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Abstrakt

Cilem prace je provedeni literarni reSerSe na téma ovlivnéni viability bunék pfi interakci
s antracyklinovymi cytostatiky a nanoc¢asticemi TiO. Antracyklinova cytostatika jsou jednou
ze skupin nejvice pouzivanych chemoterapeutickych 1é¢iv, obzvlasté ¢asto vyuzivany je pak
jejich zastupce doxorubicin. Zavaznym nezadoucim uclinkem antracyklinii pfi para podani
léciva (extravazaci) je nekrotizace okolni tkdn€. Zatim neni k dispozici uc¢inna 1écba tohoto
nezadouciho u¢inku. Jednou z cest by mohlo byt vyuziti sorpénich a degradacnich vlastnosti
pro lidské télo netoxickych nanocastic TiO,. Pro antracykliny je charakteristicka rychla
adsorpce na povrch nanocéstic TiO; a naslednd degradace na netoxické produkty. Proto se
Vv reSersi dale zabyvam vyuZitim nanocastic TiOy, jejich unikatnimi chemickymi vlastnostmi a
zpusobem, jakym ovliviiuji viabilitu bun€k, zejména bunééné linie keratinocytt in vitro.
Z reserSe vyplyva, ze nedochazi ke snizeni viability bun¢k keratinocyti pfi jejich kultivaci
spole¢né s nanocasticemi TiO, a tim se otevira prostor pro dalsi studie na vyuziti nanoc¢éstic

TiO; pro 1é¢bu nekrotizujicich extravazaci antracyklint.

Klic¢ova slova

Antracyklinova cytostatika, doxorubicin, nanoc¢astice TiO, bunéénd viabilita, keratinocyty,
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Abstract

The goal of this thesis is to conduct a literary research about cell viability changes after
interaction with TiO, nanoparticules and anthracycline cytostatics. Anthracycline cytotoxic
agents are one of the most commonly used groups of antineoplastic drugs, particulary
doxorubicin. A serious side effect of anthracyclines in para drug administration
(extravasation) is necrosis of the surrounding tissue. Effective treatment for this side effect is
not available as of yet. One possible way could be to use sorption and degradation
characteristics of nanoparticles of TiO,, which are non-toxic to the human body.
Anthracyclines are characterized by rapid adsorption to the surface of nanoparticles of TiO;
and subsequent degradation to non-toxic products. Therefore further | deal with the use of
nanoparticles of TiO,, their unique chemical properties and the way they affect cell viability,
especially keratinocyte cell lines in vitro. It has been shown that there is no reduction in cell
viability when culturing keratinocytes together with TiO, nanoparticles and thus it opens the
door for further studies on the use of nanoparticles of TiO, for the treatment of necrotizing

anthracycline extravasation.
Keywords

Anthracycline cytostatics, doxorubicin, TiO, nanoparticles, cell viability, keratinocytes,

extravasation
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1 Uvod

Nadorova onemocnéni jsou jednou z nejcastéjsSich piicin tmrti ve svété a 1écebné metody,
kter¢ méme momentalné¢ k dispozici, jsou nedostacujici. To je divodem intenzivniho
onkologického vyzkumu, zaméteného na nové molekuly cilené 1€cby, imunoterapii a nové
I¢kové formy cytostatik s vyhodnégjsi distribuci 1é¢iva v organismu. Dalsi rychle se rozvijejici
vyzkumnou oblasti v medicin€ jsou nanotechnologie, kde momentalné probiha rapidni nartst
preklinickych a klinickych studii vyuzivajicich interakce mezi lé¢ivymi latkami a
nanocasticemi. Tento trend se objevuje naptiklad v 1é¢bé malignit. Cilem je zvysit u¢innost
protinadorové terapie zménou farmakokinetickych vlastnosti antineoplastik ve smyslu

zlepseni cileného dodéani 1é€iva do oblasti nddoru, pomalejsi eliminace a sniZeni nezddoucich

uc¢inkt diky niz§imu kontaktu 1é¢iva se zdravymi bunikami.

Lécba malignich onemocnéni je dosud =zalozena na pouziti cytotoxickych
chemoterapeutik. Nova biologicka 1éciva nebo molekuly cilené 1écby ptichazejici v soucasné
dob¢ na trh, maji vesmés podpiirny ucinek ve smyslu zvySeni kvality Zivota onkologického
pacienta a jeho prodlouzeni, ale ¢asto jsou ucinné pouze VvV kombinaci s cytostatiky.
Chemoterapie, tedy 1écba cytostatiky, tak stale patii mezi zakladni 1éCebné metody

v onkologii, véetné¢ mnoha zavaznych nezaddoucich Uc¢inkl s ni spojenych.

Nové lékové formy, vyuZzivajici napiiklad nanotechnologie, mohou zménénymi
farmakokinetickymi parametry vyznamné zvySit ucinnost lé¢by (cilenym pusobenim na
nadorové bunky) a na druhou stranu snizit vyskyt zavaznych nezddoucich ucinkd

chemoterapie (omezenim kontaktu se zdravymi buiikami).

Pouziti nanoc¢éastic mliZe napomoci k vyfeSeni nékterych komplikaci, se kterymi se
v chemoterapii setkavame, jako napf. rozpustnost a stabilita chemoterapeutika. DalSimi
zpusoby pouziti nanocastic jsou: ochrana chemoterapeutika pied ¢asnou degradaci a exkreci
z organismu, zlepSeni penetrace a cileného doruceni antioneoplastika pfimo do nadorovych

bunék.

Novou oblasti vyuziti nano¢astic by mohla byt 1écba extravazaci cytostatik. Diky svym
adsorpénim a zdrovenl degradacnim uCinkiim na cytostatika a malé toxicité¢ pro lidsky
organismus se nanocastice oxidu titani¢itého jevi byt vhodnym pfipravkem pro terapii tohoto

vazného nezadouciho uc¢inku.



2 Extravazace

Extravazace je proces, pfi kterém pronikéd libovolna tekutina ptfes krevni fecisté do
okolnich tkani. V chemoterapii je extravazaci mySlen neumyslny unik protinadorového lé¢iva
do podkozi ¢i subdermalni tkéné, kterd obklopuje intravendzni nebo intraarteridlni misto
vpichu (shrnuto v Pérez Fidalgo et al., 2012) véetné poskozeni zily u zavedeného centralniho
zilniho katetru (CVC-Central Venous Catheter-portu) (shrnuto v Schulmeister, 2011). U
dospélych se frekvence extravazaci pohybuji mezi 0,1-6 % a rozsah poskozeni zavisi na

koncentraci a mnozstvi chemoterapeutika (shrnuto v Schrijvers, 2002).

Mira poskozeni tkdné d€li protinddorova léCiva na vesikanty (latky zplsobujici

puchyfte), iritanty a nevesikanty (shrnuto v Pérez Fidalgo et al., 2012).

Extravazace iritantli maji za nasledek zanétlivé reakce, bolesti, otoky, ale dale také
hyperpigmentaci, paleni, erythem nebo zvysenou citlivost podél zily, kde doslo k aplikaci
(shrnuto v Schrijvers, 2002). Vétsinou nezpusobuji permanentni poskozeni tkané v misté
extravazace (shrnuto v Ener et al., 2004). Nevesikujici latky okolni tkan v misté extravazace

neposkozuji.

Vesikanty mohou zplisobovat tvorbu puchyit a viedi, odlupovéni kiize a dalsi lokalni
poskozeni souvisejici s rozvojem zanétu, vcetné nekrotizace tkan¢ v misté, kde doslo
k extravazaci (Obr. 1). Maji trvalé nasledky a jejich symptomy se projevuji ¢asné po para
podani cytostatika. NejCastéjsim pripadem extravazace vesikanti je para podani

antracyklinovych antibiotik doxorubicinu a epirubicinu (shrnuto v Schulmeister, 2011).

