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Abstrakt:

V soucasné dob¢ jsou onkologické choroby jednou z majoritnich civiliza¢nich chorob.
Nevyhodou konvenc¢ni chemoterapie, které méa pocatek ve 40. letech minulého stoleti, je
jeji nespecificky ucinek, tudiz toxické plisobeni cytostatik i na zdravé bunky. Pokud se
vSak cytostatikum vlozi do nanotransportéru, dojde tak ke zvySeni jeho specifické
ucinnosti a snizeni negativnich vedlejSich Gc¢inkl. Jednim z moZznych nanotransportért je
protein apoferritin (bilkovinna slozka ferritinu, proteinu nesouciho Zelezo), ktery obsahuje
lehké a t€zké podjednotky lisici se svou funkcei pfi vychytavani zeleza. V této bakaléiské
praci byla studovana schopnost apoferritinu enkapsulovat dvé cytostatika (ellipticin
a doxorubicin) v zavislosti na jeho pluvodu a zastoupeni lehkych a tézkych

apoferritinovych podjednotek.
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Abstract:

Currently, cancer is one of the major diseases of civilization. The disadvantage
of conventional chemotherapy, which began in the 1940s, is its non-specific effect,
so the cytostatics are toxic to healthy cells. However, if the cytostatic is inserted into
a nanotransporter, it increases its specific efficacy and reduces the negative side effects.
One of the possible nanotransporters is protein called apoferritin (a protein component
of ferritin, an iron-carrying protein) that contains light and heavy subunits differing in their
function in iron uptake. In this bachelor thesis, the ability of apoferritin to encapsulate two
cytostatics (ellipticine and doxorubicin), depending on its origin and the proportion of light

and heavy apoferritin subunits, was studied.
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Seznam zKratek

ApoDox doxorubicin enkapsulovany do apoferritinu, apodoxorubicin
ApoElli ellipticin enkapsulovany do apoferritinu, apoellipticin

H-Apo tézké podjednotky apoferritinu

L-Apo lehké podjednotky apoferritinu

dG-adukty deoxyguanosinové adukty

dsDNA dvousroubovicova DNA (z angl. double-strand DNA)

EPR efekt zvySené permeability aretence (z angl enhanced

permeability and retention effect)

PEG polyethylenglykol

typy apoferritint:

K komer¢ni konsky apoferritin

Fer8 kotisky apoferritin z lehkych podjednotek

Fth lidsky apoferritin z tézkych podjednotek

Rk rekombinantni apoferritin zaloZzeny na lidském apoferritinu

z t¢Zkych podjednotek, vnémz je C-termindlni aminokyselina

nahrazena pozitivné nabitymi aminokyselinami



1. Uvod

1.1 Nadorové procesy

Onkologické choroby jsou v soucasné dob¢ jednou z majoritnich civilizacnich chorob.
Nadorovym bujenim se rozumi proces, béhem n¢hoz vznikd v organismu tkan, ktera neni
soucasti klasické anatomie organismu a nijak nepfispiva k zajisténi zivotnich funkci
jedince. Jeho podstatou je vznik patologického klonu bunék, na jehoz poc¢atku stala jedina
mutovanych bun€k dochédzi ke zméné chovéni a jejich zvyhodnéni — castéjSimu déleni,
zvySeni pohyblivosti a odolnosti na nepfiznivé vlivy. Soucasné¢ dochazi ke snizeni

genetické stability buiiky, coz vede ke hromadéni dalsich mutaci'.

Dojde-li ke genetické zméné (k tzv. somatickym mutacim) v jinych, nez téchto
klicovych genech, tak se bunka stavd znevyhodnénou, v tomto pfipadé je spustén proces
apoptosy buiiky, nebo se stane pro organismus cizorodou, a je tudiz odstranéna imunitnim
systétmem. V¢tSina mutaci, které vzniknou v bunikach béhem Zivota, nadorové bujeni

nevyvolaji. Vznik nddoru je tedy zcela nahodny’.

Faktory, které zvySuji mnoZstvi somatickych mutacich v bunkdch organismu tak
zvySuji 1 pravdépodobnost vzniku nadorli. Jednd se o fysikalni, chemické a biologické
faktory, ale dale také hraje roli vék a geneticka vybava jedince. Mezi fysikalni faktory patii
UV zéafeni, které je nejvyznaméjSim pfirozenym mutagennim faktorem a postihuje pouze
bunky epidermis klize, a ionizujici zafeni, které¢ podle svého fysikéalniho charakteru muize
pronikat do tkani a zptisobovat mutace. Latky, které jsou schopné pfimé interakce s DNA
nebo ji nepiimo poskodit, se fadi mezi chemické faktory zplsobujici nadorové bujeni.
Do této skupiny karcinogeni patii naptiklad polycyklické aromatické uhlovodiky
(pfitomné napiiklad v tabdkovém koufi), néktera cytostatika a azbest. Déle je rovnéz
mozné, Ze se latky stanou mutagennimi az v organismu, tedy Ze az jejich produkty jsou
pfeménény na karcinogenni. Mezi biologické faktory patii viry, ale jen velmi malo
lidskych nadort ma pfimou virovou etiologii, vétSinou se spise jedna o nepfimou iniciaci
vzniku nédorového bujeni. Takovym piikladem jsou chronické zénéty jater zpiisobené
hepatitidou B a C, které dlouhodobé zvysuji bunécnou proliferaci a tak usnadiuji vznik

iniciované buiiky'.



Témto vlivim jsme nevyhnutelné vystaveni, ale zalezi na skladbé a rozsahu této
expozice, tedy na zivotnim stylu a prostfedi, ve kterém zije kazdy jedinec. Na druhou
stranu hraje roli i vrozend predispozice pro schopnost vzniklé mutace opravovat
a mutované¢ buiky eliminovat. Nejednd se vSak o dédicnou chorobu, pouze
o pravdépodobnéjsi rozvinuti rakoviny na zdkladé genetické vybavy jedince. Podstatou
genetické predispozice pro nddorové bujeni je zdédéna alela nékterého z gent, jehoz
proteinové produkty bud’ zvysSuji obecné vyskyt mutaci, nebo potlacuji eliminaci bunck
s velkym poétem mutaci!. Pfi¢inou vétsi pravdépodobnosti pro vznik nadoru mize byt

1 vrozend porucha imunity.

Pro transformaci buiiky na builku nadorovou pisobenim jednoho nebo vice vyse
uvedenych faktorti, musi dojit ke zméné klicovych genli. Konkrétn¢ se jedna
o protoonkogeny, které se po mutaci zméni na onkogeny zapfi€inujici vznik nadoru,
a o dalsi geny (supresorové geny), jejichz norméalni ulohou je chranit buiku ptfed zménami
genetické informace a pii nahromadéni mutaci spustit proces koncici apoptosou buiiky.
Pokud jsou tyto geny mutovany, jiz nekontroluji zdravi buiiky a umozni tak vznik nadoru.
Jak protoonkogeny, tak supresorové geny jsou ve zdravé buiice bézné pritomny a maji
dalezité funkce souvisejici s délenim bunky, regulaci bunééného cyklu, ristem bunky

a signalizaci'~.

Samotny rast nadoru prochazi nékolika stadii. VSe za¢ina procesem iniciace, kdy dojde
k transformaci bunky na tzv. buiiku iniciovanou. Zahgjeni déleni této iniciované buiky
se nazyva promoce, po niz nasleduje progrese, béhem které dochézi k hromadéni mutaci
v buiice a dochdzi k ristu maligniho nadoru. Ve stadiu progrese se nadorova tkan stava
zdrojem tzv. angiogennich faktori, coz jsou specifické bunécné produkty a tkanové
hormony, které indukuji novotvorbu cév a #di jejich proriistani do nadorové tkang!'.
Tak si nadorové lozisko vytvoii vlastni cévni zasobeni. Tento proces se nazyva nadorova

angiogenese. Potlaceni tvorby téchto faktorti je vétSinou soucasti biologické 1é€by.

Ve chvili, kdy nédor za¢n¢ invazivné proristat do okolni tkané, bez ztetelné hranice,
mluvime o malignim nadoru. Pokud je nador ohrani¢eny, zpravidla roste pomaleji a neni-li
v kritické lokaci, napf. v duting lebe¢ni, neohrozuje stav pacienta’. Maligni nadory jsou
schopné zakladat loZiska metastas ve vzdalenych tkanich. Tento proces invaze probiha tak,
ze se jedna nadorova bunka z primarniho nddoru dostane krevnim fecistém ¢i lymfatickou

cestou do vzdalené tkdn¢, kde se jejim postupnym délenim vytvoii dalsi nadorové lozisko.



Tato loziska se od sebe mohou lisit, jelikoz postupnym riistem se primarni nador stdva
heterogennim, tzn. obsahuje nékolik druht klonli bunék, pficemz se metastasa vytvofila
znadorové bunky patiici k jednomu specifickému subklonu. Rist nadoru je zobrazen

naobr. 1.

Benigni nador Maligni nador Pocatek invaze

ap Basalni
& lamina
o
;f — Pojiva

: tkan

Prilnuti ke Extravazace Proliferace bunék
sténé cévy a vznik metastas

Obr. 1: Schéma postupného riistu nadorové tkané a nasledné tvorby metastas.
Pievzato a upraveno dle >

Nador je nova tkan lokalizovana v riznych ¢astech téla s riznymi vlastnostmi a tedy
1 riznymi projevy. V nékterych mistech téla se nador nemusi dlouho projevovat, protoze
ma prostor pro zvétSeni svého objemu (napiiklad v dutiné bfi$ni), naopak i maly nador
v hypofyze miZze zplsobit akutni problémy (poruchy zraku, nekontrolovanou sekreci
hormonu). Nadory mozku nebo michy mohou svym tlakem na okolni nervovou tkan
vyvolavat bolesti hlavy az neurologické poruchy. Nador na hrtanu se typicky projevuje
chrapotem a na plicich kaslem. Pokud nddorové lozisko naruSuje sliznici organovych
systémi, muzeme pozorovat krev ve stolici nebo v moci, v zavislosti na pfislusném
organu. DalSim projevem mohou byt patologické zlomeniny kosti, k nimZz dochazi

pii nepfiméfené malém mechanickém zatiZeni.

Nédorova tkan také naruSuje homeostasu organismu svymi specifickymi biologickymi
vlastnostmi, a tak dochézi ke klinickym projeviim zvanym paraneoplastické syndromy.

U malignich nadorti se nejcasteji jednd o kachexii, kterd se projevuje ztratou chuti k jidlu,
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ubytkem véhy, télesnym chatranim a slabosti a potlacenim imunitnich reakci. Kachexii
vSak nelze odstanit vy$$im kalorickym pfijmem. Dal$imi paraneoplastickymi syndromy
jsou venosni trombosy, krvacivé stavy a anemie. Muze také dochazet k nekontrolované
produkci hormonu ¢i latek, které maji stejné ucinky jako klasické hormony. Nadorova tkan

tedy vyrazné ovliviiuje fungovani organismu'.

1.2 Protinadorova lécba

Protinadorova 1écba se déli minimdlné do t¥i zakladnich skupin, a to na fysikalni,
chemickou a biologickou. Mezi fysikalni protinddorovou 1écbu fadime jednak chirurgicky
zakrok, ktery je mozny a ucinny jen v piipadé, Ze se jednd o lokalizované lozisko,
a radioterapii vyuzivajici ionizujici zafeni. Chemickou 1é¢bou se rozumi chemoterapie
pomoci cytostatik. Biologickd 1écba kombinuje tadu pristupti zasahujicich do

molekularniho chodu bunky.

1.2.1 Radioterapie

Hlavnim cilem radioterapie je aplikace maximalni davky zafeni do piresné
vymezeného prostoru soucasné s minimalnim poskozenim zdravych tkani. Od objevu
paprskil X v roce 1895 se radioterapie velmi rychle vyvijela a zdokonalovala, a to hlavné
diky rozvoji diagnostickych a terapeutickych pfistroji. V soucasnosti se lé€bou
nadorovych onemocnéni pomoci ionizujiciho zafeni zabyva obor zvany radiobiologie,
ktera vysvétluje, jak toto zafeni plsobi na Zivé organismy a princip jeho vedlejSich u¢inka

na zdravé tkang. Zaroven zjist'uje nejvhodngjsi frakcionaci davky a aplikaci letalni davky*.

Ionizujici zafeni plisobi od Urovné bunck az po uroveinn organismu jakozto celku.
Dé¢lime jej na hmotné, kdy castice (napf. elektrony, protony, neutrony a ionty) maji
klidovou hmotnost, a nehmotné, nebo-li elektromagnetické, kdy kvanta maji nulovou
klidovou hmotnost. V tomto piipad¢ se jedna o fotonové zafeni (brzdné zateni X a RTG
zéafeni) a zafeni gama z radioisotopt. DalSi zplsob déleni je podle u¢inku na piimo
ionizujici nabité ¢astice zplisobujici ionizaci pfimo a nepiimo ionizujici, kdy ¢astice nemaji
elektricky ndboj a ionizuji nepfimo pomoci volnych kyslikovych radikald vzniklych
pii radiolyze vody. V praxi je nejvice pouzivano fotonové zéaieni a elektronové zaieni

line4rnich urychlovaga?.

Na arovni buiiky poskozuje ionizujici zafeni DNA a brani priibéhu bunééného cyklu.

Mira poskozeni dané bunky zavisi na jeji genetické radiosenzitivité, f4zi bunééného cyklu
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a druhu zafeni. Buiiky jsou na ionizujici zéafeni nejcitlivéjsi ke konci fdze Gl a G2.
Po ozateni dochdzi k ionizaci molekul v buiice, a to hlavné purinovych a pyrimidinovych
bazi DNA. Zafeni muze zpusobovat jednoduché zlomy DNA, které je bunka schopna
k poruse déleni a k vyvoji bunééné smrti. Radiosenzitivnéj$i builky maji omezenou

schopnost reparace a po ozifeni rychle zemiou®.

