uplnému uvolnéni 1éciva, byly vzorky ponechany na
ttepacce po dobu 24 hodin. Na druhy den byly vzorky opét umistnéné do centrifugy
a stoceny pii 15000 RPM, 10 minut. Z vrchni fdze bylo odebrano do desticky 100 pl

a objem byl pak doplnén vodou na 200 ul. Podminky méteni fluorescence ziistaly stejné.
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4 Vysledky

4.1 Rozpustnost nanotrubic

Uhlikové nanotrubice (MWCNT) a derivatizované MWCNT karboxylovymi kyselinami,
byly rozpustény ve vodé ave vodé¢ s polyethylenglykolem (PEG) vzdy v koncentraci
1 mg/ml (viz kapitola 3.3.1). Na obréazcich 4.1 az 4.3 miZeme vidét nederivatizované
a derivatizované MWCNT rozpuSténé ve vodé€ a derivatizované MWCNT rozpusténé

v PEG. Je patrné, Ze sonikace vede ke zvySeni rozpustnosti jednotlivych typti nanotrubic.

Obrazek 4.1: Pripravené nederivatizované MWCNT bez sonikace (A) a po sonikaci (B).

Obrazek 4.2: Pripravené derivatizované MWCNT bez sonikace (A) a po sonikaci (B).
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Obrazek 4.3: Ptipraven¢ derivatizované MWCNT rozpusténé v PEG pted sonikaci (A)

a po sonikaci (B).
4.2 Priprava doxorubicinu navazaného na nanocastice

Doxorubicin byl pfipraven ve tfech riznych koncentracich (1 mg/ml, 0,5 mg/ml
a 0,1 mg/ml). Vzorky navézaného 1é¢iva na nanotrubice byly uchovany na tfepacce po
dobu 48 hodin pfi teploté cca 20°C. Koncentrace doxorubicinu v roztoku byla stanovena
pomoci fluorescencni detekce (viz kapitola 3.3.3).

Vysledky experimentu sledujicich interakci doxorubicinu s MWCNT jsou uvedeny
na obrazku 4.4. Samotny doxorubicin vykazuje schopnost fluorescence. Vazbou 1é¢iva na
uhlikové nanotrubice viak dochazi ke zhaseni fluorescence *°. Niz§i hodnoty pozorované
fluorescence tak souviseji s vétSim mnozstvim navazaného 1éCiva. Nejvyssi hodnoty
doxorubicinu byly naméfené pro nederivatizované MWCNT jak po sonikaci, tak i bez
sonikace. Tahle skuteCnost s nejvétsi pravdépodobnosti odpovida ochoté nanotrubic
rozpoustét se ve vode, jak bylo uvedeno na obrdzku 4.1 (A). Dalsi dvé méfeni vykazovala
stejné vysledky. Z grafu dal vyplyva, Ze niz8i hodnoty doxorubicinu byly namétené pro
derivatizované MWCNT po sonikaci ve vSech plivodnich koncentracich 1éCiva a pro
derivatizované MWCNT bez sonikace o puvodni koncentraci 0,5 mg/ml a 0,1 mg/ml. Lze
tedy predpokladat, Ze pro interakci s 1é¢ivem je tenhle typ nanotrubic efektivngjsi.

Pii experimentu s PEG (obrdzek 4.5) nejvyssi hodnoty byly naméteny stejné jako
v predeslém piipadé pro nederivatizované MWCNT, a to pro vSechny pivodni koncentrace
1éCiva. Stejné jako v experimentu s vodou, derivatizované MWCNT prokazovaly lepsi

vazbu s lé¢ivem. Experiment byl proveden tfikrat a vysledky se shodovaly.

25



Experiment byl opét zopakovan s nanotrubicemi, které vykazovaly nejlepsi vysledky tj.
derivatizované MWCNT pted i po sonikaci a derivatizované sonikované MWCNT
rozpusténé v PEG.