Obr. 1: PoSkozeni tkdni v dusledku extravazace. Vevo: Vred zpiisobeny extravazaci.
Vpravo: Progrese extravazace do nekrotické faze. Prevzato a upraveno dle (Sauerland et al.,

2006).



Vesikanty délime na latky tvofici vazby s DNA a latky, které se na DNA nevazou (Tab. 1).

Vesikanty, jez se na DNA nevazou, mivaji nepiimy toxicky efekt (shrnuto v Ener
et al., 2004; shrnuto v Schulmeister, 2011). Ptsobi jako intracelularni mikrotubulinové toxiny
a topoizomerazové inhibitory interferujici S mitézou, ale nedochazi u nich k samotnému
navazani na DNA. Mikrotubulové toxiny inhibuji polymerizaci mikrotubulinovych
heterodimert, brani tvorbé mitotického vieténka a prerusuji bunéény cyklus ve fazi mitozy, ¢i
naopak stabilizuji mitoézu inhibici depolymerizace a mnohonasobn¢ ji prodluzuji, coz vede
U nadorovych bun€k k apoptoéze. Ovlivnénim polymerizace tubulinu dochazi dale mimo jiné
k poskozeni cytoskeletu a ovlivnéni intracelularniho transportu. Vesikanty, které se na DNA
nevazou, jsou snadnéji metabolizovany a jejich clearance méd mnohem vyssi hodnoty. Tyto
latky jsou tedy rychleji eliminovany, takze nedochazi k dalsimu poskozovani tkané (shrnuto

v Ener et al., 2004; shrnuto v Schulmeister, 2011)

Vesikanty tvofici vazby s DNA jsou napfiiklad inhibitory topoizomerazy, jenz blokuji
enzymy, zodpovédné za rozpleteni DNA a rekonstrukci DNA pied a po replikaci
a transkripci. Tyto G¢inky, stejné jako pfima vazba na DNA, maji za nasledek brzdéni DNA
transkripce a replikace, coz je hlavni pfi¢inou bunééné smrti (shrnuto v Sauerland et al.,
2006).

Chemoterapentické vesikanty

Klasifikace Piiklady
DNA vazajici
Alkylujici agens Mechlorsthamin
Antracyklinova eyvtostatika Dauncrubicin, doxombicin, epirubicin,
idarubicin
Ostatni protinddorova cytostatika | Dactinemycin, mitomyein, mitexantron
DNA nevdzajici
Eostlinné alkaloidy Vinblastin, vincristin, vindezin, vinorelbin
Taxany Docetaxel, paclitaxel

Tab. 1: Déleni chemoterapeutickych vesikantii. Prevzato a upraveno dle (Schulmeister,
2011).

2.1 Klinicka prevence extravazace

Extravazace vesikanti patii mezi méné Casté nezaddouci udalosti spojené s podavanim
chemoterapie. Jejich pfiznaky se objevuji Casné a bez terapeutického zasahu se postupné

zhorsuji az k fazi nekrozy. Nejlepsi prevenci je podavani vesikant pies centralni Zilni katetr



(CVC). I ptes zvysenou bezpecnost a minimalizaci rizik pti pouziti CVC nedochazi k tiplné

eliminaci extravazaci z diivodi protékani CVC. Unik cytostatika miiZe nastat jako nasledek:

1
2
3.
4

o

separace katetru od télniho portu

zZafezu ve vystupnim katetru

trhliny ¢i naruseni katetru v portovém septu

vzniku fibrinové blanky na Spicce vystupniho katetru a naslednému nadmérnému
tlaku v okoli jehly

netplného propichnuti jehly pies portové septum

spontanni retrakce $pic¢ky katetru ze subklavidlni zily

(shrnuto v Ener et al., 2004; shrnuto v Goolsby and Lombardo, 2006).

Aplikace cytostatik periferni Zilou se nedoporucuje, pokud se ma jednat o dlouhodobou

infuzi nebo o opakované podani. Nastane-li takovy pfipad, musi byt administrace neustale

monitorovana. Protoze spravna aplikace je stézejni prevenci extravazaci, byly sepsany

nasledujici smérnice:

Vesikant by mél byt podavan pies recentné zavedeny katetr a pfi aplikaci by se
mélo vyhnout podavéani do hibetu ruky ¢i v okoli kloubti, kde extravazace mutize
vest k funkénimu poskozeni.

Preferen¢né by k podani mélo dojit pres CVC, hlavné pokud se jedna o dlouhou
infuzi a opakovanou dlouhodobou lé¢bu.

Neméla by byt provadéna aplikace do koncetiny s narusenou cirkulaci ¢i po
provedeni disekce lymfatickych cest.

Kriticky je vybér spravného katetru a spravné zalepeni mista vpichu tak, aby
nebylo zakryto a byla umoznéna dobra viditelnost.

Spravné zavedeni katetru nesmi byt testovano cytotoxickym Ié¢ivem.

Pacienti maji byt upozornéni na to, ze maji okamzité hlésit jakékoliv bolesti.

Pfi pozorovani zarudnuti, otoku ¢i navratu krve do katetru ma byt administrace

cytostatika ukoncena (shrnuto v Ener et al., 2004).



2.2 Lécba

Pokud se vyskytne podezieni, ze doSlo k extravazaci cytostatika, musi se okamzité
zastavit infuze, odhadnout ptfedpokladané mnozstvi extravazovaného cytostatika

a dokumentovat precizné vSechny informace (shrnuto v Schulmeister, 2011).

Pii extravazaci DNA vazajiciho vesikantu se doporuCuje jako pocatecni
nefarmakologické 1écba aplikace chladnych obkladd, jejichz cilem je zptsobit konstrikci cév
a tim zabranit dalSimu S$ifeni vesikantu do pfilehlych tkani. Pouziti teplych obkladd se
osvédcilo pii extravazaci DNA nevazajiciho vesikantu, kdy teplo zvySuje tok krve a tim
i absorpci a distribuci vesikantu do centralniho obéhu, kde dojde k nasledné metabolizaci
léciva a jeho vyloucCeni zorganismu. DalSi neinvazivni metodou je promyvani mista
fyziologickym roztokem, ktery ma natedit koncentrované cytostatikum ve tkanich a jeho
nasledné odsati. Od tohoto postupu se na mnohych pracovistich ustupuje z dtvodu rizika

poskozeni okolni tkané (shrnuto v Langer et al., 2009).

Dalsi 1écebny postup zéavisi na mnozstvi, koncentraci a typu vesikantu (DNA
vazajiciho ¢i nevazajiciho) a umisténi extravazace. K operativnimu zakroku odstraiujicimu
nekrotické tkané vétSinou dochdzi pii extravazaci na DNA vazajiciho vesikantu v delSim
casovém odstupu. V posledni dob¢ se ukazuje, ze zakrok provedeny béhem prvnich 24 hodin
ma vys§i uspéSnost v prevenci rozsahlé nekrotizace tkané a rozvoji infekci s ni spojenych
(shrnuto v Schulmeister 2011; shrnuto v Langer et al., 2009). Takovéto invazivni metody se
pouzivaji v kombinaci s fluorescenéni mikroskopii. Do mista extravazace se vpichne
IV fluorescencni latka a slouzi jako identifikator tkan€, kterd nekrdze jest€é nepodlehla

(shrnuto v Langer et al., 2009).

Pti farmakologické 1écbé extravazaci se aplikuje 1é¢ivo povrchové €i nitroZiln€ na
misto postizeni. V dosavadni 1écbeé extravazaci antracyklinli se nejcastéji pouziva lokalné
dimethylsulfosid (DMSO). V ptipad¢ rozsahlejsi extravazace je indikovan parenteralné

i . v. infuzi dexrazoxan (shrnuto v Schulmeister, 2011).