Do oblasti naddorti se vzdy aplikuje maximalni letdlni davka zareni, ale souCasné
i davka, pii niZ je poSkozeni okolnich tkani minimdlni. Kazda davka, tedy mnozstvi
energie ionizujicitho zafeni pfedané hmoté, kterou prochdzi, zabiji jen urcité procento
bunck. Nejucinnéjsi je aplikace letalni davky v jednom kroku, ale toto jednorazové ozateni
je mozné pouze v piipadé€, Ze nezasdhne vEtsi objem okolni zdravé tkané, napt. u koznich
nadorti*. U vétSich nadorti uvnité téla je potieba davku rozdélit do frakci, aby nebyla
poskozena okolni zdrava tkan a organy. Normalni buiiky jsou totiz schopné opravovat

poskozeni zptisobené radiaci mezi jednotlivymi frakcemi, coz nadorova tkan nedokaze*.

1.2.2 Chemoterapie

Chemoterapie ma pocatek ve 40. letech minulého stoleti a déli se na konvenc¢ni
a cilovou. Konvenc¢ni chemoterapie pusobi na proliferaci, replikaci a spousti apoptosu
bunék. Jeji nevyhodou je nespecificky ucinek, takZe toxicky plisobi 1 na zdravé bunky.
Cilena chemoterapie blokuje konkrétni nitrobunééné pochody nadorovych procesli a mimo
toho, ze pusobi na bunky jako konven¢ni chemoterapie, tak tato cytostatika ovliviuji

i invazivitu, metastasovani, angiogenesi, sebeobnovu a diferenciaci nadorovych bungk.

Konvenéni cytostatika plsobi na pravé se proliferujici bunky v bunécném cyklu.
Zasahuji do replikace, transkripce a translace a jelikoz tyto déje jsou nespecifické, mize

dojit 1 k postiZzeni zdravych bun¢k. Cytostatika délime na:

a) antimetabolity,
b) genotoxicka cytostatika,

c) antimitotika.

Mimo to existuji 1 dal$i cytostatika inhibujici proteosyntézu, degradaci proteint

a poskozujici bun&éné membrany>*.
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a) Antimetabolity:

Antimetabolity se podobaji pfirozenym metabolitim a inhibuji enzymy, které jsou
klicové pro biosynthesu nukleovych kyselin, coz vede k jeji poruse. Zaclenéni chybného
materidlu do dvousroubovice DNA vede bud’ k zastavé replikace, nebo indukci zlomu
v DNA. Miuzeme je délit podle substratl, na jejichz irovni plsobi, na antifolika, coz jsou
analoga kyseliny listové, purinovd a pyrimidinova analoga. Antifolika inhibuji enzymy
potifebné pro redukci kyseliny listové na tetrahydrofolat, ktery hraje roli pii biosynthese

purinovych bazi. Patii mezi né napiiklad metotrexat ¢i edatrexat’.

b) Genotoxicka cytostatika:

ey ee

interkalaci, jejim rozstépenim nebo kombinaci téchto jednotlivych G¢inki, coz je ptipad
napiiklad 1 dvou protinddorovych IléCiv ellipticinu a doxorubicinu, jejichz tupravou

enkapsulace do nanocastic se ve své bakalarské praci zabyvam.

Alkylaéni cytostatika iniciuji vznik pevné kovalentni vazby mezi alkylacnim ¢inidlem
a guaninem, adeninem nebo cytosinem, kterd brani rozvolnéni fetézci DNA bchem
replikace. Do této skupiny se tadi dusikaty yperit, cyklofosfamid a cisplatina, ktera

aktivuje 1 zevni apoptickou dréhu.

Interkalac¢ni cytostatika tvofi nekovalentni vodikovou vazbu s DNA tak, Ze se
»Zasunou‘ mezi jednotlivé pary bazi. Déle vétSina téchto latek inhibuje topoisomerasu I1.

Jedna se o tzv. antracyklinova antibiotika jako jsou daunorubicin nebo doxorubicin®.

Dalsi typ genotoxickych cytostatik $t€pi DNA a je polypeptidové povahy jako
napiiklad bleomycin. Zapfi€iniuji vznik zloml v jednom, ¢i v obou fetézcich DNA, nebo

inhibuji opravy vzniklych defekti.

Poslednim typem genotoxickych cytostatik jsou inhibitory DNA-topoisomeras.
Topoisomerasy jsou nuklearni enzymy, které chrani dvousroubovici DNA pied jejim
»prekroucenim® a ndslednym ,pfetrhnutim®“. Topoisomerasy uvoliuji torzi DNA
rozpojenim a opétovnym spojenim bud’ jednoho, ¢i obou fetézcii. Pokud jsou
topoisomerasy inhibovany cytostatiky, tak se DNA ,piekrouti“ a ,poldme®. Mezi

cytostatika tohoto druhu patifi derivaty kamptotecinu jako je topotekan ¢i irinotekan,
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které inhibuji topoisomerasu I nebo derivaty epipodofyltoxinu jako etopozid nebo

tenipozid inhibujici topoisomerasu II°.
¢) Antimitotika:

Antimitotika inhibuji prichod bunéénym cyklem tim, ze posSkodi cytoskeletarni

strukturu bunky nebo inhibuji enzymy pottebné pro hladky pribéh mitosy.

Cytostatika mizou poskodit cytoskelet, konkrétnéji strukturu a funkci mikrotubuld,
coz vede k zastavé bunécného cyklu a nasledné apoptose. Mezi tato cytostatika se tadi
napfiklad kolchicin, ktery inhibuje polymeraci mikrotubulii a taxany, inhibujici

depolymeraci mikrotubuld.

Mezi dalsi antimitotika patii inhibitory aurorakinas. Tyto kinasy hraji dalezitou roli
pfi separaci chromosomt od tvorby mitotického vieténka po cytokinesi a reguluji také
spermatogenesi. Pokud dojde k deregulaci aurorakinas nastane apoptosa, kterda je
nasledkem mitotické katastrofy. Antimitotika také mohou inhibovat cyklin-dependentni

kinasy, které reguluji pochod buné&ného cyklu a transkripci RNA.

1.3 Transport cytostatik v nanotransportérech

Kazdy vyvinuty 1€k se posuzuje podle dvou zékladnich aspektii — maximalni G€innosti
proti danému onemocnéni a minimalnich vedlejsich G¢ink®’. Jak jiz bylo zminéno vyse,
tak konvencni cytostatika, mezi kterd doxorubicin a ellipticin patii, zasahuji nespecifické
pochody v bunikach, a tudiZz miiZze snadno dojit i k poSkozeni zdravych bunék a tkéni.
Pokud 1€k cilen¢ ,,vlozime* do postizené tkané nebo organu pomoci nanotransportéri,
snizime tak toxicitu cytostatika pro zdravé tkan¢ a dojde ke zvySeni jeho specifické
G¢innosti®. Nanoc¢astice pouzivané pro nadorovou 1é¢bu se vétdinou skladaji
z nanotransportéru a samotného cytostatika®. Zarovei cilené dodévani 1é¢iv do postizeného

mista umozZiuje predejit vytvoreni rezistence na dand cytostatika'®.

Lécivo miize byt zacileno do nddoru nanocasticemi bud’ pasivné nebo aktivne. Dalsi
zpusob, jak zlepSit G€innost a selektivitu cytostatik, je kontrolované uvoliiovani 1é¢iva

, v o . o 11 s . -y . , N
na zéklad¢ ur€itych stimulti’’. Jednotlivé typy strategie nanomediciny jsou znazornény

na obr. 2 (str. 15).
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a) Pasivni cileni b) Aktivni cileni c) Kontrolované
uvolfiovani
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Obr. 2: Schématické znazornéni strategii nanomediciny pro cileny transport
cytostatik: a) Pasivni cileni nanocastice diky zvySené permeabilité a retenci
nadorové tkan¢; b) Aktivni cileni nanoc¢astic pomoci vazby na ligand (1) nadorové
buitky nebo (2) endotelidlni buiiky; c) Kontrolované uvolnéni cytostatik
z nanotransportérii po piislusném stimulu. Pfevzato a upraveno dle .

Pasivni cileni pracuje se zvySenou permeabilitou a rentenci naddorové tkané (EPR,
z angl. enhanced permeability and retention effect), kterd tedy relativné snadno propousti

makromolekuly a nanocastice'’.

V disledku této vlastnosti dojde ke vstupu léciva
do nadorové tkan¢, pokud nanocéstice dlouhodobé cirkuluji v oblasti nadoru. Zaroven ma
nadorova tkan nedokonaly a povétSinou poskozeny lymfaticky systém, diky cemuz nemiize
byt nano¢astice efektivng odstranéna a dochdzi tak k jeji akumulaci v postizené tkani'>!4,
Aby byl efekt EPR pIné vyuZit, musi nanocastice spliiovat urc¢ité parametry. Hlavni je
jejich dlouhodoba cirkulace v krevnim ob&hu. Zairoven by se jejich velikost méla
pohybovat mezi 10 a 200 nm, protoze ¢astice pod 10 nm jsou snadno vylou€eny ledvinami
a vetsi Castice se zase tak snadno ,,nevejdou* do nadorové tkané, jejiz prah pro extravazaci

je okolo 400 nm, pficemZ je zde preference &astic pod 200 nm'>!1>16

. Dtlezitym
parametrem nanocastic je téz jejich povrchovy ndboj, ktery by mél byt neutrdlni, nebo

mirné zdporné nabity'’.

Aktivni cileni je zaloZeno na siln¢ afinitni ligandové vazbé nanocastice na receptory
nadorovych bun&k'®, které jsou témito buiikami exprimovany ve zvy$ené miie, na rozdil
od bun&k zdravych!®?°. Tato ligandova vazba ,spousti“ endocytosu receptoru, a tak
i vniknuti nano¢astice do postizené buiiky'®. Povrch nano¢astic je tedy modifikovan tak,
aby mohly byt receptorem nadorovych bunék snadno rozpoznany a pohlceny®®. Aktivni
cileni umoznuje specifické zacileni postizené tkan€ a minimalizaci poSkozeni tkdné zdravé,

cytostatika jsou tak u¢inngji a pfitom s niz§imi vedlej$imi u¢inky! 2!,
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Poslednim typem je kontrolované uvoliovani 1éCiv na specifickém misté, aby se
zamezilo jejich pfedéasnému uvoliiovani v krevni plasmé nebo intersticialnim prostoru!®2!,
Nanocastice tedy reaguji na urcité stimuly, jako je naptiklad teplota, ultrazvuk, pH nebo
enzymy, které je aktivuji a dojde k uvolnéni cytostatika'®*>2?, Napiiklad naddorova tkan ma
vyssi teplotu a o néco kyselejsi mezibunéény prostor nez tkan zdrava, dostane-li se tedy
nanocastice do blizkosti této tkdné, na zaklad€ snizeni pH a vzrlstu teploty uvolni

cytostatikum'!?4.

V soucasnosti se zkoumd celd fada latek jako vhodnych nanotransportérii pro
cytostatika. Patfi mezi n€ napfiklad nosi¢e na bazi lipidl, polymerti, anorganickych,

1225 Podle jejich pivodu

virovych, magnetickych a Ié¢ivem konjugovanych ¢éstic
je miZeme rozdé€lit do tii zékladnich skupin na anorganické, organické a virové. Cela

struktura déleni je uvedena na obr. 3.
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Obr. 3: Schéma Kklasifikace nanotransportéri podle jejich chemické povahy:
Anorganické nosi¢e — kovové, polokovoveé, nekovové, uhlikove; Organické nosice
— lipidové, polymerni, proteinové; Virové nosiée. Prevzato z %

1.3.1 Anorganické nanotransportéry

Prvnim typem anorganickych nanotransportéri jsou kovové nanocastice o velikosti
10 - 500 nm?’, coz umoziuje jejich vstup do nadorové tkané diky EPR-efektu®®. Jejich
povrch je moZno modifikovat, diky ¢emuz mlizou byt pouzity i pfi aktivnim cileni®®
Je mnoho kovii, které by mohly byt pouzity jakoZto nosice cytostatik, ale vétSina z nich je
genotoxickd, neni biokompatibilni nebo je jejich produkce piilis drahd®. Mezi kovové
nanotransportéry patii zlaté nanocastice, které maji schopnost vazat velké spektrum

organickych molekul a pfitom jsou samy netoxické a jejich optické vlastnosti umoznuji
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7,29,30

snadnou detekci . Dalsim typem kovovych nosi¢ii jsou magnetické nanocastice

31

prevazné vyrabéné z Cistych oxidi zeleza®'. Jejich pouziti je vSak omezeno kviili

nedostate¢né biokompatibilité’. Diky jejich supramagnetickym vlastnostem je miizeme

zacilit na postizenou tkafi pomoci vné&jsiho magnetického pole’%3.

Polovodi¢ovym nanotransportérem jsou tzv. kvantové tecky. Jedna se o fluoreskujici
nanokrystaly, jejichz vyjime¢né optické a chemické vlastnosti umoziuji detekci iontd,
bakterii, vird, ale 1 proteinii ¢i nukleotida. Jejich velikost se pohybuje okolo nékolika
nanometrt, pfi¢emz mohou existovat samostatné nebo byt usporddany do klastrt. Kvili
své hydrofobni povaze musi mit modifikovany povrch, ktery zajisti jejich solvataci

ve vodném prostredi*.