Aby bylo mozné urcit mnoZstvi doxorubicinu navdzan¢ho na nanotrubice, byly
MWCNT oddéleny od roztoku doxorubicinu. Néasledn¢ bylo k trubkdm s navazanym
1é¢ivem o koncentraci 1 mg/ml pfiddno 250 pl ethylacetatu (obrazek 4.6). Lécivo bylo
v jiném experimentu uvoliiované i pomoci 1M HCI (obrazek 4.7). Vysledky experimenti
ukazuji, Ze uvolnénd mnozstvi jsou pomérné€ nizka, coz miize byt zptisobené silnou vazbou

1é¢iva na nanotransportéry.
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Obrazek 4.4: Graf zndzorfiuje zménu mnoZstvi cytostatika v roztoku nanotrubic ve vodé

v zavislosti na koncentraci 1éCiva. Data v grafu jsou priméry ze tfi méfeni.
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Obrazek 4.5: Graf znazorfiuje zménu mnoZzstvi cytostatika v roztoku nanotrubic v PEG

v zavislosti na koncentraci 1éCiva. Data v grafu jsou priméry ze tfi méfeni.
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Obrazek 4.6: Graf znazorfiuje mnoZzstvi cytostatika uvolnéného z nanotrubic po pfidani

250 pl ethylacetatu. Data v grafu jsou praméry ze tif méfeni.
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Obrazek 4.7: Graf znézorfiuje mnozstvi cytostatika uvolnéného z nanotrubic po pfidani

250 pl 1M HCIL. Graf je dvojici k obrazku 4.7. Data v grafu jsou praméry ze tii méfeni.

4.3 Priprava ellipticinu navazaného na nanocastice

V experimentu s ellipticinem byly nanotrubice piipravené stejnym zptisobem jako
v predeslém ptipad€ s doxorubicinem. Lé€ivo bylo rozpusténé ve vodé, do které byla
pfidana 1M HCl a v DMSO a vzdy pfipravené ve tfech koncentracich (1 mg/ml, 0,5 mg/ml
a 0,1 mg/ml). Vzorky navazaného ellipticinu na MWCNT’s byly uchovany 48 hodin pfi
teploté asi 20°C na tfepacce.

Po provedeni fluorescencni detekce pro ellipticin, ktery byl rozpustén ve vodé
s kyselinou, vidime, Ze pro nederivatizované MWOCNT po sonikaci i bez sonikace
k zhaSeni fluorescence prakticky viibec nedoSlo. Muzeme tedy piredpokladat, Ze se
ellipticin nevaze na tento typ nanotrubic (obrazek 4.8). Z obrazku 4.8 dal vyplyva, ze pro
derivatizované MWCNT 1é¢ivo nebylo skoro viibec detekovano, coz znamena, ze doslo
k navazani. Tato skutecnost kopiruje ochotu nanotransportérti rozpoustét se ve vodé
(obrazek 4.2).

Vysledky experimentu, pii némz je ellipticin rozpustén v DMSO je zndzornén na
obrazku 4.9. Pro nederivatizované MWCNT byla naméfena vysoka koncentrace 1éCiva,

prficemz sonikace ochotu vazat 1éCivo zhorSila. Nejniz§i fluorescence byla

u derivatizovanych MWCNT, az na jednu hodnotu (der. MWCNT bez sonikace s l1é¢ivem
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o koncentraci 1 mg/ml), kterd byla nejvyssi v ramci celého experimentu. Obecné mély
vSechny vysledky u pokusu s DMSO niz8i hodnoty, nez kdyz k ellipticinu byla ptidana
kyselina.

V prvni Casti nasledujiciho experimentu byl ellipticin rozpustén v DMSO. Vysledky
experimentu, kde byly nanotrubice rozpusténé s PEG, naznacuji, ze pfitomnost PEG nema
prakticky zadny efekt na vazbu (obrazek 4.10). V druhé casti experimentu bylo 1é¢ivo
rozpusténé v 1M HCI. Ze ziskanych vysledki dale vyplyva, ze kombinace PEG s vodou,
do které byla ptfidana kyselina, se jevi jako stejn¢ nebo vice efektivni, jako vzorky bez
ptitomnosti PEG (kromé& nederivatizovanych nanotrubic s 1é¢ivem v koncentraci 1 mg/ml).

U ellipticinu rozpusténého v HCI byl experiment zopakovan s nanotrubicemi, které
vykazovaly nejlepsi vysledky tj. derivatizované MWOCNT pifed 1 po sonikaci
a derivatizované sonikované MWCNT rozpusténé v PEG. MnoZstvi navazaného 1éCiva
(obrazek 4.11) odpovida diive pozorovanym hodnotdm. Na uvolnéni 1é¢iva byl pouzit
ethylacetat (obrazek 4.12). Mnozstvi uvolnéného 1éCiva vSak bylo pfili§ nizké, proto byl
experiment zopakovan. Na obrazku 4.13 pozorujeme experiment se stejnym pribchem, ale
s odlisnymi vysledky. Z téch se d4 ptfedpokladat, Ze doslo k téméf iplnému navazani 1é¢iva
na vSechny zkoumané typy nanotransportéri. Na uvolnéni ellipticinu byla tentokrat pouzita
1 M HCI, hodnoty jsou uvedeny na obrazku 4.14. BohuZzel ani v tomto ptfipadé nedoslo
k vyraznému uvolnéni navadzaného ellipticinu. Hodnoty uvolnéného ellipticinu byly