DMSO ma antioxidacni a protizanétlivé ucinky a zpomaluje ¢i zcela zabranuje tvorbé
viedi (Lebredo et al., 1992). Podanim koncentrovaného roztoku se zvySuje kozni
permeabilita, ¢imz dochazi Kk podpotfe absorpce extravazovanych vesikanti a odstranéni
volnych radikali. DMSO se pouziva samostatné nebo Vv kombinaci s jinymi lééebnymi

metodami, napf. s aplikaci studenych suchych obkladu, v pozdéjsich fazich s lokalni aplikaci



krémt s kortikosteroidy nebo antibiotiky. Jeho ucinnost je empiricky ovéfend, ale neni
zalozena na EBM (EBM-Evidence Based Medicine) studiich (shrnuto v Ener et al., 2004;
shrnuto v Goolsby and Lombardo, 2006; shrnuto v Langer et al.,, 2009; shrnuto
v Schulmeister, 2011).

Dal§i moznosti 16¢by extravazaci je jiz zminény i. v. dexrazoxan, jenz se vaze na Fe*
Vv burice a tim zabranuje tvorb¢é volnych radikalt. Dale se vaze i na DNA topoizomerazu I,
ale vjiném stadiu katalytického cyklu neZ antracykliny a Sc¢asovym omezenim a tim
znemoznuje navazani antracyklint a dlouhodobou inhibici DNA topoizomerazy Il (shrnuto
v Jordan et al., 2009; shrnuto v Schulmeister, 2011). V provadénych studiich pii parenteralni
aplikaci dexrazoxanu po extravazaci antracyklinového antibiotika doslo v ¢asovém odstupu
ke zmenSeni tkanové léze a nasledné k celkové menSimu poSkozeni tkané v souvislosti

s extravazaci (Mouridsen et al., 2007).

2.3 Bunécna smrt zptisobena antracykliny

Bylo popsano nékolik navrhovanych mechanismi bunééné smrti indukované
antracykliny. Patii mezi né nekroza, apoptdza, autofagie a senescence (shrnuto v Zhang et al.,

vvvvvv

mechanismy, tedy nekr6za a apoptdza.

Programovand bunétna smrt neboli apoptoza je regulovana aktivni forma bunécné
smrti, zavisla na dodané energii a nevyvolavajici zanétlivou reakci. Jednoduseji feceno je pfi
apoptoze zachovana membranova integrita vVytvofenim apoptotickych télisek, diky nimz je
mozné odstranit apoptotické zbytky bunky pomoci fagocytozy. Mezi morfologické zmény
typické pro apoptozu patii smrsténi bunky, vakuolizace, kondenzace chromatinu a DNA
fragmentace (shrnuto v Dartsch et al., 2002; shrnuto v Zhang et al., 2009).

Nekroéza je typickd prasknutim bunééné stény a vede k zanétu a mobilizaci imunitniho
systému. Zda se byt G¢inngjsi cestou V eliminaci nadorovych bunék nez apoptoza (shrnuto
v Dartsch et al., 2002). Jedna se o nekontrolovatelny, energeticky nezavisly proces. Dochazi
pfi ném k zmohutnéni cytoplazmatickych organel, coz je obzvlast patrné u mitochondrii.
Jednim z duvodi se zda byt oxidativni stres, kdy ROS (Reactive Oxygen Species) zpusobuji
pretizeni mitochondrii vapnikem, vyprazdnéni zasob ATP a bunécnou smrt. Antracykliny,
vtomto piipadé doxorubicin, zplUsobuji poskozeni DNA mitochondrii, poruchy

v mitochondrialni respiraci, mitochondrialni dysfunkce a nedostatek ATP, coz vede k nekroze



(shrnuto v Zhang et al., 2009). V in vitro studiich bylo popsano, ze antracyklinova cytostatika
indukuji v in vitro podminkach jak apoptézu, naptiklad aclarubicin, tak i nekrozu, napiiklad
doxorubicin, daunorubicin a mitaxantron (shrnuto v Dartsch et al., 2002; Koceva-Chyta et al.,
2005).

2.4 Mechanismus nekrotického t¢inku doxorubicinu

Prvotnim iniciatorem nekrézy je receptor indukujici bunéénou smrt TNFR 1 (tumor
nekrotizujici receptor 1). Samotné zahajeni bunéné smrti nastava po navazani TNF a (tumor
nekrotizujiciho faktoru) na receptor TNFR 1 a dle zmény intracelularniho signalu od TNFR 1

dochazi k bud’ k apoptdze, nekroze ¢i autofagii (shrnuto v Vandenabeele et al., 2010).

24.1 PARP-1

Jedna z cest bunééné smrti, kterou muze indukovat doxorubicin, je bioenergeticka
nekroza (shrnuto v Vandenabeele et al., 2010). Genotoxicky stres mize vzniknout
nadmérnym poSkozenim DNA reaktivnimi formami kysliku (ROS). ROS jsou molekuly
odvozené od kysliku, které¢ snadno oxiduji jiné molekuly. Intracelularni ROS jsou nejéastéji
odvozeny od superoxidu O’=, jenz se tvoii jednoelektronovou redukci O,. O je pak

pfeménén superoxiddismutazou na peroxid vodiku H,O; (shrnuto v Sena and Chandel, 2012).

Tento stres zpusobuje hyperaktivitu nuklearniho enzymu (poly - (ADP-ribosa)
polymeraza I) PARP-1 (Los et al., 2002; shrnuto v Minotti et al., 2004; shrnuto v Tacar et al.,
2013). PARP-1 je nuklearni enzym, ktery je soucasti opravného mechanismu DNA a jeho
transkripéni regulace (Kraus, 2008). Jeho hyperaktivita vede k tiniku NAD" a ATP z buiiky,
coz vede k jejimu energetickému kolapsu, uvolni se AIF (apoptosis-inducing-factor, apoptozu
indukujici faktor) z vnitini mitochondrialni membrany (Obr. 2), dojde k jeho relokalizaci do
jadra, kde katalyzuje DNA fragmentaci, tim jesté zvysi produkci PARP-1 a cyklus se neustale
opakuje (Kroemer et al., 2007; shrnuto v Tacar et al., 2013; shrnuto v Vandenabeele et al.,
2010).
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Obr. 2: PARP-1 (poly - (ADP-ribosa) polymerdiza 1) zprostiedkovand bunéénd smrt
nezavisla na kaspdazach. Hyperaktivace PARP-1 zpiisobuje nekrotizaci tim, zZe vyprdzdni
bunécné zasoby NAD™ a ATP, coz vede K presunuti AIF z mitochondrii do jadra, kde AIF
pusobi jako transkripcni faktor. Prevzato a upraveno dle (Hong et al., 2004).

24.2 NF-«xB

Dalsi signalni kaskada indukovana doxorubicinem a vedouci k zanétu, nekroze a napft.
kardiomyopatii je nuklearni faktor kB (nuclear factor kB) (shrnuto v Tacar et al., 2013). NF
kB patii do heterogenni skupiny dimerickych transkripénich faktord, které se fadi do rodiny
proteini REL. Aktivace NF kB probiha pomoci TNFR 1, a to sice po navazani patogent,
toxint, ale i 1€kt a oxidanti (shrnuto v Vandenabeele et al., 2010). Je zodpovédny za
bunécnou proliferaci, imunitni odpovéd’ zpiisobenou expresi urcitych gent a celkové preziti
buiiky. V zavislosti na oxidativni stimulaci mize indukovat jak bunécéné déleni, tak bunécnou

smrt (Wang et al., 2002).