Mezi nekovové nanotransportéry se fadi naptiklad hydroxyapatitové nosice, nosice na
bazi oxidu kiemicitého a déle také uhlikové nanotrubice ¢i fullereny?®, jejichz hlavni
vyhodou je jejich velka plocha a moZznost modifikovat povrch uhlikové nanotrubice
lécivem ¢&i kontrastni latkou®®. Jedna se o duté nanomateridly zjedné, nebo vice vrstev

3, které jsou diky svym jedine¢nym elektrickym, tepelnym a stukturnim

grafitu
vlastnostem idedlni pro cilené podavani cytostatik’*%. Uhlikové nanotrubice ziroven
vykazuji nizkou toxicitu, tak?e maji velky potencial v oblasti nanomediciny’’. Jejich

struktura je zndzornéna na obr. 4.

a)

Obr. 4: Uhlikové nanodéastice: a) fulleren; b) jednovrstevnatd nanotrubice;
¢) vicevrstevnata nanotrubice. Pievzato a upraveno dle %%,
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1.3.2 Organické nanotransportéry

Jednim z typa organickych nanotransportért jsou nosice na bazi lipidl, mezi které se
fadi naptiklad lipidové nanokapsule, micely a liposomy. Lipidové nanokapsule se vyrab¢ji
procesem fazové inverze a jejich velikost se pohybuje od 20 do 100 nm. Tyto nanokapsule
mohou podporovat aktivitu fady hydrofobnich cytostatik’. Liposomy jsou jednim
z nejzkoumangjsich systém@ nanotransportéri diky rozmanitosti jejich forem*’. Jednd se
o membrany z fosfolipidovych dvojvrstev vytvarejici kulovitou strukturu, diky které jsou
vhodné k enkapsulaci a jsou schopné cilen¢ dodavat jak hydrofilni, tak i hydrofobni
latky®. Struktura liposom@ je uvedena na obr. 5. Na rozdil od liposomii jsou micely
tvofeny jen jednou vrstvou fosfolipidii a hodi se zejména pro enkapsulaci hydrofobnich
lé¢iv’. Diky své malé velikosti (10 — 100 nm) a hydrofilnimu obalu dlouhodobé cirkuluji
vkrvi a vykazuji zvySenou akumulaci v nddorové tkani prostiednictvim EPR efektu*!.
Nejcastéji pouzivanym segmentem micel pro transport 1é€iv je polyethylenglykol (dale jen
PEG), jenz je ve vodé dobfe rozpustny a netoxicky*!. Na povrchu micel vytvaii hydrofilni
povlak, ¢imZ minimalizuje nespecifickou interakci s krevnimi slozkami*!. Struktura micely

je znadzornéna na obr. 6.

Hydrofobni léciva jsou
enkapsulovana mezi
fosfolipidové vrstvy

Hydrofilni Iéciva mohou
byt enkapsulovana do
stfedu liposomu

Obr. 5: Struktura liposomu a zpiisob enkapsulace hydrofilnich a hydrofobnich
1é&iv. Pievzato a upraveno dle .

e

ZIN

- Hydrofilni PEG runrunn - Hydrofilni skupiny
- Hydrofobni skupiny @ :Hydrofobni lécivo

Obr. 6: Struktura micely s hydrofilnim povrchem z PEG. Prevzato a upraveno
dle 2.
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Dal§im typem organickych nanotransportérii jsou polymerni nanonosice, které
umoziuji cilit a kontrolované¢ uvoliiovat 1é¢ivo v postizené tkani. Patfi mezi né
polymerosomy, dendrimery a nanogely, které jsou citlivé na okolni teplotu a pH’.
Struktura nanogelti je ze zesiténych trojrozmérnych polymernich fetézci, které jsou
spojeny kovalentnimi vazbami’*. Miizeme také ¥ici, Ze se jedna o vysoce propojené
hydrogely s velikosti od 20 do 200 nm*. Maji schopnost enkapsulace velkého mnozstvi
1é¢iva, a to jak hydrofilni, tak i hydrofobni povahy*. Dendrimery jsou trojrozmérmé vysoce
rozvétvené¢ a dobfe organizované nanoskopické makromolekuly, na jejichz povrchu se
nachazi funkéni skupiny schopné kovalentng vazat 1é¢iva®. Jejich nazev pochazi z feckého
slova ,,dendron®, coz znamen4 ,,strom*, a perfektné vystihuje jejich strukturu®. Ackoliv
dendrimery maji unikatni pomér povrchu a molekulové hmotnosti, coz z nich ¢ini slibny
nanotransportér, je jejich pouZiti omezeno kviili problémiim s toxicitou*. Dal$im typem
polymerniho nanonosi¢e jsou polymerosomy, které v posledni dobé pritahuji velkou
pozornost jako univerzalni nosi¢e*®. Jedna se o stabilni vacky z amfifilnich polymert
obklopujici v dvouvrstvé vnitini vodné protiedi*’. Strukturn& se podobaji liposomiim, ale
ligi se slozenim membrany*®. Na rozdil od liposomt, jejichz membrana je z lipidové
dvojvrstvy, polymerosomy maji membrany z kopolymerii tvofenych z hydrofobniho
a hydrofilniho fetézce*®. Polymerosomy jsou schopné interagovat s velkym spektrem 1é&iv,
maji laditelné membranové vlastnosti a kopolymerace s PEG proluzuje jejich cirkulaci

v krevnim ob&hu*®. Struktura polymerosomu je uvedena na obr. 7.
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Vodné prostiedi uvnitr
vacku

Obr. 7: Struktura polymerosomu s enkapsulovanym hydrofobnim lé¢ivem.
Pievzato a upraveno dle *.

V posledni dob¢ intenzivné narostl vyzkum proteint jakozto nanotransportérii, a to

diky jejich biologické kompatibilité, snadnému biologickému odbourini a moZnostem

49,50

povrchovych modifikaci™>". Jedna se, diky jejich bezpecnosti, o dobrou alternativu
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k syntetickym polymernim a anorganickym nanotransportérim>!

. Ptiklady proteint,
které jsou pouzivany pro transport 1éCiv, je albumin, elastin, mlé¢ny protein, zelatina
a apoferritin, ktery je podrobn&ji rozebran v kapitole 1.6 (str. 26)*°. Diky jejich velikosti
a vétsimu povrchu jsou reaktivnéjsi nez jiné molekuly, tudiz relativné snadno enkapsuluji,

¢i jinak kovalentng vazi 1é¢iva®.

Virové kapsidy jsou specialnim piipadem proteinovych nosicl. Jsou tvofeny stovkami
az tisici molekul proteinu, jez tvofi dutou kostru. Jejich velkou vyhodou je moznost
genetického ,,naprogramovani®, aby se samy sestavovaly a vytvotily tak morfologicky
uniformni strukturu o pfesné velikosti a tvaru. Mozna je i jejich modifikace funkénimi
skupinami pro navazani 1é¢iva. Nejpouzivangj$imi viry pro transport 1é€iv jsou adenovirus,
virus chlorotické skvrnitosti vigny (rod rostlin z €eledi bobovité), virus mozaiky vigny

nebo virus tabdkové mozaiky. Virové Castice neprokdzaly zadnou toxicitu, tudiz jsou
v 26,52

1.4 Ellipticin

Ellipticin je tetracyklinovy alkaloid (5,11-dimethyl-6H-pyrido[4,3-b]karbazol; 0br.S),
ktery se pti fysiologickém pH muze vyskytovat jak v protonované, tak deprotonované

i form&>3 3, Poprvé byl izolovéan z rostliny Ochrosia elliptica v roce 1959,

CH, __ CH,
O =y Fysiologické pH \ = 4|"-:I‘ H
N ‘ Z N #
" CHy " CH,
Neutralni ellipticin Protonovany ellipticin

Obr. 8: Struktura ellipticinu p#i fysiologickém pH ve formé neutralni
a protonované molekuly. Pfevzato a upraveno dle *°.

Ellipticin je ucinnym cytostatikem, které svou schopnosti interkalace do DNA,
¢i inhibici topoisomerasy 11, zapfi¢ifiuje zastaveni bun&éného cyklu a iniciaci apoptosy” %,
Prokazalo se také, Ze ellipticin po enzymové aktivaci pomoci cytochromi P450
a peroxidas tvoii kovaletni adukty s DNA, coz naznacuje dalsi zpiisob poskozeni DNA®.
Ellipticin je také schopny narusit syntézu ATP, a tak 1 porusit energetickou rovnovahu

v bunice, diky své schopnosti inhibovat spojeni mezi transportem elektront
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a fosforylaci®*®*®!, Navic se nedavno zjistilo, ze ellipticin inhibuje RNA polymerasu I,

a tak i transkripci, které se tento enzym ucastni®.

Spolu se svymi derivaty je ellipticin G¢inny proti fadé¢ nadorovych bunék, jako je
napiiklad leukémie, karcinom prsu a $titné zlazy ¢&i sarkomy ledvin® %, Nicméné klinické
pouziti ellipticinu je omezeno jak jeho hydrofobicitou, tak i toxickymi ucinky vcetné

nefrotoxicity, hemolyzy, hypertenze, nevolnosti a zvraceni®®%6!,

1.4.1 Interkalace ellipticinu do DNA

Interkalace ellipticinu do dvousSroubovicové struktury DNA (dale jen dsDNA) vyplyva
z jeho velikosti a tvaru a je zplsobena slabymi reverzibilnimi hydrofobnimi interakcemi
mezi sparovanymi bdzemi molekuly dsDNA>’. Orientace ellipticinu v dsDNA je déna
interakcemi jeho methylovych skupin sthyminem v interkala¢nim misté®. S nejvétsi
pravdépodobnosti je ellipticin interkalovan do dsDNA ve své protonované formé, pricemz
upfednostiiuje vstup mezi dva pary guanin-cytosin (obr. 9) "®’!. Po vmezefeni ellipticinu

do dsDNA dojde k jejimu poskozeni a naslednému zastaveni replikace ¢i transkripce>®,

N o
H
CH5

Protonovany ellipticin

Obr. 9: Interkalace protonované formy ellipticinu do dsDNA.
Pievzato a upraveno dle 7.
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1.4.2 Inhibice topoisomerasy II ellipticinem

Ellipticin je schopny interagovat s binarnim komplexem topoisomerasa II-dsDNA,
jehoz tvorba je kriticka pro nukleové kyseliny, jejichz poskozeni je nasledovano smrti
buniky’?. Jak jsem jiz uvedla v kapitole 1.2.2, topoisomerasy hraji tlohu v uvolfiovani
torze dsDNA jejim rozpojenim a opétovnym spojenim. Ellipticin patii mezi cytostatika,
ktera zvysuji schopnost topoisomerasy II rozstépit vldkna DNA a iniciovat tak vznik zlomi

v molekule”. Toto poskozeni genetické informace vede k apoptose.

1.4.3 Tvorba kovalentnich adukti ellipticinu s DNA

Ellipticin zptsobuje poskozeni integrity DNA také prostfednictvim tvorby
kovalentnich aduktt, které vznikaji po enzymové aktivaci ellipticinu cytochromy P450

156,59-61,74,75

a peroxidasami Predpoklada se, ze pravé kovalentni vazba reaktivnich

cytotoxicitu tohoto 1é¢iva’®. Tvorba adukti ellipticinu s DNA v kone¢ném disledku ,,nuti

nadorové buiiky zah4jit proces apoptosy’’.

Cytochromy P450 je ellipticin oxidovan na pét rGznych metabolitd: 7-hydroxy-,

9-hydroxy-,  12-hydroxy-,  13-hydroxyellipticin a ellipticin-N2-oxid®%:61:75-78-80,

7-hydroxyellipticin je detoxikaéni produkt ellipticinu a je vyluovan z organismu®'#2,
9-hydroxyellipticin je také detoxikacnim produktem, ale, na rozdil od 7-hydroxyellipticinu,

162

inhibuje RNA polymerasu I°, interkaluje do dsDNA a inhibuje topoisomerasu II, jedna se

83-85

tedy o farmakologicky vyznamnou latku® . 13-hydroxy- a 12-hydroxyellipticin jsou

aktivaéni metabolity, které se pfeménuji na reaktivni produkty, které reaguji s DNA
za vzniku dvou deoxyguanosinovych aduktl (dale jen dG-adukty)’6-6061.74.75.78.80
Ellipticin-N?-oxid ~ se  prostiednictvim  Polonowského  presmyku  pfeméiiuje
na 12-hydroxyellipticin, jednd se tedy také o aktivaéni metabolit’®®. Schéma
biotranformace ellipticinu cytochromy P450 a nésledna tvorba aduktii s DNA je uvedeno

na obr. 10 (str. 23).

Mimo cytochromii P450 jsou schopné oxidovat ellipticin i peroxidasy’®. I pres odlisny
mechanismus oxidace ellipticinu pomoci téchto enzymu jsou dva adukty tvofené s DNA
identické, a to ty vznikajici z 13-hydroxyellipticinu a z 12-hydroxyellipticinu®’. Mimo to
vznikaji enzymovou aktivaci pomoci peroxidas dva dalsi adukty s DNA®. Schéma oxidace

ellipticinu peroxidasami a ndsledna tvorba adukti s DNA je zobrazeno na obr. 10 (str 23).
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Obr. 10: Biotransformace ellipticinu cytochromy P450 a peroxidasami
a tvorba aduktii s DNA. Pievzato a upraveno dle %75,
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1.5 Doxorubicin

Doxorubicin je antracyklinové antibiotikum izolované z aktinobakterie Streptomyces
peucetius var. caesius, a to jiz v 60. letech 20. stoleti®®®’. Doxorubicin je také oznadovan

jako adriamycin, ¢i hydroxylovany daunorubicin®. Jeho struktura je znazornéna obr. 11.

Podobné¢ jako ellipticin se doxorubicin interkaluje do DNA, ¢imz naruSuje replikaci
a transkripci genetické informace, inhibuje aktivitu topoisomerasy II, tvofi kovalentni
adukty s DNA a také volné radikaly’®’!. Pouzivd se pro 1é¢bu mnoha nadorovych
onemocnéni vcéetn¢ rakoviny prsu, Stitné zlazy, vajecnikl, plic, moCového méchyre,
zaludku a také pro lé€bu Wilmova nddoru, sarkomu mekkych tkani, neuroblastomu
a akutni lymfoblastické leukémie®®. Nanestésti ma doxorubicin celou fadu nezadoucich

i¢inkd, jako je kardiotoxicita, zpisobuje nevolnosti, zvraceni a prijem®®,

NH2

Obr. 11: Struktura doxorubicinu. Pfevzato z 2.