dokonce nizsi nez v ptipadé€ uvolnéni pomoci ethylacetatu (obrazek 4.12).
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Obrazek 4.8: Graf zndzornuje zménu mnozstvi ellipticinu rozpusténého v 1M HCI

v roztoku nanotrubic v zavislosti na koncentraci 1é¢iva. Data v grafu jsou praméry ze tii

meéfeni.
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Obrazek 4.9: Graf znadzormuje zménu mnozstvi ellipticinu rozpusténého v DMSO

v roztoku nanotrubic v zavislosti na koncentraci 1é¢iva. Data v grafu jsou praméry ze tii

meéfeni.
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Obrazek 4.10: Graf znazoriiuje mnozstvi cytostatika nenavazaného na nanotrubice

rozpusténé v polyethylenglykolu. Data v grafu jsou priméry ze tfi méfeni.
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Obrazek 4.11: Graf znazoriiuje mnozstvi cytostatika rozpusténé¢ho v HCI nenavazaného

na nanotrubice rozpusténé ve vodé a v polyethylenglykolu. Data v grafu jsou praméry ze tfi
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Obrazek 4.12: Graf znazoriiuje mnozstvi cytostatika rozpusténého v HCI uvolnéného

z nanotrubic po pfidani 250 pl ethylacetatu. Data v grafu jsou priméry ze tii méfeni.
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Obrazek 4.13: Graf znazoriiuje mnozstvi cytostatika rozpusténého v HCl nenavazaného

na nanotrubice rozpusténé ve vodé a v polyethylenglykolu. Jesteé jednou byl zopakovan

experiment z obrazku 4.11. V tomhle pfipadu byly hodnoty zna¢né nizsi, témet nulové.

Data v grafu jsou praméry ze téi méteni.
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Obrazek 4.14: Graf znazoriiuje mnozstvi cytostatika rozpusténého v HCI uvolnéného

z nanotrubic po ptidani 250 pul 1M HCI. Lécivo se neuvolnilo ve vysokych mnozstvich ani

po ptidani kyseliny chlorovodikové. Data v grafu jsou priméry ze tii méteni.
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5 Diskuze

Vramci prace byla nejprve sledovana rozpustnost nederivatizovanych
1 derivatizovanych uhlikovych nanotrubic ve vodé¢ a ve vodé¢ s polyethylenglykolem.
Uhlikové nanotrubice jsou slozeny pouze z uhliku, jsou tudiZz nerozpustné ve vodé. Pro
jejich pouziti je potfeba zvysit rozpustnost, proto je povrch nanotrubic derivatizovany
napftiklad skupinami karboxylovych kyselin. Viceré studie ukézaly, ze funkcionalizace
nanotrubic karboxylovymi kyselinami zvysuje jejich rozpustnost > ** ** **. Rovné&z byl
sledovan 1 ucinek sonikace na rozpustnost nanotrubic. Ze ziskanych vysledkd podle
oc¢ekavani vyplyva, ze sonikace rozpustnost vyrazné zlepsi. Dals§i z vyhod derivatizace
kromé& zvySeni rozpustnosti je, Ze derivatizace uhlikovych nanotrubic -COOH skupinami
snizuje jejich toxicitu *'.

V dalsi fazi byly studovany dvé latky, které se liSily rozpustnosti. Konkrétné se
jednalo o doxorubicin a ellipticin. Zjistovano bylo, zda jsou dand cytostatika na
nanotransportéry vdzdna a jak jsou z nich uvolfiovana. Lécivo doxorubicin bylo dobfie
rozpustné ve vod¢ a ma schopnost fluoreskovat. Navazanim 1é¢iva na nanotrubice dochézi

k zhaSeni fluorescence °°

. Sledovanim hodnot fluorescence se dospélo k zavéru, ze
v pripadé¢ doxorubicinu nejlepsi vazbu s 1é¢ivem vykazovaly derivatizované MWCNT.
Tyto vysledky koresponduji s rozpustnosti nanotrubic. Podle oekavani byly tyto hodnoty
po sonikaci jest¢ niz§i. Derivatizované nanotrubice po sonikaci vykazovaly nejlepsi
rozpustnost. Zvysena rozpustnost nanotrubic znamena vétsi plochu, s jejiz pomoci mohou
interagovat s ve vod¢ rozpustnym doxorubicinem.