Jak jiz bylo zminéno, ROS stoji na pocatku spusténi kaskady. V nestresovanych
bunkach je aktivni forma NF kB Vv cytosolu navazana na inhibitor IkBa. Ptijde-li stimulace od
zanétlivych cytokinli ¢i oxidantl, IkBa je fosforizovano upstreamovou kinazou IkB (IKK),
coz vede Kk polyubiquitinaci a degradaci IkB proteazami (Obr. 3). To ma za nasledek
vypusténi a translokaci NF kB komplexu do jadra (shrnuto v Chen et al., 1999). Aktivovany
NF kB se vaze na specifickou sekvenci DNA a reguluje expresi genu fidicich zanétlivou

reakci, apoptozu, nekrozu ¢i karcinogenezi (Wang et al., 2002).
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Obr. 3: Zjednodusené schéma aktivace dimeru NF-xB. Po stimulaci dojde k fosforylaci
dimeru za pomoci IKK, polyubiquitinaci a degradaci. Uvolnény NF kB je translokalizovan do

jddra, kde reguluje genovou expresi. Prevzato a upraveno dle (Albert S. Baldwin, 1996).



3 Antracyklinova cytostatika

mezi jedny z nejefektivnéjSich protinadorovych 1é¢iv. Jsou ziskavany fermenta¢nimi procesy
z pudni bakterie Streptomyces peucetius. Prvni z izolovanych antracyklini byl daunorubicin
(DNR) v roce 1963, nasledn¢ pak doxorubicin (DOX) v roce 1968 a epirubicin (EPI) v roce
1975 ¢i analog daunorubicinu — idarubicin (IDA), izolovany v roce 1976. V dnesni dobé
antracykliny zaujimaji dominantni pozici v 1é¢bé karcinomu plic, prsu, §titné zlazy, Zaludku
a vaje¢niki. Dale se vyuzivaji k 1é¢bé lymfoblastické a myeloidni leukémie, Non-Hodgkinova
a Hodgkinova lymfomu, sarkomt mékkych tkani, osteosarkoml, neuroblastomu

a nefroblastomt (shrnuto v Kizek et al., 2012; shrnuto v Verrill, 2001).

DOX sdili s DNR stejné necukerné slozky, které se skladaji z tetracyklickych kruha
s prilehlymi chinonovymi a hydrochinonovymi skupinami v kruzich B a C (Obr. 4),
methyloxy substituenty na C4 v kruhu D a z kratkého vedlejsiho fetézce na C9 v kruhu A, kde
je na Cl13 napojena karbonylova skupina. Jediny rozdil mezi daunorubicinem
a doxorubicinem je pravé tato karbonylova skupina, ktera je doxorubicinu zakonéena
primarnim alkoholem, zatimco u daunorubicinu methylovou skupinou. Tento maly rozdil

v chemickém slozeni ma velky dopad na aktivitu a i¢innost doxorubicinu a daunorubicinu.

Sacharid napojeny na C7 kruhu A glykosidickou vazbou se nazyva daunosamin. Sklada se
z 3-amino-2,3,6-trideoxy-fucosyl skupiny a epimerizaéni zménou polohy hydroxylové
skupiny z axialni do ekvatorialni roviny ziskdme semisynteticky derivat doxorubicinu —
epirubicin (EPI). Uinnost zistava zachovana, ale tato epimerizace ma za nasledek zménu ve
farmakokinetickych a metabolickych vlastnostech epirubicinu. Idarubicin je analogem

daunorubicinu vznikajici po odstranéni 4- methyloxy skupiny na kruhu D.
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Obr. 4: Struktury doxorubicinu (DOX), daunorubicinu (DNR), epirubicinu (EPI), a
idarubicinu (IDA). Teckované Sipky ukazuji na strukturni modifikaci epirubicinu ve srovndni

s doxorubicinem. Prevzato a upraveno dle (Minotti et al., 2004).

DOX se pouziva primarné k1é¢bé rakoviny prsu, nadord détského veéku, sarkomu
mékkych tkani a agresivnich lymfomd. DNR ma vétsi ucinnost v 1écbé akutnich
lymfoblastickych a myeloblastickych leukémii. IDA nachazi vyuziti pfi 1é¢bé akutni
myeloidni leukémie, mnohocetného myelomu a Hodgkinova lymfomu. EPI je G¢inny v 1écbé

karcinomu prsu, zaludku a sarkomi.

Samotné klinické vyuziti DOX a DNR je limitovano rezistenci nddorovych bunék
(multidrug rezistence — MDR) a toxicitou vznikajici ve zdravych tkanich (kardiomyopatie,
srdecni selhani). Riziko rozvoje srde¢niho selhdni 1ze omezit nepiekrocenim celoZivotnich
kumulativnich davek antracyklint (napt. u doxorubicinu v rozmezi 450-600 mg/m?) ( shrnuto
v Kizek et al., 2012; shrnuto v Minotti et al., 2004).

Antracykliny patii mezi interkalacni latky, jez se vazou na DNA. Napiiklad po

interkalaci doxorubicinu do DNA zdravych bun¢k dochéazi k apoptéze a tvorbé komplexu
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DNA-doxorubicin, ktery je endocytovan dal§imi zdravymi bunikami a dochazi k cyklu

systematického posSkozovani tkan¢ (Mouridsen et al., 2007).

3.1 Mechanismus protinadorového acinku

3.1.1 Interkalace do DNA

Interkalacni latky se na DNA vazou a vmezetuji svoje planarni chromatofory mezi

baze dvousroubovice DNA a tvoii snimi hydrofobni interakce. Samotna interkalace je

stabilizovana vodikovymi mustky mezi bazemi DNA.

Antracyklinovy kruh se vmezetuje mezi baze DNA svou
dlouhou osou témét kolmo k 0se dvousroubovice DNA (Obr. 5).
Jeden z kruht zastava roli kotvy, ktera stabilizuje komplex pies
vodikové mustky aminosacharidi lezicich v malém Zlabku.
Vodikové mustky katalyzuji interakci  aminosacharidi
s chromatofory antracyklinovych antibiotik (shrnuto v Rabbani
et al., 2005). Jeden z dalsich mechanismu interkalace muze
zahrnovat tvorbu komplexu antracyklinovych antibiotik s
zelezem. Fe kationty se navazou na molekulu antracyklinu,
komplex se vystavi oxidativnimu stresu, dojde k reakci
reaktivnich forem kysliku sbunéénou slozkou za vzniku
formaldehydu a ten se kovalentné navaze na aminoskupinu
antracyklinu za tvorby Schiffovy baze. Komplex se vmezeti do
DNA a Schiffova baze vytvoti kovalentni vazbu na 2-amino
skupinu guaninu v malém zlabku DNA (Taatjes and Koch,
2001).

3.1.2 Inhibice topoizomerézy II

Obr. 5: Interkalace

doxorubicinu do DNA
dvousroubovice.

Prevzato a upraveno

dle (Yang et al., 2014)

v

organismech. Modifikuji topologii DNA beze zmény struktury deoxynukleotidli a sekvenci.

Regulace topologie usnadiuje replikaci, transkripci a jiné procesy v bunééném jadre.

Topoizomeraza | tvofi jednovlaknové zlomy, zatimco topoizomeraza II dvouvlaknové.

Topoizomeraza Il je ATP-dependentni enzym a v lidském organismu Se vyskytuje ve dvou

formach — topoizomeraza lla, jiz prevazné exprimuji délici se burky, a topoizomeraza IIf, jez

se vyskytuje vnedélicich se bunkach (naptf. bunky myokardu). Jednim z mechanismt

antracyklint je inhibice funkce topoizomerazy II, ktera vede ke zlomim v molekule DNA a
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k buné&¢né smrti (shrnuto v Minotti et al., 2004; Pommier et al., 2010; shrnuto v Yang et al.,
2014; shrnuto v Zhang et al., 2012).