1.5.1 Interkalace doxorubicinu do DNA a tvorba kovalentnich aduktii
s DNA
Doxorubicin, a dalsi antracyklinova cytostatika, jsou povétSinou planarni molekuly,
které se interkaluji do DNA mezi dva pary bazi, pficemZ jsou na jedné stran¢ zakotvené
svymi sacharidovymi &astmi pomoci silné kovalentni vazby®'. Doxorubicin preferuje
interkala¢ni misto obsahujici dva sousedni pary guanin-cytosin, nejspise diky specifické

vodikové vazbé s guaninem?* >

Interkalace doxorubicinu do DNA muze byt stabilizovdna kovalentni vazbou

zprostiedkovanou bunénym formaldehydem, ktery je generovan reakcemi volnych
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radikal®i®®®?. Struktura komplexu doxorubicin-DNA je uvedena na obr. 12. Zajimavosti je,
ze vySs$i hladina formaldehydu byla detekovdna v nadorovych buikach citlivych na
doxorubicin, na rozdil od normalnich bun€k, ¢i bunék na toto cytostatikum
rezistentnich®®?. Objev kovalentniho adukutu doxorubicin-DNA vedl k novému zlepseni
protinddorové aktivity doxorubicinu: slouceniny, uvoliyjici po hydrolyze formaldehyd,

100

se nyni pouzivaji v kombinaci s doxorubicinem Jedna se napriklad

o pivaloyloxymethylbutyrat, butyroylmethyldiethylfosfat a hexamethylentetraamin'
Cukerno-fosfatova
patef

Doxorubsicin Vlakno DNAII

_. .,J:ﬁ

Vlakno DNA |

Cukerno-fosfatova
patef

Obr. 12: Struktura komplexu doxorubicin-DNA. a) Doxorubicin tvofi
kovalentni vazbu (zndzornéna cCervené€) s guaninem na jednom fetézci DNA,
zprostiedkovanou formaldehydem, a vodikovou vazbu s guaninem na druhém
vldknu DNA; b) Zndzornéni doxorubicinu interkalujiciho se do DNA
a rozvolnujiciho lemujici pary s cukernou skupinou, ktera ,,sedi” v mensi drazce.
Pievzato a upraveno dle '%°.

1.5.2 Inhibice topoisomerasy Ila doxorubicinem

Na rozdil od ellipticinu, ktery indukuje rozpojeni dsDNA pomoci topoisomerasy II,
inhibuje doxorubicin schopnost topoisomerasy II rozpojena vladkna opét spojit’.
Topoisomerasa II existuje ve dvou lidskych isoformédch jako topoisomerasa Ila
a topoisomerasa I18. Doxorubicin zptsobuje apoptosu délicich se bunék, ve kterych je
topoisomerasa Ila majoritni topoisomerasou II. Nicméné, a¢ minoritné, ovliviluje
doxorubicin i topoisomerasu IIB, kterd je majoritni topoisomerasou II v nedélicich se

krevnich bufikéch, a tak je doxorubicin kardiotoxicky!®.
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1.5.3 Tvorba volnych kyslikovych radikala piisobenim doxorubicinu

Doxorubicin mize byt oxidovan fadou NAD(P)H-oxidoreduktas na semichinonovy
radikdl pfidanim jednoho elektronu do jeho chinonové struktury!®-1%2, Semichinonové
radikaly pak reaguji s kyslikem za vzniku superoxidu a peroxidu vodiku, které zpiisobuji
poskozeni DNA!®, Mimo to je doxorubicin cheldtorem iontd Zeleza, tudiz komplex
doxorubicin-Fe katalysuje pfeménu H>O> na vysoce reaktivni hydroxylové radikaly,

které mohou zplisobit oxida¢ni stres, a tak poskodit DNA buriky a spustit apoptosu!?31%4,

Nedavno bylo zjisténo, ze kratce po chemoterapii doxorubicinem vzrostla v krevni
plasmé oxidovanad forma bazi DNA az na Ctyfnasobek, coz naznacuje jeji poskozeni

radikdly generovanymi doxorubicinem!%%105

. Vychytavani volnych radikald po lécbé
doxorubicinem by tedy mohlo zachranit zdravé buiiky pfed bunéénou smrti'%. Po klinické
1é¢be¢ timto cytostatikem se bézné pouzivaji vychytdvace téchto volnych radikall, ale
je pravdépodobné, Ze tvorba volnych radikdld neni jedinou pfi¢inou kardiotoxicity

doxorubicinu'%,

1.6 Apoferritin

Apoferritin je bilkovinnd slozka ferritinu, proteinu nesouciho ionty Zeleza,

o molekulové hmotnosti 480 kDa'%’.

Apoferritin tvofi dutou molekulu s vnitinim
primérem 8 nm a vn&j$im primérem 12 nm!'%®. Centralni dutina ferritinovych komplexii
obklopuje 6 nm velké anorganické jadro tvorené 5SFexOs . 9H,O (az 4500 atomil
zeleza)!%11% Apoferritin je slozen z 24 podjednotek, které se ,,skladaji (usporadavaji) do

111

¢tyt svazkll a-helixii a spolecné tvofi oktaedricky symetricky komplex' . Struktura

apoferritinu je uvedena na obr. 13 (str. 27).
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Vnitini dutina

12 nm

If ]

Obr. 13: Struktura apoferritinu. Lidsky apoferritin tvofeny =z téZzkych

podjednotek. Pievzato a upraveno dle 2.

V sav¢im apoferritinu se vyskytuji dva druhy podjednotek: tézké (dale H-Apo) a lehké
(dale L-Apo) podjednotky, které maji komplementarni funkce v procesu ,,vychytavani‘
7eleza. H-Apo obsahuje ferroxidasové misto, které katalysuje oxidaci Fe?' za Ucasti
kysliku, ¢imz vznikd H>O>. L-Apo toto misto postradd, ale obsahuje na svém povrchu
glutamylové zbytky, které usnadiuji mineralizaci a oxidaci Fe*" v ferroxidasovém misté

H-Ap0112’113.

Jednotlivé druhy apoferritinu se mirné li§i v sekvenci aminokyselin, ale jejich
architektura je podobna. lonty Zeleza vstupuji do centralni dutiny pfes osm hydrofilnich
kanalt, které prochazi proteinovym obalem. Apoferritin ma vysokou tepelnou snasenlivost,
75 °C po 10 minut, a je stabilni v riznych denatura¢nich ¢inidlech. Tyto unikatni vlastnosti
jsou dany vysokym poctem solnych mustki a vodikovych vazeb mezi jeho

podjednotkami!!%!14,

Velkou vyhodou apoferritinu je jeho schopnost v kyselém prostiedi (kolem pH = 2,5)
disociovat na jednotlivé podjednotky a nasledné se za fysiologickych podminek (pH = 7,5)
znovu uspofadat do pavodni struktury!'>. V nedavné dobé se této skute¢nosti zacdalo

vyuzivat pro cilené dodavani cytostatik. Apoferritin mizeme snizenim pH rozlozit,
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enkapsulovat 1é¢ivo a naslednym zvysSenim pH ,.klec* z apoferritinovych podjednotek opét
sestavit. Navic po enkapsulovani cytostatika proteinova ,,skotfapka* apoferritinu vyrazné
zvysi svoji rozpustnost ve vodé a tepelnou stabilitu!'®. Dalsi vyhodou je moZnost povrch
apoferritinu modifikovat, a tak piesnéji zacilit do nadorové buiky. Schéma enkapsulace

cytostatik do apoferritinu je znazornéno na obr. 14 ',
J1.|:|H [.i M

Obr. 14: Mechanismus enkapsulace cytostatik do apoferritinu pomoci
117

kontrolovaného sniZeni a opétovného zvySeni pH. Pfevzato a upraveno dle

Pfi studiich v nasi laboratofi byly takto neddvno pfipraveny nanocCastice na bazi
apoferritinu s enkapsulovanym ellipticinenem!!® a doxorubicinem!!”~!2!, P¥ipravené ¢astice
vykazovaly slibné vlastnosti pro protinddorovou lécbu. Jsou cytotoxické pro nadorové

buiiky a vykazuji niz$i toxicitu v butikich nenadorovych!!811,
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2. Cil prace

Cilem bakalédiské prace bylo porovnani uCinnosti tfi rtiznych typt apoferritinu

enkapsulovat protinddorova 1é¢iva ellipticin a doxorubicin.
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3. Material a metody

3.1 Chemikalie

Lach-Ner (CR): NaCl, NaOH, HCI;

Sigma, Aldrich (USA): doxorubicin, ellipticin, apoferritin (equine spleen, 50 mg/ml)

Masarykova Univerzita, Brno: apoferritiny typu:
Fer8 (equine spleen, obsahujici podjednotky L, 15 mg/ml),

Fth (human spleen, obsahujici podjednotky H, 15 mg/ml),

Rk (rekombinantni protein zaloZeny na Fth, C-terminalni aminokyselina nahrazena

pozitivné nabitymi aminokyselinami, 22 mg/ml).

3.2 Pristroje

analytické vahy Discovery, Ohaus (§vycarsko);

filtra¢ni mikrozkumavky Amicon Ultra-0,5, 3K 96pk, Millipore (Neémecko);
filtra¢ni mikrozkumavky Amicon Ultra-0,5, 100K 96pk, Millipore (Némecko);
filtra¢ni mikrozkumavky Amicon Ultra-4, 3K 96pk, Millipore (Némecko);
tifepacka Thermomixer Eppendorf compact, Eppendorf (Nemecko);

centrifuga Centrifuge Z 383 K, uhlovy rotor, Hermle (Némecko);

centrifuga Centrifuge 5418, thlovy rotor, Eppendorf (Némecko);

spektrofotometr Tecan, infinitive M200 Pro (Svycarsko).
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3.3 Metody

3.3.1 Prevedeni vzorki apoferritinu do fysiologického roztoku

Vzorky tii typt apoferritinii (kofisky apoferritin slozeny z L-Apo podjednotek (dale
jen Fer8); lidsky apoferritin slozeny jen z H-Apo podjednotek (dale jen Fth);
a rekombinantni apoferritin zaloZeny na Fth, kdy je C-terminalni aminokyselina nahrazena
pozitivné nabitymi aminokyselinami (dale jen RK)) o rizné pocatecni koncentraci, Tab. 1,
byly pfeneseny do filtracnich mikrozkumavek s filtrem o maximalni propustnosti 3 kDa
(pfeneseny objem vzorkl je uveden v Tab. 1) a doplnény destilovanou vodou na celkovy

objem 2 ml.

Poté byly roztoky apoferritinii centrifugovany (Hermle, 10 min, 5000 RPM, 4°C),
promyty 1 ml deionizované vody a opét centrifugovany za stejnych podminek. Nasledné
byly roztoky apoferritinii promyty 1 ml 0,125 M NaCl, centrifugovany (Hermle; /0 min;
5000 RPM; 4°C), znovu promyty 1 ml stejného roztoku a opét centrifugovany za stejnych
podminek. Poté byly vzorky apoferritini pifeneseny z filtratnich zkumavek do
mikrozkumavek (kone¢ny objem a koncentrace jednotlivych apoferritinii jsou uvedeny

v Tab. 1).

Tab. 1: Pocatecni a konecné hodnoty koncentrace a objemu jednotlivych typi
apoferritinu pred a po prevedeni apoferritinu do fysiologického roztoku.

T Cpocateéni Ckoneéna
apofezgtinu [1}1)1g/ml] Voreneseny [] | Vionetny [p] [mg/ml]
RK 22 355 390 20,02
Fer& 15 870 420 31,07
Fth 15 725 480 22,66

Ke vzorku Fer8 bylo ptfiddano 200 pl vzorku Fth. Celkova koncentrace apoferritinu

Fer8 a Fth jsou: crers = 21,05 mg/ml a crm = 7,31 mg/ml.

v tomto roztoku byla tedy 28,36 mg/ml, pfi¢emz parcialni koncentrace apoferritini typu
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3.3.2 Priprava apoellipticinu (4poElli)

3.3.2.1 Priprava ApoElli z apoferritinu o koncentraci 1 mg apoferritinu ve vzorku

K zasobnimu roztoku ellipticinu o koncentraci 1 mg/ml byla ptfidana 1 M HCI
v poméru 150:1 (celkovy objem roztoku:objem ptidané HCIl). Ze zasobniho roztoku
ellipticinu (/ mg/ml) byly ptipraveny 4 roztoky s rtiznymi typy apoferritinu, (vzorky:
komer¢ni apoferritin od firmy Sigma, Aldrich (dale je K) 50 mg/ml; Rk 20,02 mg/ml,
Fer8 + Fth, smés L- a H- apoferritin (stz. 3/) o koncentraci 28,36 mg/ml,
Fth 22,66 mg/ml; viz str. 30) tak, aby v roztoku o objemu 320 ul byl vzdy 1 mg daného

druhu apoferritinu. Nasledné byla pfidana deionizovana voda a ellipticin dle Tab. 2.

Tab. 2: Schéma pripravy roztokii ellipticinu s riznymi typy apoferritinu.

Typ Apo Vapo [pl] Vio [pl] Veni [pl]
K 20,00 200,00 100,00

Rk 49,95 170,05 100,00
Fer8 + Fth 35,26 184,74 100,00
Fth 44,13 175,87 100,00

Ke kazdému roztoku bylo pfidano 0,5 ul 1 M HCI a nésledné bylo upraveno pH
roztoki na hodnotu pH = 3,00-3,50 pomoci 1 M HCI. Roztoky byly inkubovany za
soucasného ttepani (450 RPM; laboratorni teplota; 15 min). Poté bylo pH roztokl
upraveno pomoci 1 M NaOH na hodnotu pH = 7,40-8,50 a nasledn¢ se vzorky nechaly
inkubovat za stejnych podminek (450 RPM; laboratorni teplota; 15 min). Nasledné byly
roztoky centrifugovany (centrifuga Eppendorf; 7500 g; 2,5 min). Supernatant byl pfenesen
do filtraénich mikrozkumavek o maximalni propustnosti filtru 3 kDa a centrifugovan za
pouziti centrifugy Eppendorf (/5 000 g; 5 min). Do mikrofiltru bylo pfiddno 300 pl
deionizované vody a vzorek byl opét centrifugovan za stejnych podminek. Nasledné bylo
pfidano 300 pl deionizované vody a opét byla provedena centrifugace za stejnych
podminek. V dalS$im kroku experimentu byla pfipravena fada roztoki ellipticinu o rizné

koncentraci ze zasobniho roztoku ellipticinu (/ mg/ml) podle Tab. 3 (str. 33).
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Tab. 3: Schéma pripravy roztoki ellipticinu o rizné Kkoncentraci
(0,2 — 1,0 mg/ml). V tabulce jsou uvedeny objemy ellipticinu, VEni, a deionizované
vody, Vim0, které byly potieba pro ptipravu roztokul ellipticinu o riizné koncentraci,

CElli.
ceii [mg/ml] 1,0 0,8 0,6 0,4 0,2
Veni [id] 60 48 36 24 12
Vo [p] 0 12 24 36 48

Na mikrotitracni desticku bylo pipetovano 200 pl deionizované vody s 10 pl roztoku
ellipticinu v tripletu. Dale bylo v dupletu pipetovano 100 pl deionizované vody s 10 ul
vzorku ApoElli. V piipravenych vzorcich byla proméfena fluorescence ellipticinu pfi
excitaéni vlnové délce 434 nm a emisni vinové délce 541 nm. Ke vzorkiim byl dale
pipetovan 1 pl 1 M HCI a opét byla métena fluorescence pifipravenych vzorki za stejnych

podminek.