Ponévadz je ellipticin nerozpustny ve vod¢, tak byl rozpustén ve vod¢ s pfidavkem
IM HCIl a v DMSO. DMSO je polarni rozpoustédlo, které¢ je dobie misitelné s vodou.
Lécivo rozpusténé v DMSO by mélo mit hydrofobni vlastnosti, tim padem by mélo byt
schopno interagovat 1 s nederivatizovanymi nanotrubicemi. V pfipadé rozpousténi
v DMSO pozorujeme lepsi interakci s nederivatizovanymi MWCNT bez sonikace, protoze
sonikace, jak plyne i z naSich vysledkd, zlepSuje rozpustnost nanotrubic ve vode¢, a i kdyz
dochazi k zlepSeni rozpustnosti jen mirn€, dochazi zaroven i k snizeni hydrofobnosti.
Vazba s nederivatizovanymi MWOCNT souvisi teda s hydrofobnosti 1é¢iva. Vysoka
hodnota fluorescence u derivatizovanych nanotrubic bez sonikace v kombinaci s nejvyssi
pouzitou koncentraci ellipticinu se da vysvétlit zvySenou hydrofilnosti pouZitych

nanotrubic. Nizk4a hodnota fluorescence u téchto nanotrubic po sonikaci pak naznacuje
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dobrou vazbu lé¢iva. Vazba tak zfejme souvisi s velikosti plochy nanotrubic (obrazek 4.9),
nebot’ ellipticin s DMSO je misitelny s vodou a miize tak dobfe interagovat s rozpusténymi
nanotransportéry. Vazby IéCiva rozpusténého v HCl odpovidaji ochoté nanotrubic
rozpoustét se ve vode. Nejlepsi interakcei vidime u derivatizovanych MWCNT po sonikaci,
protoze ta, jak uz bylo vzpomenuto vyse, zlepSuje rozpustnost ve vod¢. Nejmensi ochotu
rozpoustét se ve vodé vykazovaly nederivatizované nanotrubice, proto na obrazku 4.8
vidime vyss$i hodnoty fluorescence u tohoto typu MWCNT.

V dalsich experimentech byla sledovana moznost uvolnéni navdzaného 1éCiva
z nanotrubic. Nadorové buiiky preferuji anaerobni glykolyzu, coz mé za nasledek, zZe
kone¢nym produktem metabolismu glukézy je kyselina mlé¢na. Tento jev je znamy jako
Warburguv efekt. Diky tomu, ze pH nadorovych bunék je v kyselejsi oblasti, bylo by
vyhodné, aby byla lé¢iva uvoliiovana z nanotransportérii pii niz§im pH. Proto byla
v dal$im experimentu testovdna moznost uvolnéni jednotlivych 1é¢iv z nanotrubic
zménou pH.

Za timto ucelem byla pouzita 1M HCI, ktera méla simulovat kyselejsi prostiedi
nadortt a v kratkém casovém useku zpilisobit uvolnéni 1éCiv z nanotrubic ovlivnénim
nekovalentnich vazeb. V jiném experimentu byl pokus o uvolnéni 1éCiv proveden za
pomoci ethylacetatu. Ten by mél simulovat organické prostiedi a tim vést k uvolnéni 1é€iv,
kterd by byla vazana na zaklad€ hydrofobnich interakci. Nizka mira uvolnéni obou Ié¢iv
jak pomoci kyselého prostiedi, tak pfitomnosti organického rozpoustédla miize mit n€kolik
moznych vysvétleni. Prvni moznosti je, Ze je vazba zprostiedkovana silnymi interakcemi,
pricemz vyznamnou roli mohou hrét vazby iontové. Druhou moznosti je, ze 1é€iva vstupuji
dovnitf nanotransportér, ¢imz muze byt ztizena moZnost interagovat s Kkyselinou
respektive ethylacetatem. LéCivo v tomto piipadé miiZze vstoupit nejen do vnitini dutiny,
ale 1 mezi jednotlivé vrstvy mnohovrstvych nanotrubic. Vstup mezi jednotlivé vrstvy je
pravdépodobny hlavné pro ellipticin, ktery ma planarni molekulu. BohuZzel uplatnéni vice
vrstev pro vazbu 1é¢iv neni mozné ze ziskanych vysledkli jednoznac¢né prokéazat ani
vyvratit a bylo by potfeba provést dalsi experimenty napiiklad s jednovrstvymi
nanotrubicemi. V obou piipadech pak casovy usek pouzity za ucelem uvolnéni danych
1é¢iv nemusi byt dostateCny. U doxorubicinu muZe nizkd hodnota souviset také se
stabilitou této latky. Je totiz znamo, Ze toto 1é&ivo je fotolabilni a termolabilni ** a i kdyz
byly experimenty provadény za laboratorni teploty kolem 20°C a nepfistupu svétla, je