Pti superspiralizaci dvousroubovice DNA dojde k navdzani topoizomerazy I, jez
enzymatickou c¢innosti vytvofi zlomy na obou fetézcich dvousroubovice DNA, protdhne
vzniklou $térbinou vlakna DNA a zalepi zlom. Timto uvoliuje torzni napéti vznikajici pii
replikaci ¢i transkripci DNA. Inhibice antracykliny nastdva v momenté, kdy se navazou na
topoizomerazu Il navazanou na DNA. Vznikne trojny komplex antracyklin — DNA —
topoizomeraza |l a dojde k zabranéni opravy zlomu v dvousroubovici. Samotna stabilizace a
formace trojného komplexu je zavisla na strukturnich determinantech. Zatimco planarni
chromatofor antracyklinu je dtlezity pro interkalaci, v inhibici hraje roli cukerna slozka, ktera

se neinterkaluje a lezi v malém Zlabku (shrnuto v Minotti et al., 2004; Pommier et al., 2010)

3.1.3 Dalsi mechanismy zodpovédné za rozvoj nezadouci toxicity
Jak jiz bylo feceno, mezi hlavni mechanismy protinadorového ucinku antracyklint

patii interkalace do DNA a inhibice DNA topoizomerdzy II. Avsak jejich dasledkem jsou

dalsi mechanismy ovlivitujici viabilitu bunék a také zptuisobujici nezadouci toxicitu.

3.1.3.1 Tvorba volnych radikala

Sekundarni mechanismus toxicity antracyklinti se zaklada na jejich schopnost tvorby
volnych radikald in vivo, které svym pulsobenim poskozuji bunéfnou membranu, DNA
a proteiny. Doxorubicin se oxiduje na semichinonovy radikal, jenZ je nestabilnim metabolitem
reagujicim s kyslikem a tvoficim reaktivni formy kysliku, jako je superoxidovy aniontovy
radikal O . a peroxid vodiku H,0,. ROS zpisobuji poskozeni membran peroxidaci lipidi
a dale poskozuji DNA, indukuji oxidativni stres a spousti apoptotické mechanismy vedouci
k bun&éné smrti (Bachur et al., 1979; shrnuto v Minotti et al., 2004; Stenglova Netikova et al.,
2016; shrnuto v Yang et al., 2014).

Uvolnéni zeleza z intracelularnich zdroju je doprovodnym jevem intracelularni reakce
doxorubicinu. Volné radikaly se také tvofi reakci Zeleza a doxorubicinu za tvorby vedlejSiho
metabolitu doxorubicinolu. Tvorbou komplexu doxorubicin — Fe?* miize dojit ke katalyzaci
Fentonovy reakce, tranzitni kovy Fe?* a Cu?* redukuji peroxid vodiku na vysoce reaktivni

hydroxylové radikaly.
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H,0, + Fe* — HO= + OH + Fe®*

Fe** je Gasto zpét redukovano na Fe?* jinou molekulou H,0, za tvorby hydroperoxylového
radikdlu a protonu. To ma za nasledek disproporci H,O; a vyslednym produktem jsou dva
rizné kyslikaté radikaly, kde jsou H" a OH" vedlejsi produkty reakce (shrnuto v Minotti et al.,
2004; Stenglova Netikova et al., 2016; shrnuto v Yang et al., 2014).

Kardiomyocyty maji v porovnani s nadorovou buikou mnohem vyssi pocet
mitochondrii a jsou tedy mnohem citlivéjsi vii¢i oxidativnimu stresu zptisobenému ucinkem
doxorubicinu. Metabolit doxorubicinol interferuje sregulaci Zeleza a vapniku
v mitochondriich a také s FoF; protonovou pumpou. FoF; pumpa je tvofena komplexem dvou
oligomernich proteini a je zodpovédna za ulozeni volné energie, ktera je tvofena b&hem
oxidace NADH a FADH, (elektron-transportni fetézec), do formy elektrického potencialu
a protonového gradientu, ktery je tvofen na vnitini membrané. Tvorba ATP z ADP a P;
pomoci FoF je zptisobena pohybem protonil zpét pfes vnitini membranu mitochondrie. Proces
dychaciho fetézce narusuje doxorubicinol, jenz spousti uvolnéni cytochromu c¢ do prostoru
mezi vnitini a vné&j§i membrinou mitochondrii a nastiva iniciace apoptozy (Stenglova

Netikova et al., 2016).

3.1.3.2 Tvorba DNA adukta

Doxorubicin je schopen vytvaret kovalentni adukty s DNA pomoci interakce
s formaldehydem (Obr. 6). Ten je vedlej$im produktem radikalovych reakci uhlikatych
substratd. Formaldehyd vytvoii konjugat s dvéma molekulami doxorubicinu, dojde
k hydrolyze a vytvofeni monomerniho metabolitu. Doxorubicin je nasledné navazan na DNA
pomoci kovalentni vazby mezi aminoskupinou guaninu a aminoskupinou daunosaminu.

Stabilita aduktu je zajistovana vodikovymi mistky mezi komplexem a druhym vlaknem DNA

(shrnuto v Cultts et al., 2005; shrnuto v Minotti et al., 2004; shrnuto v Yang et al., 2014).
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Obr. 6: Interakce doxorubicinu s DNA pomoci formaldehydu. Doxorubicin se vdze na
guanin prvniho vidkna DNA pomoci formaldehydu, na druhém viakné DNA je vazba

zprostiedkovana vodikovymi muistky. Prevzato a upraveno dle (Yang et al., 2014).

3.2 Vedlejsi acinky

Mezi ¢asné nezadouci ucinky antracyklind, jez se po podani projevuji v ramci hodin,
dnti a tydnt, patii gastrointestindlni toxicita provazend nevolnosti, bolesti bficha a zvracenim.
Myelotoxicita a s ni spojena suprese tvorby bilych a ¢ervenych krvinek je vyrazné ovlivnéna
velikosti davky. Mezi pozdni projevy toxicity patiéi sekundarni malignity, napf. leukémie

wevr

a kardiotoxicita, jez se fadi mezi nejzavaznéjsi vedlejsi Gcinky (shrnuto ve Verrill, 2001).

3.2.1 Kardiotoxicita
Antracyklinova kardiotoxicita se projevuje pomalym zhorSovanim srde¢ni funkce,

které muze pokracovat roky po dokonéeni terapie antracyklinovymi antibiotiky. Mira
poskozeni srde¢ni funkce a srde¢ni anomalie jsou ovlivnény vékem pacienta. Samotné pouZiti
antracyklinu k1écbé détské leukémie vykazuji dobrou ucinnost, ale az u 65 % pacienti
dochazi ke kardiomyopatii. Pacienti vysSiho véku byvaji jesté citlivéjsi. Kardiomyopatie je
piimym dusledkem tvorby ROS, které¢ v disledku peroxidace lipidi poSkozuji
mitochondridlni membrany v bunikach (shrnuto v Elliott, 2006). K nejvétsim zménam dochazi
pravé v mitochondriich a mitochondridlnich proteinech esencialnich pro oxidativni fosforylaci
a obranu proti oxidantim. Déle dochazi ke zménam v proteinech mitochodrialniho stresu a ke

zménam v regulaci a neorganizované expresi desminu, jenz hraje dulezitou roli v interakci
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s mitochondriemi. Dochazi také k hojnému zvysSeni vyskytu chaperoni a proteint podilejicich
se na chaperonem indukované autofagii, opravaich DNA a membran, ale téz na apoptdze
(Stérba et al., 2011). Dalsi z mechanismil po§kozeni srdeéni tkané je interkalace antracyklini
do DNA a tvorba komplexu s DNA topoizomerazou Il. K poskozeni kardiomyocyti
interkalaci dochazi pouze pii vysokych davkach antracyklinti. Byl prokazan vliv volnych
radikalt tvoticich se recyklaci chinond a semichinont a zvySujicich oxidativni stres. Nasledna
kardiotoxicita je zplsobena tim, Ze kardiomyocyty obsahuji snizené mnozstvi
antioxidativnich mechanismti (superoxiddismutazy, antioxidantkatalazy), coz je oproti
normalnim bunikdm ¢ini citlivéjS$imi k poSkozeni a apoptdze. Srde¢ni poskozeni jsou nevratnd
a kjejich odhaleni se pouzivaji metody jako echokardiografie, identifikace kardio-
specifickych biochemickych markera (kardiotroponin T) nebo biopsie tkané (shrnuto v Elliott,
2006).