3.3.2.2 Piiprava ApoElli z apoferritinu o koncentraci 0,33 mg apoferritinu ve

vzorku

K zasobnimu roztoku ellipticinu o koncentraci 1 mg/ml, byla pfidéna 1 M HCI
v poméru 60:1 (celkovy objem roztoku:objem pifidané HCI). Ze zasobniho roztoku
ellipticinu (I mg/ml) byly ptipraveny 4 roztoky s rliznymi typy apoferritinu (vzorky:
K 50 mg/ml; Rk 20,02 mg/ml; Fer8 + Fth 28,36 mg/ml; Fth 22,66 mg/ml; viz str. 30) tak,
aby v roztoku o objemu 320 pl bylo vzdy 0,33 mg dan¢ho druhu apoferritinu. Nasledné

byla ptfiddna deionizovana voda a ellipticin dle Tab. 4.

Tab. 4: Schéma pripravy roztokii ellipticinu s riiznymi typy apoferritini.

Typ Apo Vapo [pl] Vio [pl] Veni [pl]
K 6,66 280,0 33,30
Rk 16,64 270,0 33,30
Fer8 + Fth 11,74 275,0 33,30
Fth 14,70 272,0 33,30

Nasledné¢ byla provedena tprava pH roztokid na hodnotu pH = 3,00-3,90 pomoci
1 M HCI. Roztoky byly inkubovany za soucasného tiepani (450 RPM, laboratorni teplota;
15 min). Poté bylo pH roztokli upraveno pomoci 1 M NaOH na hodnotu pH = 8,70-10,00
a nasledné¢ se vzorky nechaly inkubovat za stejnych podminek (450 RPM; laboratorni
teplota; 15 min). Dale byly roztoky centrifugovany (Eppendorf; 7500 g; 2,5 min).

Supernatant byl pienesen do filtraénich mikrozkumavek s maximalni propustnosti filtru
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100 kDa a centrifugovan na centrifuze Eppendorf (/5 000 g; 5 min). Do mikrofiltru bylo
ptidano 300 pl deionizované vody a vzorek byl opét centrifugovan za stejnych podminek.
Nasledn¢ bylo pfidano 300 pl deionizované vody a opét byla provedena centrifugace
za stejnych podminek. Nésledné byly vzorky doplnény na 100 pl deionizovanou vodou.
V dalsi fazi experimentll byla pfipravena tada roztokli o rizné koncentraci ellipticinu

ze zasobniho roztoku ellipticinu (/ mg/ml) podle Tab. 5.

Tab. 5: Schéma pripravy roztoki ellipticinu o razné Kkoncentraci
0,05 - 0,5 mg/ml). Vtabulce jsou uvedeny objemy ellipticinu, Ve,
a deionizované vody, Vim0, které byly potieba pro pfipravu roztoka ellipticinu
o ruzné koncentrace, cgi.

cen [mg/ml] | 0,5 0,4 0,3 0,2 0,1 0,05
Veni [u] 30 24 18 12 6 3
Vizo [W] 30 36 42 48 54 57

Na mikrotitra¢ni desticku bylo pipetovano 200 pl deionizované vody s 10 pl roztoku
ellipticinu v tripletu. Dale bylo v dupletu pipetovano 100 ul deionizované vody s 10 ul
vzorku ApoElli. Poté¢ byla proméfena fluorescence pfipravenych vzorkll pfi excitacni
vlnové délce 434 nm a emisni vinové délce 541 nm. Ke vzorklim byl dale pipetovan 1 pl

1 M HCI a opét byla méfena fluorescence pfipravenych vzorki za stejnych podminek.

3.3.3 Priprava apodoxorubicinu (4poDox)

Z divodu nedostatku materidlu byl pfipraven pouze ApoDox z apoferritinu
o koncentraci 1 mg apoferritinu ve vzorku. Ze zésobniho roztoku doxorubicinu (/ mg/ml)
byly pfipraveny Ctyfi vzorky s riznymi typy apoferritini (vzorky: K 50 mg/ml,
Rk 20,02 mg/ml; Fer8 + Fth 28,36 mg/ml; Fth 22,66 mg/ml (str. 30)) tak, aby v kazdém
vzorku o celkovém objemu 320 pl byl vZzdy 1 mg daného druhu apoferritinu. Néasledné byla

pfidana deionizovana voda a doxorubicin dle Tab. 6.

Tab. 6: Schéma pripravy roztoki doxorubicinu s riznymi typy apoferritini.

Typ Vapo [1] Vo [pl] Voox [pul]
apoferritinu

K 20,00 200,00 100,00

Rk 49,95 170,05 100,00

Fer8 + Fth 35,26 184,74 100,00

Fth 44,13 175,87 100,00
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Ke kazdému roztoku bylo pfiddno 0,5 ul 1 M HCI a nasledné bylo upraveno pH
roztokd na hodnotu pH = 3,00-3,50 pomoci 1 M HCI. Roztoky byly inkubovany za
soucasn¢ho trepani (450 RPM; laboratorni teplota; 15 min). Poté bylo pH roztoka
upraveno pomoci 1 M NaOH na hodnotu pH = 7,40-8,50 a nasledn¢ se vzorky nechaly
inkubovat za stejnych podminek (450 RPM; laboratorni teplota; 15 min). Dale byla
provedena centrifugace roztokt (centrifuga Eppendorf; 7500 g; 2,5 min). Supernatant byl
pirenesen do filtratnich mikrozkumavek s maximalni propustnosti filtru 100 kDa
a centrifugovan (Eppendorf; 75 000 g; 5 min). Do mikrofiltru bylo pfidano 300 ul
deionizované vody a vzorek byl opét centrifugovan na centrifuze Eppendorf za stejnych
podminek. Nasledné bylo ptfiddno 300 pl deionizované vody a opét byla provedena
centrifugace za stejnych podminek. Poté byly vzorky doplnény na 100 pl deionizovanou
vodou. V dal§im kroku tohoto experimentu byla piipravena fada roztokli doxorubicinu

o ruznych koncentracich ze zasobniho roztoku doxorubicinu (/ mg/ml) dle Tab. 7.

Tab. 7: Schéma pripravy roztoki doxorubicinu o rizné koncentraci
(0,2 - 1,0 mg/ml). V tabulce jsou uvedeny objemy doxorubicinu, Fpox,
a deionizované vody, Vi.0, které byly potieba pro ptipravu roztoki doxorubicinu
o ruzné koncentrace, cpox.

Cbox [mg/ml] 1,0 0,8 0,6 0,4 0,2
Vbox [1] 30 24 18 12 6
Viro [ul] 0 6 12 18 24

Na mikrotitracni desticku bylo pipetovano 200 pl deionizované vody s 5 pl roztoku
doxorubicinu v tripletu. Nésledné bylo pipetovano v dupletu 100 pl deionizované vody
a 5 pl vzorku ApoDox. V dalSim kroku byla proméfena fluorescence doxorubicinu
v pfipravenych vzorcich pfi excitacni vinové délce 480 nm a emisni vlnové délce 598 nm.
Dale byl ke vzorkim pipetovan 1 pl 1 M HCl a opét byla méfena fluorescence

piipravenych vzorkli za stejnych podminek.
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4. Vvsledky

4.1 Charakterizace schopnosti jednotlivych typi apoferritinu
tvorit nanocastice ApoElli

Nanocastice ApoElli byly pfipraveny z jednotlivych typt apoferritinu tak, jak je
uvedeno v kapitole 3.3.2, a to ve dvojim uspotadani, z roztokd obsahujici 1 mg apoferritinu
a 0,33 mg apoferritinu ve vzorku (str. 32-34). Zroztoku ellipticinu byla sestrojena
kalibracni pfimka pro pfepocet fluorescence ellipticinu na hmotnostni koncentraci této
slouceniny. Kalibra¢ni pfimka ellipticinu méfend za ptitomnosti 1 mg apoferritinu je

uvedena na obr. 15, métena za pritomnosti 0,33 mg apoferritinu na obr. 16 (str. 37).
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Obr. 15: Kalibraéni primka roztoku ellipticinu za pritomnosti 1 mg
apoferritinu. Zavislost fluorescence ellipticinu na hmotnostni koncentraci
ellipticinu. Hodnoty fluorescenci ellipticinu uvedenych v grafu jsou priméry
a standardni odchylky ze tfi paralelnich méteni.
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Obr. 16: Kalibra¢ni primka roztoku ellipticinu za pritomnosti 0,33 mg
apoferritinu. Zavislost fluorescence ellipticinu na hmotnostni koncentraci
ellipticinu. Hodnoty fluorescenci ellipticinu uvedenych v grafu jsou pruméry
a standardni odchylky ze tii paralelnich méfeni.

Pro zjisténi schopnosti enkapsulovat ellipticin jednotlivymi typy apoferritinu byla
métena fluorescence roztoku ApoElli a nasledné fluorescence roztoku, kdy apoferritin
disocioval na podjednotky, ¢imZ se uvolnil enkapsulovany ellipticin. Tim vzrostla hodnota
fluorescence (za predpokladu, ze enkapsulovany ellipticin nevykazuje fluorescenci).
Hodnoty zjisténych fluorescenci ellipticinu byly pomoci rovnice ziskané z kalibracni
primky prepocitdny na hmotnostni koncentraci ellipticinu a byly sestrojeny grafy popisujici
koncentrace ellipticinu v méfeném vzorku dle typu apoferritinu pfed a po disociaci

nanocastic ApoElli na podjednotky [obr. 17 a 18 (str. 38)].

37



0,60

= E 0,50
£ % -
S £ | ApoElli
2 = 040
=
$ 3 0,30 B Disociovany
8 5 ApoElli
£ < 0,20
g o
2
S ¢ 010
< g

‘T 0,00 — T e

K RK Fer8 + Fth FTH

Typ Apo

Obr. 17: Koncentrace ellipticinu v nanocasticich ApoElli, pripravenych
zruznych typi apoferritinu o Koncentraci 1 mg apoferritinu ve vzorku
o objemu 320 pl, a v téchto ¢asticich po disociaci . Koncentrace ellipticinu pro
ApoElli odpovidajici koncentraci ellipticinu vdzaného na apoferritin jinak, nez
enkapsulaci tohoto 1é¢iva do vnitini dutiny apoferritinu. Koncentrace ellipticinu pro
disociovany ApoElli odpovida ellipticinu, ktery je jak navézany ,.zvenci“ na
apoferritin, tak enkapsulovany do apoferritinu. Rozdil koncentraci ellipticinu pro
ApoElli a disociovany ApoFElli uddva koncentraci ellipticinu, ktery byl
enkapsulovan do apoferritinu. Data uvedend v grafu jsou priméry a standardni
odchylky ze tfi paralelnich méfeni.

03

E
2 % 0,25 .
:g téo H ApotElli
o= 02
=
$ S 0,15 B Disociovany
E <{):u ApokElli
= C 0,1
S o
g%
5§ e 005
- [~ |

© 0 - &

>

K RK Fer8 + Fth Fth
Typ Apo

Obr. 18: Koncentrace ellipticinu v nanocasticich ApoElli, pripravenych
zruznych typi apoferritinu o koncentraci apoferritinu 0,33 mg ve vzorku
o celkovém objemu 320 pl, a v téchto casticich po disociaci . Koncentrace
ellipticinu pro ApoFElli je koncentraci ellipticinu vdzaného na apoferritin jinym
zpusobem, neZ jeho enkapsulaci do vnitini dutiny apoferritinu. Koncentrace
ellipticinu pro disociovany ApoElli odpovida ellipticinu, navdzanému ,,zvenc¢i* na
apoferritin 1 enkapsulovanému do apoferritinové nanocastice. Rozdil koncentraci
ellipticinu pro ApoElli a disociovany ApoElli odpovidd koncentraci ellipticinu,
ktera byla enkapsulovédna do apoferritinu. Data uvedend v grafu jsou pruméry
a standardni odchylky ze tfi paralelnich méfeni.
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Z obrazki 17 a 18 (str. 38) je ziejmé, Ze nejvhodnéjSim typem apoferritinu pro
enkapsulaci je komer¢ni konisky apoferritin  (K) slozeny zlehkych 1 tézkych
apoferritinovych podjednotek. Fluorescence ellipticinu v nanoc¢asticich ApoElli ukazuje na
navazani tohoto 1é¢iva na vnéjsi ,,skotapku* apoferritinového nanotransportéru. Zaroven
zvySena fluorescence ellipticinu po disociaci ApoElli zna¢i skute¢nost, ze dochazi

k enkapsulaci této latky apoferritinem.

Rekombinantni lidsky H-Apo (Rk), s C-termindlni aminokyselinou nahrazenou
pozitivné nabitymi aminokyselinami, vaze zhruba stejné (obr. 17, str. 38) nebo vyssi
(obr. 18, str. 38) mnozstvi ellipticinu na svlij vnéjsi povrch jako komeréni apoferritin, ale
po disociaci nanoc¢astice ApoElli dochdzi k poklesu fluorescence ellipticinu, coz miize byt

zpusobeno zhasenim fluorescence ellipticinu.