mozné, ze k ¢asteéné degradaci piece jen doslo.
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Nase vysledky nizkého uvoliovani obou lé€iv koresponduji s vysledky ziskanymi
Alzbétou Lengalovou, kterd v ramci své diplomové prace studovala uvoliovani obou 1é¢iv
na vzorcich piipravenych v laboratofich Mendlovy univerzity v Brné. Studované
koncentrace roztokt 1éCiv v jejim piipad¢ byly 5 mM, 0,5 mM a 0,05 mM. V praci je dale
uvedeno, ze hodnoty ellipticinu po uvolnéni pii pH 7,4 a 5,0 byly nulové. Lécivo se
podafilo uvolnit za pomoci extrakce organickym rozpoustédlem, ethylacetdtem. Hodnoty
uvolnéného doxorubicinu pii pH 5,0 i 7,4 byly taktéZ nulové. Navic byla pii pH 5,0
extrakce do organické faze prakticky neucinna. Jako extrakéni ¢inidlo byl v tomto ptipadé

pouzit dichlormetan **.

36



6 Zaver

V predkladané bakalaiské praci byla studovana dvé cytostatika, doxorubicin
a ellipticin. Mechanismem uc¢inku se od sebe moc nelisi, spolecné maji to, Ze inhibuji
topoizomerasu II, tvofi kovalentni adukty s DNA a jsou schopny interkalace do DNA.
Poskozeni DNA ma za nésledek ztratu schopnosti se délit a mize vést az k zéniku bunky.
Odvréacenou strankou 1éc¢iv je neselektivni plisobeni na bunky, vedouci k systémové
toxicit¢ a nezadoucim vedlejSim uCinktim. Selektivni zaméfeni na nadorové bunky je
mozné pomoci systétmu dodavani 1€k spojenych s nanocésticemi. Pouzitim
nanotransportéri se ochranuje okolni zdrava tkan a zdravé buniky a zaroven se lécivo
doru¢i do mista ptlisobeni v maximalni mozné koncentraci. Pro zlepSeni cilového
potencidlu a zvySeni uCinnosti nanotransportérii jsou jejich povrchy a vlastnosti
upravovany.

Cilem prace bylo pfipravit ellipticin a doxorubicin ve form¢ nanotransportérti
a zjistit mnozstvi navazaného léCiva. V této praci byly pouzity vicevrstvé uhlikové
nanotrubice. Z vysledkll vyplyva, Ze pro cileny transport 1é¢iv do naddorovych bunck by
byly ucinnéjsi derivatizované MWCNT, a to z diivodu lepsi rozpustnosti ve vodé, kterou
sonikace je$t¢ umocni. Tomuto zjisténi odpovidaji vysledky pro doxorubicin respektive
ellipticin rozpustény v HCI. Na nederivatizované MWCNT se také podaftilo navézat 1é¢ivo,
konkrétné ellipticin rozpustény v DMSO, coz souvisi s hydrofobnosti 1é¢iva, ale mnozstvi
navazaného léCiva nedosahovalo hodnoty pro derivatizovanou formu nanocastic po
sonikaci. V dalsi Casti prace byla sledovana schopnost uvolnit navdzané 1é€¢iva pomoci bud’
IM HCI, nebo ethylacetatu. Z vysledki je patrné, Ze se 1é€iva z hlediska jejich uvoliiovani
li§i. Pro doxorubicin byla ucinnéj$i HCI, zatimco pro ellipticin byl naopak u0¢€inné&jsi
ethylacetat. Bohuzel pro ob¢ 1é¢iva vysledky vykazovaly pomérné nizké hodnoty, kdy
prakticky nedochazelo k uvolnéni 1éciv.

Dosavadni vysledky ukazuji, Ze uhlikové nanotrubice poskytuji potencialné slibny
zpiisob terapie nadorovych onemocnéni. Jejich redlnd vyuzitelnost stoji tedy za dikladn&;si

prozkoumani.
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