3.2.2 Nekrotizace tkani po extravazaci

Nitrozilni podéani antracyklini a jejich extravazace do okolnich tkani muze vést
k nekroze pokozky, podkozi, nervi, cév, vazii. Samotna extravazace je provazena intenzivni
bolesti a otoky. Tvorba viedd trva tydny az mésice po extravazaci a jejich 1écba je velice

zdlouhava.

Antracykliny zptsobuji lokalni smrt bun€k, bud pifimo vazbou na DNA, nebo
zvysenou tvorbou ROS a hydroxylovych radikald. Antracykliny nemohou byt pomoci
lymfatickych cest z mista extravazace odstranény a nasledné metabolizovany, proto po
endocytolyze uvolnéné antracykliny piechazeji do dalSich okolnich bunék a zpiisobuji jejich
smrt. Proces se neustale opakuje, dochdzi k chronickému poSkozeni kiize a okolnich mékkych
tkani. Uvedené bylo potvrzeno i tim, Ze doxorubicin lze nalézt v tkanich i nékolik mésicti po
extravazaci (shrnuto v Ener et al., 2004; Goolsby and Lombardo, 2006; shrnuto v Langer
et al., 2009).
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4 Nanocastice TiO:2

4.1 TiO:2

Oxid titanicity se pfirozené vyskytuje ve tfech pfirodnich polymorfnich strukturach:
anatasu, brookitu a rutilu. Strukturni jednotka polymorfu je oktahedron (Obr. 7), skladajici se
z iontu Ti** obklopeného Sesti ionty O (Liang, 2012).

2

Obr. 7: Oktahedron. Titan zndzornén Sede, kyslik cervené. Prevzato a upraveno dle (Liang,
2012)

Rozdily spo¢ivaji v miizkovych strukturach (Obr. 8) a maji za nasledek rozdilnou hustotu a

elektrické vlastnosti.

Obr. 8: Krystalicka struktura TiO, a) anatas b) brookit c) rutil. Prrevzato a upraveno dle
(Stengl et al., 2009)

Komer¢ni vyroba TiO, zapocala na zacatku 20. stoleti a od té doby je hojné pouzivan
jako pigment v kosmetice (titanova béloba), malifskych barvach ¢i opalovacich krémech
a Vv potravinaiském primyslu se zase vyuzivaji jeho bélici ucinky. V poslednich letech se
zkoumaji jeho fotovoltaické a fotokatalytické schopnosti v souvislosti s efektivnéj$im
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vyuzitim solarni energie (Li et al., 2009). Pfi pouziti nanoc¢astic je zadany velky mérny
povrch, nebot’ zvysSuje miru interakce mezi povrchem a médiem (shrnuto v Chen and Mao,
2007).

4.2 Nanocastice TiO:

Farmakokinetické zakonitosti zajistuji distribuci 1€kt do celého téla. Proto je
cytotoxicky 1ék dopraven i do zdravé tkané a muze ji poSkozovat (shrnuto v Oh et al., 2009).
Nanocastice TiO, vétsi nez 20 nm jsou v biologickych systémech chemicky nereaktivni,
naopak mensi Castice jsou v dusledku povrchovych defektl velice reaktivni a vazou k sobé
samovoln¢ fadu ligandi. TiO; nanocastice jsou téz nerozpustné ve vodé, stabilni v suspenzich
a nevykazuji z&dnou radioaktivitu. Podle zpisobu ptipravy mohou mit dobrou
biokompatibilitu a nemusi vykazovat chemickou toxicitu ve zvifatech ani lidech (Liang,
2012). Koncept vyuziti nanotechnologie systému dorucujicich 1é¢ivo (DDS) predstavuje
slibnou metodu pro sniZeni toxicity cytotoxickych 1éCiv. Nékteré studie potvrzuji efektivitu
vyuziti nanocastic TiO; v 1é¢bé rakoviny a jejich vyuziti jako chytrych DDS diky jejich
unikatnim vlastnostem (Song et al., 2008). Ve studii Wanga (Wang et al., 2007) byla srovnana
biologicka reakce pfi oralnim podani suspenze nanocastic a mikrocastic TiO2 mySim. Po dvou
tydnech nebyla u mysi s nanocasticemi pozorovana zadna akutni toxicka reakce a po pitve

tkan¢ nevykazovaly abnormalni aktivitu ani pfitomnost nadorovych bunék.

4.2.1 Piiprava
Nanocastice se mohou piipravovat mnoha metodami. Vysledny produkt kazdé z nich

se 1i8$i mérnym povrchem, toxicitou a typem aglomerace. Toxicita nanocastic je zpisobena
metodou piipravy, kdy béhem vyroby molekula nanocastice TiO, mize byt povrchové
znecisténa nezreagovanymi funkénimi skupinami. Viabilita bun€k je pak ovlivnéna podle
toho, z ¢eho jsou nanocastice TiO, vyrobeny. Pokud vstupni latky pro vyrobu nanocastic
obsahuji skupiny, které mohou byt pro buiku toxické (naptiklad dusi¢nany, dusitany,
chloritany), mtize i vysledny produkt na svém povrchu tyto skupiny také obsahovat. Jedna
z nevhodnych metod je naptiklad sol-gel metoda, kdy se pfi pfipravé Spatné¢ vymyvaji
organické reakéni zbytky a vysledny produkt je nutno je§té tepelnd upravit (Stengl et al.,
2009). Metoda vhodna pro piipravu netoxickych nanoc¢astic TiO, je homogenni hydrolyza,
kdy se ksyntéze nanoCastic pouzivaji biogenni prvky neobsahujici Zadna organicka
rozpoustédla ¢i toxické latky. Vzniklé nanocastice TiO, jsou vhodné k adsorpci latek

(Bakardjieva et al., 2005; Subrt et al., 1999). Jednou z dalich metod je piiprava TiO;
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Z peroxokomplexti, pfiCemz se peroxokomplex rozklada na vodu a TiO, a nedochazi

ke znecisténi nanocastic reakénimi produkty (Murafa et al., 2009).

4.2.2 Vazebnost na antracykliny
Vazebna mista se na antracyklinech nachazeji na chelataénim chinonu a na fenolovych

kyslicich (Obr. 9A) nachazejicich se na obou stranach antracyklinovych aromatickych skupin
(Barick et al., 2010). Doxorubicin ma signifikantni schopnost vazat se na povrch nanoc¢astic
TiO,, které jsou pripraveny homogenni hydrolyzou TiOSO, S ureou. Pfi smichani roztoku
doxorubicinu s nano&asticemi TiO; dojde K jejich adsorpci do 5 min (Obr. 9B) (Stenglova
Netikova et al., 2016).

Obr. 9: Vazba doxorubicinu na nanocastice TiO,. A) Schématickad prezentace doxorubicinu
vazaného na povrch nanocastic TiO; pomoci slabych vazebnych interakci, jako jsou vodikové

muistky. B) Navdzany doxorubicin na povrch nanocastic TiO, v roztoku. Prevzato a upraveno

dle (Stenglova Netikova et al., 2016).
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4.2.3 Drug Delivery System antracyklint s TiO:
V soucasnosti se nanoc¢astice vyuzivaji predevsim jako drug-delivery systémy (DDS).

U protinddorovych 1€¢iv 1ze napiiklad vyuzit pH dependentni DDS.