U smési koiiského L-Apo a lidského H-Apo (Fer8+Fth, v poméru 3:1) plati, Ze
apoferritiny vykazuji lepsi schopnost enkapsulace pfi niz§im obsahu apoferritinu v roztoku
(obr. 18, str. 38) nez pii jeho vyssi koncentraci (obr. 17, str. 38), kdy je fluorescence

nulova. Tato skutecnost plati i pro Cisty lidsky H-Apo.

Obecné tedy muZeme konstatovat, ze pii vySe uvedenych podminkach pokusu,
dochdzi k nejucinnéj$i enkapsulaci ellipticinu pomoci komer¢niho apoferritinu (K).
Dale také plati, ze vSechny typy apoferritini zvysi svou schopnost enkapsulace tohoto

1é¢iva, pokud je obsah apoferritinu ve vzorku nizsi.
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4.2 Charakterizace schopnosti jednotlivych typu apoferritinu
tvorit nanocastice ApoDox

Nanocastice ApoDox byly pfipraveny zriznych typt apoferritinu zplsobem
uvedenym v kapitole 3.3.3 (str. 34-35). Z diivodu nedostatku materidlu byl piipraven
pouze ApoDox sobsahem 1 mg apoferritinu ve vzorku. Ze zésobniho roztoku
doxorubicinu byla sestrojena kalibra¢ni ptfimka pro ptevedeni fluorescence doxorubicinu
na hmotnostni koncentraci tohoto 1é¢iva. Kalibra¢ni piimka je uvedena na obr. 19.
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Obr. 19: Kalibra¢ni primka roztoku doxorubicinu. Zavislost fluorescence
doxorubicinu na jeho hmotnostni koncentraci. Hodnoty fluorescenci doxorubicinu
uvedenych v grafu jsou priimé&ry a standardni odchylky tfi paralelnich méfeni.

Ke zjisténi schopnosti jednotlivych typt apoferritinu enkapsulovat doxorubicin byla
métena fluorescence roztoku ApoDox a néasledné fluorescence roztoku, v némz apoferritin
disocioval na podjednotky, ¢imz doSlo k uvolnéni enkapsulovaného doxorubicinu, a tudiz
vzrostla hodnota fluorescence (za ptredpokladu, ze enkapsulovany doxorubicin vykazuje
nulovou fluorescenci). Zjisténé hodnoty fluorescenci doxorubicinu byly prepocitany na
hmotnostni koncentraci doxorubicinu pomoci rovnice ziskané z kalibracni pfimky.
Nasledné byl sestrojen graf znazornujici koncentrace doxorubicinu v méfenych vzorcich
podle typu apoferritinu, do néhoz bylo toto 1éCivo enkapsulovano, ptfed a po disociaci

ApoDox na podjednotky, obr. 20 (str. 41).
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Obr. 20: Koncentrace doxorubicinu v jednotlivych typech
apoferritinovych nanocastic pred a po jejich disociaci na podjednotky.
Koncentrace doxorubicinu pro ApoDox udava koncentraci této latky vazané na
apoferritin jinak, nez svou enkapsulaci do vnitini dutiny tohoto nanonosice.
Koncentrace doxorubicinu pro disociovany ApoDox odpovidd doxorubicinu, ktery
je jak véazany ,,zvenci na apoferritin, tak do néj enkapsulovany. Rozdil koncentraci
doxorubicinu pro ApoDox a disociovany ApoDox udavd koncentraci tohoto
protinadorového 1é¢iva, kterd byla enkapsulovana do apoferritinu. Data v grafu jsou
praméry a standardni odchylky ze tfi paralelnich méteni.

Z obrazku 20 je patrné, ze nejlepSim apoferritinem pro enkapsulaci doxorubicinu je
komer¢ni apoferritin (K) slozeny z lehkych a tézkych podjednotek. Na rozdil od ellipticinu
se doxorubicin zfejmé nevaze zvenci na apoferritinové nanocastice, a to u vSech typl
apoferritinu. Lidsky rekombinantni H-Apo (Rk), ve kterém je C-terméarni aminokyselina
nahrazena pozitivné nabitymi aminokyselinami, je té¢Z schopny enkapsulovat doxorubicin.
Naopak smés koniského L-Apo a lidského H-Apo (Fer8+Fth, v poméru 3:1) a Cisty lidsky
H-Apo (Fth) po inkubaci s doxorubicinem nevykazuji vilbec Zadnou fluorescenci

doxorubicinu. Doxorubicin tedy nebyl do vnitini dutiny téchto apoferritini enkapsulovan.
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5. Diskuze

Jak bylo uvedeno v kapitole 1.3 (str. 14-20), pro zmirnéni vedlejSich ucinki cytostatik
a zaroven maximalizaci jejich specifické ucinnosti se tato Iéciva enkapsuluji do
nanotransportéri. Tyto nosi¢e umoziuji cytostatikum zacilit pfimo do postizené tkané,
a tak eliminovat jeho vedlejsi ucinky zplsobené poskozenim zdravych bunék a tkéni.
Kromé¢ apoferritinovych nanotransportérii existuje celd Skala nosicli - od anorganickych

latek, jako jsou napiiklad uhlikové nanotrubice, po virové Castice.

Cilem bakalédiské prace bylo srovnani schopnosti tfi rtiznych typa apoferritinu
enkapsulovat protinadorova 1éciva ellipticin a doxorubicin, v zavislosti na jejich sloZeni
(zastoupeni jednotlivych podjednotek) a plvodu (savec, ze kterého byl apoferritin
izolovan). Jak bylo uvedeno v kapitole 1.6 (str. 26-28), apoferritin je protein schopny
enkapsulovat 1é¢iva a plsobit tak jako nanotransportér pro cilenou protinddorovou 1écbu.
V uvedené kapitole bylo také popséano, Ze se v sav€éim apoferritinu vyskytuji dva druhy
podjednotek, které maji rozdilnou funkci, ale navzijem se dopliuji. Tézké podjednotky
umoziuji oxidaci Fe?* za ucasti kysliku a vznik H»O,, zatimco lehké podjednotky

usnadiiuji mineralizaci a oxidaci Fe*".

Pro kazdé cytostatikum, jehoZ enkapsulace byla studovéana, byly pfipraveny ctyii
druhy nanocastic ApoElli a ApoDox s riznymi typy apoferritinu, jakozto nanotransportéru.
Jednotlivé typy apoferritinu se 1i8i v zastoupeni lehkych a téZkych podjednotek, ptipadné

ve svém piivodu.

Ze zjisténych a zpracovanych dat uvedenych v kapitole 4 (str. 36-41) je ziejmé,
Ze nejlepsi schopnost enkapsulace studovanych 1é¢iv ma komercni apoferritin, nasledovan
apoferritinem  rekombinantnim  obsahujicim téZké  podjednotky s C-termindlni
aminokyselinou nahrazenou pozitivné nabitymi aminokyselinami. Déle také mulZeme
konstatovat, ze ellipticin interaguje s apoferritinovymi nanoc¢asticemi 1 ,,zvenci* a neni

pouze enkapsulovan do jejich vnitini dutiny. Tento jev nebyl difive pozorovan, Castice

vvvvvv

118 Uvedeny rozdilny vysledek mizeme dnes pouze obtizn& vysvétlit. Jednim

nanocastice
z vysvétleni miize byt rozdilné slozeni inkubacnich smési pouzitych v experimentech.

V ptipadé doxorubicinu dochdzi pouze k jeho enkapsulaci a tedy ke tvorbé ¢astic ApoDox.
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Piekvapivé bylo zjisténi, ze pii meéfeni fluorescence komplexu ApoElli
s rekombinantnim apoferritinem dochazi po disociaci na podjednotky ke zhasSeni
fluorescence ellipticinu, coz mize byt zpusobeno pravé modifikaci C-terminalni koncové

aminokyseliny na pozitivné nabitou aminokyselinu.
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6. Zavér

Vysledky méteni a pozorovani, které bylo provedeno a vyse popsano lze tedy shrnout

do nasledujicich konstatovani:

1. Nejlep$im typem apoferritinu pro enkapsulaci ellipticinu a doxorubicinu je

komer¢ni konsky apoferritin (K), ktery je slozen z lehkych i tézkych podjednotek.

2. Ellipticin, na rozdil od doxorubicinu, interaguje s apoferritinovymi nanocasticemi

111

i,,zvenci* a neni tedy pouze enkapsulovan do vnitini dutiny apoferritinu.

3. VSechny typy apoferritini zlepsi svou schopnost enkapsulovat ellipticin, pokud je

jejich koncentrace ve vzorku nizsi.

4. Po disociaci komplexu ApoElli s rekombinantnim apoferritinem dochazi ke zhaSeni

fluorescence ellipticinu.

44



Seznam citované literatury

(1)

(2)

€)

(4)

()

(6)

(7)

(8)

)

(10)

(11)

Necas, E.: Patofyziologie nadorového bujeni, v Patofyziologie pro nelékarske
smery (Vokurka, M., ed.), 59-64. Karolinum Press, Praha (2014).

Bartova, J.: Nddory, v Prehled patologie (Bartova, J., ed.), 58-66. Karolinum
Press, Praha (2015).

Vine, K. L.: An investigation into the cytotoxic properties of isatin-derived
compounds: Potential for use in target cancer therapy: PhD thesis University
of Wollongong, School of Biological Science, Australia (2007)

Coupek, P.; Hynkova, L.: Zdklady radioterapie, v Chirurgickd lécba karcinomu
prsu (Coufal, O., Fait, V. a kolektiv, ed.), 313-327. Grada Publishing a.s., Praha
(2011).

Klener, P.; Klener, P. jr.. Nova protinadorova lécba a lécebné strategie
v onkologii. Grada Publishing a.s., Praha (2009)

Klener, P. jr.; Klener, P.. Principy systémové protinadorové lécby. Grada
Publishing a.s., Praha (2013).

Drbohlavova, J.; Chomouckd, J.; Adam, V.; Ryvolov4, M.; Eckschlager, T.;
Hubalek, J.; Kizek, R.: Nanocarries for anticancer drugs — New trends
in nanomedicine. Current Drug Metabolism, 14 (5), 547-564 (2013).

Sougata, J.; Subrata, J.: Particulate technology for drug delivery of therapeutics.
Springer, Singapore (2017).

Ferrari, M.: Cancer nanotechnology: opportunities and challenges. Nature
Reviews Cancer, 5 (3), 161-171 (2005).

Rodzinski, A.; Guduru, R.; Liang, P.; Hadjakhni, A.; Stewart, T.; Stimphil, E.;
Runowicz, C.; Cote, R.; Altman, N.; Datar, R.; Khizroev, S.: Target and
controlled anticancer drug delivery and release with magnetoelectric
nanoparticles. Scientific Reports, 8 (20867), (2016).

Lengalova, A.: Studium vlastnosti protinadorovych léciv ellipticinu, etoposidu
a doxorubicinu ve formé nanocastic: Diplomova prace katedra biochemie PiF

UK, Praha (2016).

45



(12)

(13)

(14)

(15)

(16)

(17)

(18)

(19)

(20)

21)

(22)

Tran, S.; DeGiovanni, P.; Piel, B.; Rai, P.: Cancer nanotechnology: a review
of recent success in drug delivery. Clinical and Translational Medicine, 6 (1),
(2017).

Yu, B.; Tai, H. C.; Xue, W.; Lee, L. J.; Lee, R. J.: Receptor-target nanocarries for
therapeutic delivery to cancer. Molecular Membrane Biology, 27 (7), 286-298
(2010).

Wilhelm, M.: Enkapsulace doxorubicinu a ellipticinu do apoferritinovych
nanocastic: Bakalarska prace, katedra biochemie PiF UK, Praha (2018).

Yuan, F.; Dellian, M.; Fukumura, D.; Leunig, M.; Berk, D. A.; Torchilin, V. P.;
Jain, R. K.: Vascular permeapility in human tumor xenograft: molecular size
dependence and cutoff size. Cancer Research, 55 (17), 3752-3756 (1995).

Hobbs, S. K.; Monsky, W. L.; Yuan, F.; Roberts, W. G.; Griffith, L.; Torchilin, V.
P.; Jain, R. K.: Regulation of transport pathway in tumor vessels: role of tumor
type and mycroenviroment. Proceedings of the National Academy od Sciences
of the United States of America, 95 (8), 4607-4712 (1995).

Alexis, F.; Pridgen, E.; Molnar, L. K.; Farokhzad, O. C.: Factors affecting the
clearance and biodistribution of polymeric nanoparticles. Molecular
Pharmaceutics, 5 (4), 505-515 (2008).

Wang, J.; Sui, M.; Fan, W.: Nanoparticles for tumor target therapies and their
pharmacokinetics. Current Drug Metabolism, 11 (2), 129-141 (2010).

Wakaskar, R. R.: Passive and active targeting in tumor microenvironment.
International Jurnal of Drug Development and Research, 9 (2), (2017).

Sutradhar, K. B.; Amin, M. L.: Nanotechnology in cancer drug delivery and
selective targeting. International Scholarly Research Notice, Article ID 939378
(2014).

Muhamad, N.; Plegsuriyakarn, T.; Na-Bangchang, K.: Application of active
targeting nanoparticles delivery systéem for chemotherapeutic drugs and
traditional/herbal medicines in cancer therapy: a systematic review. International
Journal of Nanomedicine, 12, (2018).

Putnam, D. Kopecek, J.: Enantionselective release of S-fluorouracil from
N-(2-hydroxypropyl)methacrylamide-based copolymers via lysosomal enzymes.
Bioconjugate Chemistry, 6 (4), 483-492 (1995).

46



(23)

(24)

(25)

(26)

(27)

(28)

(29)

(30)

(1)

(32)

(33)

Theek, B.; Baues, M.; Ojha, T.; Mockel, D.; Veettil, S. K.; Steitz, J.; van Bloois,
L.; Storm, G.; Kiessling, F.; Lammers, T.: Sonoporation enhances liposome
accumulation and penetration on tumors with low EPR. Journal of Control
Release, 231, 77-85 (2016).

Zang, X.; Lin, Y.; Gillies, R. J.: Tumor pH and its measurement. Journal
of nuclear medicine: official publication, Society of Nuclear Medicine, 51 (8),
1167-1170 (2010).

Kumari, P.; Ghosh, B.; Biswas, S.: Nanocarriers for cancer-target drug delivery.
Journal of Drug Targeting, 24 (3), 179-191 (2016).

Dostalova, S.; Vaculovicova, M.; Adam, V.; Kizek, R.: Viry jako
nanotransportéry léciv. Journal of Metallomics and Nanotechnologies, 1 (1),
30-33 (2014).

Mody, V. V.; Siwale, R.; Singh, A.; Mody, H. R.: Introduction to metallic
nanoparticles. Journal of Pharmacy & Bioallied Sciences, 2 (4), 282-289 (2010).
Heger, Z.; Eckschlager, T.; Stiborovd, M.; Adam, V.; Zitka, O.; Kizek, R.:
Modern nanomedicine in treatment of lung carcinomas. Klinicka onkologie,
28 (4), 245-250 (2015).

Chandran, P. R.; Reny, T. T.. Gold nanoparticles in cancer drug delivery,
v Nanotechnology application for tissue engineering (Thomas, S.; Grohens, Y.;
Ninan, N., ed.), 221-237. William Andrew, 1% edition (2015).

Asahi, T.; Uwada, T.; Masuhara, H.: Single particles spectroscopic study on
surface  plasmon resonance probing local environmental condition,
v Nanoplasmonics: from fundamentals to applications (Masuhara, H.; Kawata, S.,
ed.), 219-228. Elsevier Science, 1% edition (2006).

Tokajuk, G.; Niemirrowicz, K.; Deptula, P.; Piktel, E.; Ciesluk, M.; Wilczewska,
A. Z.; Dabrowski, J. R.; Bucki, R.: Use of magnetic nanoparticles as a drug
delivery system to improve chlorhexidine antimicrobial activity. International
Journal of Nanomedicine, 12, 7833-7846 (2017).

Chomoucka, J.; Drbohlavova, J.; Huska, D.; Adam, V.; Kizek, R.; Hubalek, J.:
Magnetic nanoparticles and target drug delivering. Pharmacological Research,
62 (2), 144-149 (2010).

McBain, S. C.; Yiu, H. H. P.; Dobson, J.: Magnetic nanoparticles for gene and
drug delivery. International Journal of Nanomedicine, 3 (2), 169-180 (2008).

47



(34)

(35)

(36)

(37)

(38)

(39)

(40)

(41)

(42)

(43)

(44)

Hlavacek, A.; Skladal, P.: Kvantové tecky: Priprava, kojugace a vyuziti
v bioanalytické chemii a biologii. Chemické Listy, 105, 611-615 (2011).
Mravinacova, S.: Protinddorova léciva doxorubicin a ellipticin a jejich transport
ve formeé nanocastic: Bakalarska prace, katedra bunécné biochemie PiF UK, Praha
(2016).

Liang, F.; Chen, B.: 4 review on biomedical applications of single-walled carbon
nanotubes. Current Medicinal Chemistry, 17 (1), 10-24 (2010).

Bianco, A.; Kostarelos, K.; Prato, M.: Applications of carbon nanotubes in drug
delivery. Current Opinion in Chemical Biology, 9 (6), 674-679 (2005).

Chae, S.; Hotze, E. M.; Wiesner, M. R.: Possible applications of fullerene
nanomaterials in water treatment and reuse, v Nanotechnology applications for
clean water: Solutions for improving water quality (Street, A.; Sustich, R.;
Duncan, J.; Savage, N., ed.), 329-338. William Andrew, Norwich NY USA
(2014).

Khalid, S.; Khalid, I.: Carbon nanotubes-properties and applications: a review.
Carbon Letters, 14 (3), 131-144 (2013).

Alavi, M.; Karimi, N.; Safaei, M.: Application of various types of liposomes in
drug delivery system. Advanced Pharmaceutical Bulletin, 7 (1), 3-9 (2017).

Zhang, Y.; Huang, Y.; LI, S.: Polymeric micelles: nanocarriers for cancer-
targeted drug delivery. An Offical Journal of the American Association
of Pharmaceutical Scientists, 15 (4), 862-871 (2014).

Solubility enhancement of hydrophobic drugs via drug-loaded micelles using
biodegradable PEG- polyester diblock copolymers. SIGMA-ALDRICH [online].
[cit. 2019-04-02]. Dostupné z: https://www.sigmaaldrich.com/technical-
documents/articles/materials-science/plga-drug-delivery.html

Yadav, H. K. S.; Al Halabi, N. A.; Alsalloum, G. A.: Nanogels as novel drug
delivery systems — a review. Journal od Pharmacy and Pharmaceutical Research,
1(5),(2017).

Bencherif, S. A.; Siegwart, D. J.; Srinivasan, A.; Horkay, F.; Hollinger, J. O.;
Washburn, N. R.; Matyjaszewski, K.: Nanostructured hybrid hydrogels prepared
by a combination of atom transfer radical polymerization and free radical

polymerization. Biomaterials, 30 (29), 5270-5278 (2009).

48


https://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/materials-science/plga-drug-delivery.html
https://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/materials-science/plga-drug-delivery.html

(45)

(46)

(47)

(48)

(49)

(50)

(51

(52)

(53)

(54)

(55)

(56)

Madaan, K.; Kumar, S.; Poonia, N.; Lather, V.; Pandita, D.: Dendrimers in druh
delivery and targeting: Drug-dendrimer interactions and toxicitx issues. Journal
of Pharmacy & Bioallied Sciences, 6 (3), 139-150 (2014).

Lee, J. S.; Feijen, J.: Polymerosomes for drug delivery: design, formation and
characterization. Journal of Controlled Release, 161 (2), 473-483 (2012).

Anajafi, T.; Mallik, S.: Polymersome-based drug-delivery strategies for cancer
therapeutics. Therapeutic Delivery, 6 (4), 521-534 (2015).

Buckiova, D.; Ranjan, S.; Newman, T. A.; Johnston, A. H.; Sood, R.; Kinnunen,
P. K.; Popelat, J.; Chumak, T.; Syka, J.: Minimally invasive drug delivery to the
cochlea through application of nanoparticles to the round window membrane.
Nanomedicine (Lond), 7 (9), 1339-1354 (2012).

Verma, D.; Gulati, N.; Kaul, S.; Mukherjee, S.; Nagaich, U.: Protein based
nanostructures for drug delivery. Journal of Pharmaceutics (2018).

Schoonen, L.; van Hest, J. C.: Functionalization of protein-based nanocages for
drug delivery applications. Nanoscale, 6 (13), 7124-7141 (2014).

Lohcharoenkal, W.; Wang, L.; Chen, Y. C.; Rojanasakul, Y.: Protein
nanoparticles as drug delivery carriers for cancer therapy. BioMed Research
International (2014).

Alijjabali, A. A. A.: Viral nanoparticles: a drug delivery platform. Journal
of Pharmacology and Toxicology, 1 (1), 1-2 (2017).

Sullivan, E. C. O.; Miller, C. M.; Deane, F. M.; McCarthy, F. O.: Emerging
targets in the bioactivity of ellipticines and derivatives, v knize Studies in natural
products chemistry: volume 39 (ATTA-UR-RAHMAN), 189-232. Elsevier
(2013).

Gate, L.: Ellipticine, v xPharm: The comprehensive pharmacology reference
(Enna, S. J.; Bylund, D. B., ed.), 1-3. Elsevier (2007).

Avendaio, C.; Menéndez, J. C.: DNA intercalators and topoisomerase inhibitors,
v Medicinal chemistry of anticancer drugs (Avendano, C.; Menéndez, J. C., ed.),
199-228. Elsevier Science (2008).

Stiborova, M.; Rupertova, M.; Schmeiser, R. R.; Frei, E.: Molecular mechanisms
of antineoplastic action of an anticancer drug ellipticine. Biomedicinal Papers
of the Medical Faculty of the University Palacky, Olomouc, Czechoslovakia,
150 (1), 13-23 (2006).

49



(57)

(58)

(39)

(60)

(61)

(62)

(63)

(64)

(65)

(66)

Auclair, C.: Multimodal action of antitumor agents on DNA: the ellipticine series.
Archives of Biochemistry and Biophysics, 259 (1), 1-14 (1987).

Garbett, N. C.; Graves, D. E.: Extending nature’s leads: the anticancer agent
ellipticine. Current Medicinal Chemistry Anticancer Agents, 4 (2), 149-172
(2004).

Stiborova, M.; Bieler, C. A.; Wiessler, M.; Frei, E.: The anticancer agent
ellipticine on activation by cytochrome P450 forms covalent DNA adduct.
Biochemical Pharmacology, 62 (12), 1675-1684 (2001).

Stiborova, M.; Rupertova, M.; Frei, E.: Cytochrome P450- and peroxidase-
mediated oxidation of anticancer alkaloid ellipticine dictates its anti-tumor
efficiency. Biochimica et Biophysica Acta, 1814 (1), 175-85 (2011).

Stiborova, M.; Frei, E.: Ellipticines as DNA-target chemotherapeutics. Current
Medicinal Chemistry, 21 (5), 575-591 (2014).

Andrews, W. J.; Panova, T.; Normand, C.; Tikhonova, I. G.; Panov, K. L:
Old drug, new target: ellipticines selectively enhibit RNA polymerase [
transcription. Journal of Biological Chemistry, 288 (7), 4567-4582 (2013).

Juret, P.; Tanguy A.; Girard, A.; Le Talaer, J. Y; Abbatucci, J. S.; Dat-Yuong; Le
Pecq, J. B.; Paoletti, C.: Hydroxy 9-methyl 2-ellipticinium Acetate (NSC 264-137).
Toxicologic Study and Therapeutic Effect in 100 Cancers. La Nouvelle Presse
Medicale, 8 (18), 1495-1498 (1979).

Juret, P.; Heron J. F.; Couette, J. E.; Delozier, T.; Le Talaer, J. Y.:
Hydroxy-9-methyl-2-ellipticinium for osseous metastases from breast cancer: a 5-
vear experience. Cancer Treatment Reports, 66 (11), 1909-1916 (1982).

Mathé, G.; Hayat, M.; De Vassal, F.; Schwarzenberg, L.; Schneider, M.;
Schlumberger, J. R.; Jasmin, C.; Rosenfeld, C.: Methoxy-9-ellipticine lactate. 3.
Clinical screening: its action in acute myeloblastic leukaemia. Revue Europeenne
d‘Etudes Cliniques et Biologiques, 15 (5), 541-545 (1970).

Caille, P.; Monesir, J. M.; Droz, J. P.; Kebrt, P.; Goodman, A.; Ducret, J. P.;
Theodore, C.; Spelman, M.; Rouesse, J.; Amiel, J. L.: Phase II trial of elliptinium
in advanced renal cell carcinoma. Cancer Treatment Reports, 69 (7-8), 901-902

(1985).

50



(67)
(68)

(69)

(70)

(71)

(72)

(73)

(74)

(75)

Klener, P.: Protinddorova terapie. Galén, Praha (1996).

Arguello, F.; Alexander, M. A.; Greene, J. F. jr.; Stinson, S. F.; Jorden, J. L.;
Smith, E. M.; Kalavar, N. T.; Alword, W. G.; Klabansky, R. L.; Sausville, E. A.:
Preclinical evaluation of 9-chloro-2-methylellipticinium acetate alone and in
combination with conventional anticancer drugs for the treatment of human brain
tumor xenografts. Journal of Cancer Research and Clinical Oncology, 124 (1),
19-26 (1998).

Singh, M. P.; Hill, G., C.; Poec‘h, D.; Rayner, B.; Imbach, J. L.; Lown, J. W.:
High-field NMR and restrained molecular modeling studies on a DNA
heteroduplex containing a modified apurinic abasic site in the form of covalently
linked 9-aminoellipticine. Biochemistry, 33 (34), 10271-10285 (1994).

Kohn, K. W.; Waring, M. J.; Glaubiger, D.; Friedman, C. A.: Intercalative
binding of ellipticine to DNA. Cancer Research, 35 (1), 71-76 (1975).

Avendano, C.; Menéndez, J. C.: Other anticancer drugs targeting DNA and
DNA-associated enzymes (Avendafio, C.; Menéndez, J. C.), 273-323. Elsevier
Science, 2™ edition (2015).

Froelich-Ammon, S. J.; Patchan, M. W.; Osherodd, N.; Thompson, R. B.:
Topoisomerase Il binds to ellipticine in the absence or presence of DNA.
Characterization of enzyme-drug interactions by fluorescence spectroscopy.
The Journal of Biological Chemistry, 270 (25), 14998-15004 (1995).

Andoh, T.: DNA topoisomerases in cancer therapy: present and future. Springer
Science & Buseness Media (2012).

Kizek, R.; Adam, V.; Hrabéta, J.; Eckschalger, T.; Smutny, S.; Burda, J. V.; Frei,
E.; Stiborova, M.: Anthracyclines and ellipticines as DNA-damaging anticancer
drugs: recent advances. Pharmacol & Therapeutics, 133 (1), 26-39 (2012).
Kotrbova, V.; Mrazova, B.; Moserova, M.; Martinek, V.; Hodek, P.; Hudecek, J.;
Frei, E.; Stiborova, M.: Cytochrome bs shifts oxidation of the anticancer drug
ellipticine by cytochromes P450 1A1 and 142 from its detoxication to activation,
thereby modulating its pharmacological efficacy. Biochemical Pharmacology,

82 (6), 669-680 (2011).

51



(76)

(77)

(78)

(79)

(80)

(81)

(82)

(83)

Stiborova, M.; Cerné, V.; Moserova, M.; Mrizova, L.; Artl, V. M.; Frei, E.: The
anticancer drug ellipticine activated with cytochrome P450 mediates DNA
damage determining its pharmacological efficiencies. studies with rats, hepatic
cytochrome P450 reductase null (HRN™) mice and pure enzymes. International
Journal of Molecular Science, 16 (1), 284-306 (2014).