Idealni DDS by nemélo byt schopno vyvazat protinadorové léky pii pH krve, coz je
okolo 7,4, ale pii snizeni pH pod tyto hodnoty by mélo dojit k rychlému vyvazani. Recentni
studie ukazuji, Ze pfi niz§im pH (5—6) dochazi k mnohem rychlejsimu uvolnéni antracyklini
z navazaného komplexu antracyklin—-TiO,. V cilené chemoterapii je toto zadana vlastnost
zvySujici €innost protinddorovych 1€¢iv, protoze extraceluldrni pH v okoli nddorovych bun¢k
miva slab¢ kyselé hodnoty. V endocytickych kompartmentech bunék se nachazi gradienty pH
v rozmezi od 4,5 do 6,5. Pii endocytéze komplexu protinadorového 1é¢iva a TiO, dojde pii
snizeném pH k jeho uvolnéni z komplexu. Nanocastice piedstavuji idealni DDS, protoze pfi
transportu krevnim feéistém (pH = cca 7,4) nedojde K jejich uvolnéni. (shrnuto v Zhang,
2012).

4.2.3.1 Prekonavani rezistence zprostiedované p-glykoproteinem (pgp)

Jednim z dalSich problémd v protinadorové terapii je rezistence bunék vuci
antracyklinovym antibiotikiim, zprostfedkovana P-glykoproteinem (Pgp), membranovym
transportnim proteinem. Ten aktivné pumpuje doxorubicin ven z bunék. Aplikace komplexu
zelezo—TiO; nanocastic mohou slouzit jako G¢inny prenase¢ pro doxorubicin. Tento komplex
je schopen piekonat P-glykoproteinem zprostiedkovany eflux ptekrocenim do bunééného
prostiedi a uvolnénim doxorubicinu z komplexu doxorubicin—-TiO, az acidifikaci uvnitf
bunéénych endosomi a doxorubicin pak muze vstoupit do bunétného jadra (Arora et al.,
2012).

4.3 Moznosti vyuziti doxorubicinu a TiO: p¥i extravazacich

Jak jiz bylo feceno, nanocastice TiO, maji unikatni vlastnosti, které jsou v dnes$ni
medicing velice dobie aplikovatelné. Mohou byt pouzity jako cileny DDS, jenZ mize zlepsit
vysledek protinadorové terapie tim, ze dojde K ptesnéjsimu cileni 1é¢iv na nadorové bunky
a ke snizeni toxicity a vedlej$ich u¢inkt (shrnuto v Estanqueiro et al., 2015; shrnuto ve Wicki
et al., 2015; shrnuto v Zhang, 2012).

Jednim z dalSich moznych vyuziti je vyvoj 1é¢ivého pripravku pro 1éCbu extravazaci
cytostatik. Cilem je nalezeni bezpecného, netoxického zpiuisobu degradace a eliminace

antracyklinovych cytostatik z mista extravazace. Prozatimné pouzivané léCebné piipravky
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jsou DMSO a dexrazoxan. Dexrazoxan je podavan do 6 hodin po extravazaci, pti podani po
Sesti hodinach jeho ucinnost klesd. Samotna administrace dexrazoxanu je podlozena pouze
nékolika preklinickymi studiemi aplikovanymi na zvifatech a dvéma multicentrickymi
studiemi, u kterych v8ak nejsou zadna kontrolni ramena ke srovnani (Mouridsen et al., 2007).
I pfes pomérné malou Cetnost extravazaci byvaji jejich nasledky rozsahlé a jsou doprovazeny
tvorbou viedi a nekrdzou, v extrémnich pfipadech muze dojit az ke ztraté koncetin nebo
umrti pacienta na sepsi jako disledku nekrotického loziska. Proto je jednim z cilti dnes$ni
mediciny nalezeni u¢inného prostfedku, jenz by byl schopen zamezit nasledkim extravazaci

(Stenglové Netikova et al., 2016).

Ukazuje se, Ze nanokrystalické oxidy kovii mohou mit wvysoky potencial
detoxifikacnich u¢inkd na antracyklinova cytostatika. Tato hypotéza byla vyslovena na
zéakladé poznatki o rozkladu bojovych otravnych latek typu yperitu pomoci nanocastic oxidi
titanu. Pii kontaminaci nékterych pfedmétli yperitem a naslednou expozici téchto predméta
nano¢asticim TiO, doslo k jejich dekontaminaci (Stengl et al., 2013). Nanostrukturni oxidy
tranzitnich kovt, pfevazné oxidu titanu a zeleza, maji schopnost degradovat jedy a adsorbovat
je na svij povrch. Jejich ucinky byly dokazany pii stechiometrické degradaci vojenskych
bojovych plynil yperitu, somanu a bojového plynu VX (Stengl et al., 2005). Cytostatika ze
skupiny oxazofosforinl jsou odvozena od dusikatych yperiti a podléhaji stejnym adsorbénim
a degradacnim jeviim. Zda se, Ze tyto mechanismy jsou G¢inné i pro dalsi skupiny cytostatik,

napf. antracyklinova antibiotika.

Béhem méteni fotokatalytické degradace doxorubicinu, kdy fotokatalyticka degradace
probiha na zakladé aktivace povrchu semi-konduktivnich materiala UV svétlem, bylo
pozorovano, ze doxorubicin ma vysokou schopnost vazat se na povrch nanocastic TiO;
(Obr. 10). Ve studii byl smichan 1 ml doxorubicinu (2 mg/ml) s0,25 g TiO;, a adsorpce
probéhla béhem 5 minut (Obr. 9B). Adsorbovany TiO, nabyl tvaru sférickych aglomerata
(Stenglova Netikova et al., 2016).
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Tio2 TiO2 with doxorubicin

Obr. 10: HRSEM (High resolution scanning electron microscopy) fotografie nanocdstic
TiO, (vlevo) a nanocdstic TiO; s navdzanym doxorubicinem (vpravo). a) aglomeraty ve
formé hroznii, b) sféricka cdstice TiO, c¢) HRSEM fotografie povrchu TiO, (Stenglovd
Netikova et al., 2016)

Tyto studie poukazuji na zcela novou moznost vyuziti nanoc¢astic TiO, v 1é¢b¢ extravazaci
po podani antracyklinovych antibiotik. Pro medicinské vyuziti nanocastic TiO, je tieba
prokdzat, ze suspenze nanocastic neni toxicka pro lidské buiiky. Proto bude probihat testovani

viability bunék, ovéfujici tuto podminku na keratinocytech in vitro.
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5 Testovani buneék in vitro

Chovani nanocastic TiO, uvniti bun¢k a metabolicka odpovéd’ bun€k na jejich pfitomnost
neni zcela jasna, proto je velice dulezité sledovat jejich U¢inek a miru toxicity na buiikéch

in vitro.

Ptijem, absorpce, distribuce a odpovéd’ bunck na 5 riznych forem nanocastic TiO, o rizné
krystalické struktufe a rozdilné vyrob¢ byla primarné testovana na epitelialnich bunikach plic
in vitro (Andersson et al., 2011; Ekstrand-Hammarstrom et al., 2012). Ve studii Ekstrand-
Hammarstroma (Ekstrand-Hammarstrom et al., 2012) byly kultivovany tfi bunééné linie
(normalni lidské bronchidlni epitelidlni bunky NHBE a plicni epitelidlni bunky A549
a BEAS-2B), kazda znich s kazdou zdanych forem nanocastic TiO,. Po kultivaci byl
testovdn bunéény piijem nanocastic TiOz, bunécnd viabilita, tvorba ROS a zanétlivych
cytokini. Ruzné formy nanocastic TiO, méely piesné definované fyzikalni (Tab. 2)
a chemické vlastnosti. V tabulce si lze povsimnout formy polymorfnich struktur nanoc¢astic
TiO, a velikosti jejich mé&mého povrchu. Kazda z forem ma v suspensi svoji typickou
morfologickou strukturu (Obr. 11). Vsechny tyto vlastnosti a vyrobni procesy A14, R9 a RS
byly popsany a uréeny v predchozich studiich (Andersson et al., 2007, 2002; Osterlund,
2010).

l'able 1. Physical properties of Ti(ls nanoparticles

Sample Crystal structune' Specific surface area l:m:.-';:: dxmn |_n1'|'.\|:|'I s [(nm)’ Dhyga ||||-|-.:|' D5 (pm)”
Al4 A 270 14 20 0.6 5.8 (6.1)
ABD A 11 Bl h 0.2 04 0.6 (1.2, 1.7)
RS R 300 3 3xd g 0.7, 1.8 [2.4)

RS R 40 9 G B0 0.7 6.1 [7.6)
P25 ~-B0% A 50 21 25 04, 07 0.2, 3.0 (4.2)

-20% R

Tab. 2: Piehled fyzikalnich vlastnosti nanocasticTiO,: 1) A — anatas; R — rutil. Prevzato

a upraveno dle (Andersson et al., 2011).