Kim, J. Y.; Lee, S. G.; Chung, J. Y.; Kim, Y. J.; Park, J. E.; Koh, H.; Han, M. S.;
Park, Y. C.; Yoo, Y. H.; Kim, J. M.: Ellipticine induces apoptosis in human
endometrial cancer cells: the potential involvement of reactive oxygen species and
mitogen-activated protein kinases. Toxicology, 289 (2-3), 91-102 (2011).
Stiborova, M.; Sejbal, J.; Borek-Dohalska, L.; Aimova, D.; Poljakova, J.;
Forsterova, K.; Rupertova, M.; Wiesner, J.; Hudecek, J.; Wiessler, M.; Frei, E.:
The anticancer drug ellipticine forms covalent DNA adducts, mediated by human
cytochromes P450, through metabolism to 13-hydroxyellipticine and ellipticine
N?-oxide. Cancer Research, 64 (22), 8374-8380 (2004).

Stiborova, M.; Rupertova, M.; Aimova, D.; Ryslava, H.; Frei, E.: Formation and
persistence of DNA adducts of anticancer drug ellipticine in rats. Toxicology, 236
(1-2), 50-60 (2007).

Stiborovd, M.; Indra, R.; Moserovd, M.; Rupetovd, M.; Martinek, V.
Eckschlager, T.; Kizek, R.; Frei, E.: Cytochrome bs increases cytochrome P450
3A4-mediated activation of anticancer drug ellipticine to 13-hydroxyellipticine
whose covalent binding to DNA is elevated by sulfotransferases and
N,O-acetyltransferases. Chemical Research in Toxicology, 25 (5), 1075-1085
(2012).

Chadwick, M.; Silveira, D. M.; Platz, B. B.; Hayes, D.: Comparative
physiological disposition of ellipticine in several animal species after intravenous
administration. Drug Metabolism and Disposition: Biological Fate of Chemicals,
6 (5), 528-541 (1978).

Branfman, A. R.; Bruni, R. J.; Reinhold, V. N.; Silveira, D. M.; Chadwick, M.;
Yesair, D. W.: Characterization of the metabolites of ellipticine in rat bile. Drug
Metabolism and Disposition: Biological Fate of Chemicals, 6 (5), 542-548 (1978).
Ismail, M. A.; Sanders, K. J.; Fennell, G. C.; Latham, H. C.; Wormall, P.; Rodger,
A.: Spectroscopic studies of 9-hydroxyellipticine binding to DNA. Biopolymers,
46 (3), 127-143 (1998).

52



(84)

(85)

(86)

(87)

(88)

(89)

(90)

1)

(92)

Fossé, P.; René, B.; Le Bret, M.; Paoletti, C.; Saucier, J. M.: Sequence
requirements for mammalian topoisomerase Il mediated DNA cleavage stimulated
by an ellipticine derivative. Nucleic Acids Research, 19 (11), 2861-2868 (1991).
Fossé, P.; René, B.; Charra, M.; Paoletti, C.; Saucier, J. M.: Stimulation
of topoisomerase Il-mediated DNA cleavage by ellipticine derivatives:
structure-activity relationship. Molecular Pharmacology, 42 (4), 590-595 (1992).
Hofle, G.; Glaser, N.; Leinbold, T.; Setkow, M.: Epothilone A-D and their
thiazole-modified analogs as novel anticancer agents. Pure and Applied
Chemistry, 71 (11), 2019-2024 (1999).

Stiborova, M.; Poljakova, J.; Ryslava, H.; Dracinsky, M.; Eckschlager, T.; Frei,
E.: Mammalian peroxidases activate anticancer drug ellipticine to intermediates
forming deoxyguanosine adducts in DNA identical to those found in vivo and
generated from 12-hydroxyellipticine and 13-hydroxyellipticine. International
Journal of Cancer, 120 (2), 243-51 (2007).

Thirumaran, R.; Prendergast, G. C.; Gilman, P. B.: Cyfotoxic chemotherapy in
clinical treatment of cancer, v Cancer immunotherapy (Prendergast, G. C.; Jaffee,
E. M., ed.), 101-116. Academic Press (2007).

Kumar, A.; White, J.; Christie, R. J.; Dimasi, N.; GAO, C.: Antibody-Drug
Conjugates, v Annual Reports in Medicinal Chemistry: volume 50 (Robert A.
Goodnow Jr, ed.), 441-480. Elsevier (2017).

Gerson, S. L.; Caimi, P. F.; William, B. M.; Creger, R. J.: Pharmacology and
molecular mechanisms of antineoplastic agent for hematologic malignancies,
v Hematology (Hoffman, R.; Benz, E. J.; Abutalib, S. A., ed.), 849-912. Elsevier
(2018).

Zeman, S. M.; Phillips, D. R.; Crothers, D. M.: Characterization of covalent
adriamycin-DNA adducts. Proceedings of the National Academy of Science
of the USA, 95 (20), 11561-11565 (1998).

Senes-Lopes, T. F.; Lopez, J. A.; do Amaral, V. S.; Brandao-Neto, J.; de Rezende,
A. A.; da Luz, J. R. D.; Guterres, Z. D. R.; Almeida, M. D. G.: Genotoxicity
of Turnera subulata and Spondias mombin x Spondias tuberosa extracts from

Brazilian caatinga biome. Journal of Medical Food, 21 (4), 372-379 (2018).

53



(93)

(94)

(95)

(96)

97)

(98)

(99)

(100)

(101)

(102)

Chen, K. S.; Gresh, N.; Pullman, B.: 4 theoretical investigation on the sequence
selective binding of adriamycin to double-stranded polynucleotides. Nucleic
Acids Research, 14 (5), 2251-2267 (1986).

Chaires, J. B.; Fox, K. R.; Herrery, J. E.; Britt, M.; Waring, M.J.: Site and
sequence specificity of the daunomycin-DNA interaction. Biochemistry, 26 (25),
8227-8236 (1987).

Chaires, J. B.; Herrery, J. E.; Waring, M.J.: Preferential binding of daunomycin to
5’ATCG and 5°ATGC sequences revealed by footprinting titration experiments.
Biochemistry, 29 (26), 6145-6153 (1990).

Forrest, R. A.; Swift, L. P.; Rephaeli, A.; Nudelman, A.; Kimura, K.; Phillips, D.
R.; Cutts, S. M.: Activation of DNA damage response pathways as a consequence
of anthracycline-DNA adduct formation. Biochemical Pharmacology, 83 (12),
1602-1612 (2012).

Taatjes, D. J.; Gaudiano, G.; Resing, K.; Koch, T. H.: Redox pathway leading to
the alkylation of DNA by the anthracycline, antitumor drugs adriamycin and
daunomycin. Journal of Medicinal Chemistry, 40 (8), 1276-1286 (1997).

Kato, S.; Burke, P. J.; Fenick, D. J.; Taatjes, D. J.; Bierbaum, V. M.; KOCH, T.
H.: Mass spectrometric measurement of formaldehyde generated in breast cancer
cells upon treatment with anthracycline antitumor drugs. Chemical Research in
Toxicology, 13 (6), 509-516 (2000).

Kato, S.; Burke, P. J.; Koch, T. H.; Bierbaum, V. M.: Formaldehyde in human
cancer cells: detection by preconcentration-chemical ionization mass
spectrometry. Analytical Chemistry, 73 (13), 2992-2997 (2001).

Yang, F.; Teves, S. S.; Kemp, C. J.; Henikoff, S.: Doxorubicin, DNA torsion, and
chromatin dynamics. Biochimica et Biophysica Acta, 1845 (1), 84-89 (2014).
Minotti, G.; Menna, P.; Salvatorelli, E.; Cairo, G.; Gianni, L.: Anthracyclines:
Molecular Advances and Pharmacologic Developments in Antitumor Activity and
Cardiotoxicity. Pharmacological Reviews, 56 (2), 185-229 (2004).

Berlin, V.; Haseltine, W. A.: Reduction of adriamycin to a semiquinone-free
radical by NADPH cytochrome P-450 reductase produces DNA cleavage in
a reaction mediated by molecular oxygen. Journal of Biological Chemistry,

256 (10),4747-4756 (1981).

54



(103)

(104)

(105)

(106)

(107)

(108)

(109)

(110)

(111)

(112)

(113)

Myers, C.: The role of iron in doxorubicin-induced cardiomyopathy. Seminars in
Oncology, 25 (4 Suppl 10), 10-14 (1998).

Thorn, C. F.; Oshiro, C.; Marsh, S.; Hernandez-Boussard, T.; McLeod, H.; Klein,
T. E.; Altman, R. B.: Doxorubicin pathways: pharmacodynamics and adverse
effects. Pharmacogenet Genomics, 21 (7), 440-446 (2011).

Doroshow, J. H.; Synold, T.W.; Somlo, G.; Akman, S. A.; Gajewsky, E.:
Oxidative DNA base modifications in peripheral blood mononuclear cells
of patients treated with high-dose infusional doxorubicin. Blood, 97 (9),
2839-2845 (2001).

De Beer, E. L.; Bottone, A. E.; Voest, E. E.: Doxorubicin and mechanical
performance of cardiac trabeculae after acute and chronic treatment: a review.
European Journal of Pharmacology, 415 (1), 1-11 (2001).

Kaddis, C. S.; Lomeli, S. H.; Yin, S.; Berhane, B.; Apostol, M. L.; Kickhoefer, V.
A.; Rome, L. H.; Loo, J. A.: Sizing Large Proteins and Protein Complexes
by Electrospray lonization Mass Spectrometry and lon Mobility. Journal of the
American Society for Mass Spectrometry, 18 (7), 1206-1216 (2007).

Uchida, M.; Kang, S.; Reichhardt, C.; Harlen, K.; Douglas, T.: The ferritin
superfamily: Supramolecular templates for materials synthesis. Biochimica
et Biophysica Acta, 1800 (8), 834-845 (2010).

Meldrum, F. C.; Heywood, B. R.; Mann, S.: Magnetoferritin: in vitro synthesis
of a novel magnetic protein. Science, 257 (5069), 522-523 (1992).

Zeth, K.; Hoiczyk, E.; Okuda, M.: Ferroxidase-Mediated Iron Oxide
Biomineralization: Novel Pathways to Multifunctional Nanoparticles. Trends in
Biochemical Sciences, 41 (2), 190-203 (2016).

Granier, T.; Gallois, B.; Dautant, A.; Langlois d’Estaintot, B.; Précigoux, G.:
Comparison of the structures of the cubic and tetragonal forms of horse-spleen
apoferritin. Acta Crystallographica. Selection D, Biological Crystallography,
53 (Pt 5), 580-587 (1997).

Wang, Z.; Haiyan, G.; Zhang, Y.; Liu, G.; Niu, G.; Chen, X.: Functional ferritin
nanoparticles for biomedical applications. Frontiers of Chemical Science and
Engineering, 11 (4), 633-646 (2017).

Chasteen, N. D.; Harrison, P. M.: Mineralization in ferritin: an efficient means

of iron storage. Journal of Structural Biology, 126 (3), 182-194 (1999).

55



(114)

(115)

(116)

(117)

(118)

(119)

(120)

(121)

Harrison, P. M.; Arosio, P.: The ferritins: molecular properties, iron storage
function and cellular regulation. Biochimica et Biophysica Acta, 1275 (3),
161-203 (1996).

Lin, X.; Xie, J.; Niu, G.; Zhang, F.; Gao, H.; Yang, M.; Quan, Q.; Aronova, M.
A.; Zhang, G.; Lee, S.; Leapman, R.; Chen, X.: Chimeric ferritin nanocages for
multiple function loading and multimodal imaging. Nano Letters, 11 (2), 814-819
(2011).

Zang, J.; Chen, H.; Zhao, G.; Wang, F.; Ren, F.: Ferritin cage for encapsulation
and delivery of bioactive nutrients: From structure, property to applications.
Critical Reviews in Food Science and Nutrition, 57 (17), 3673-3683 (2017).
Dostalova, S.; Vazzana, M.; Vaculovi¢ova, M.; Adam, V.; Kizek, R.: Interaction
of nanocarrier apoferritin with cytotoxic drug molecules. Journal of Metallomics
and Nanotechnologies, 3, 71-80 (2015).

Indra, R.; Cerna, T.: Heger, Z.; Hrabéta, J.; Wilhelm, M.; Dostalova S.;
Lengalova, A.; Martinkova, M.; Adam, V.; Eckschlager, T.; Schmeiser, H. H.;
Arlt, V. M.; Stiborova, M.: Ellipticine-loaded apoferritin nanocarrier retains
DNA adduct-based cytochrome P450-facilitated toxicity in neuroblastoma cells.
Toxicology, 419, 40-54 (2019).

Dostalova, S.; Cerna, T.; Hynek, D.; Koudelkova, Z.; Vaculovi¢, T.; Kopel, P.;
Hrabéta, J.; Heger, Z.; Vaculovi¢ova, M.; Eckschlager, T.; Stiborovd, M.; Adam,
V.: Site-directed conjugation of antibodies to apoferritin nanocarrier for targeted
drug delivery to prostate cancer cells. ACS Applied Materials & Interfaces,
8 (23), 14430-41 (2016).

Dostalovda, S.; Vasickova, K.; Hynek, D.; Kifizkovd, S.; Richtera, L.;
Vaculovicova, M; Eckschlager, T.; Stiborova, M.; Heger, Z.; Adam, V.:
Apoferritin as an ubiquitous nanocarrier with excellent shelf life. International
journal of nanomedicine, 12, 2265-2278 (2017).

Blazkova, 1.; Viet Nguyen, H.; Kominkova, M.; Konecnd, R.; Chudobova, D.;
Krejcova, L.; Kopel, P.; Hynek, D.; Zitka, O.; Adam V.; Kizek, R.: Fullerene as
a transporter for doxorubicin investigated by analytical methods and in vivo

imaging. Electrophoresis, 35 (7), 1040-1049 (2014).

56



»Svoluji k zaptjCeni této prace pro studijni ucely a prosim, aby byla fddné vedena evidence

vypujcovateld.*

Jméno a prijmeni,

adresa

Cislo OP

Datum vypujceni

Poznamka

57