Ukazuje se, ze odpovéd plicnich epitelialnich bunék zavisi na fyzikalné chemickych
vlastnostech nanocastic TiO; a také typu bunék (Ekstrand-Hammarstrom et al., 2012). Bunky
byly kultivovany v médiu bez sérovych komponentt, protoze dle studie Verantha (Veranth
etal., 2007) mohou proteiny z 0,1% hovéziho séra interferovat s celularnim piijmem
nanocastic. Bunécna absorpce nanocastic byla viditelna jiz po dvou hodinach a po 24
hodinach se jesté zvysila. Byly pozorovany aglomeraty o velikosti okolo 0,1-1 pum umisténé
ve vezikulach v cytoplasmé, ale také v blizkosti jadra. Ve studii Anderssona (Andersson et al.,

2011) bylo uréeno, ze intracelularni distribuce zavisi jiz na aglomeracnim stadiu nanocastic
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TiO, v suspenzi pred aplikaci do bunééné kultury (Obr. 11). Nanocastice, jejichz aglomeraty
snadno disociuji, jsou snadnéji absorbovany do bun¢k. Také mékké aglomeraty jsou oproti
tvrdym mnohem snadnéji pohlceny bunikami (Andersson et al., 2011). Dale bylo u studie
Ekstrand-Hammarstroma (Ekstrand-Hammarstrom et al., 2012) namé&feno, Ze anatasova forma
P25 zpasobuje zvysenou produkci ROS ve vSech tfech bunécnych kulturach. A14 a A60
indukovalo zanedbatelné hladiny ROS v NHBE, v BEAS-2B oproti tomu jiz dobie
detekovatelné. Tvorba ROS anatasem A60 v bunécné kultuie A549 byla srovnatelna s BEAS-
2B. Rutily R9 a R5 indukovaly podobn¢ jako P25 zvySenou produkci ROS. Viabilita bun¢k
byla zmétfena pomoci AlamarBlue cytotoxického testu, pfi némz se méti schopnost Zivych
bunék redukovat oxidované nefluorescenéni modré barvivo — resazurin — na redukovanou
formu resorutin, ktery ma rizovou barvu (Gonzalez and Tarloff, 2001). Ukazalo se, ze zadna
forma danych péti druhii nanocastic TiO, nema signifikantni efekt na viabilitu bunék
(Ekstrand-Hammarstrom et al., 2012), avSak dochazelo k indukci zanétlivé odpovédi ve formé
sekrece cytokinti, kdy forma nanocastic P25 iniciovala zvysené uvolnéni IL-8 ve vSech tfech

kulturach ve srovnani s ¢istymi formami anatasu a rutilu. Zvysena zanétliva odpovéd’ byla

pozorovana i u A60 a R9 forem.

A60 )

Obr. 11: TEM fotografie aglomerdtit nanocdstic TiO,: a) anatas Al4, b) anatas P25, ¢)
anatas A60, d) rutil RS a e) rutil R9. Prevzato a upraveno dle (Andersson et al., 2011)

Ve studii Jaegera (Jaeger et al., 2012) bylo zkoumano, zda je poSkozeni mitochondrii
reaktivnimi  formami kysliku mechanismem cytotoxického a genotoxického efektu

zpusobeného nanocasticemi TiO; formy P25. Tento vyzkum probihal na lidskych
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keratinocytech HaCaT in vitro. Bylo naméfeno, ze buriky kultivované s nanocasticemi TiO;
indukuji tvorbu ROS, ale pfesto nebyl naméfen zvySeny pocet apoptickych/nekrotickych
bun¢k v dané kultuie oproti kontrole. Autofi tento vysledek vSak ptisuzuji ztrat¢ mnohych
pozdnich apoptickych bunék béhem promyvani bunécné kultury pred méfenim pritokovou

cytometrii.

V jedné z dalsich studii Chana (Chan et al., 2011) byl také zkouman efekt a cytotoxické
mechanismy nanocastic TiO, 0 velikosti 25 nm na imortalizovanou linii keratinocytd HaCaT.
Pomoci TEM snimkd se ukézalo, Ze muze dochdzet k poskozeni buinky tvorbou
mitochondrialnich ROS pfi interakci s nanocasticemi TiO,. ROS mohou také vznikat pted
vstupem do buiiky zprostfedkovanym endocytézou ¢i béhem poSkozeni membran penetraci
nanocastic, avSak pti méfeni se signifikantni lipidicka peroxidace membran nedokazala. Cela
tato studie neindukovala snizenou viabilitu bunék pii bunééné kultivaci keratinocytii
s nanocasticemi TiO,. Oproti ptedchozi studii, kde dochazelo k internalizaci nanoc¢astic do
keratinocyti HaCaT, ve studii Kisse (Kiss et al., 2008) pii pouziti anatasu o priméru 9 nm
U keratinocyti HaCaT nedoslo k endocytéze zadnych nanocastic. V tomto vyzkumu byly
aplikovany nanocéstice TiO; Vriznych koncentracich na bunécné linie keratinocytu,
melanocytd, fibroblastli a sebocytil in vitro. Také opalovaci krém obsahujici mikronové TiO;
V hydrofobni emulzi byl aplikovan na lidskou klZi transplantovanou na imunodeficientni
mysi in vivo. Pfi in vivo aplikaci nedoslo k zadné petentraci nanocastic ptes stratum corneum,
a nanocastice tedy nedosahly zadnych zivych bunék v transplantatech. V pokusech in vitro
byly 24 hodin po aplikaci pozorovany nanocastice TiO; ve fibroblastech, melanocytech, ale
prekvapivé oproti jinym studiim se nenachazely v HaCaT keratinocytech a SZ95 sebocytech.
Také bylo pozorovdno u bunécnych kultur melanocyti a fibroblasti zvySeni koncentrace
Ca?*, kdy nanocastice TiO; indukovaly zmény v homeostéze vapniku, coZ je nejspise piimym
dasledkem internalizace nanocastic do bunék. Ke snizeni riistu bun€k dochazelo piekvapive
ve vSech Ctyfech kulturach, i ptesto, Ze se u keratinocytl a sebocytli nanocastice nenachéazely
uvniti bunék. U keratinocytl, sebocytli a melanocytii po dvou dnech i ptes snizenou bunéénou
proliferaci nedoslo k bunééné smrti a nanocastice nesnizily mnozstvi viabilnich bun¢k, ale po
3-4 dnech se snizila viabilita fibroblasti. Bunééna smrt v lidskych dermalnich fibroblastech
byla dokdzana mnozstvim exprese annesinu-V, ktery je znamkou apoptézy. Dochazelo

I K inhibici proliferace keratinocyti doprovazenou supresi jejich diferenciace.

Studie Kocbeka (Kocbek et al., 2010) se zabyva dlouhodobym efektem nanocastic TiO;

na lidské keratinocyty bunééné linie NCTC2544. V prub¢hu 3 mésicti nebylo vSak naméfeno
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zadné zvyseni intracelularni koncentrace ROS a viabilita nebyla snizena ani pii kratkodobé

expozici v celém koncentraénim rozmezi aplikovanych nanoc¢astic TiO, na bunéénou kulturu.

K podobnému vysledku dosla studie Samberga (Samberg et al., 2010), kde bylo pouzito
osm druhtl nanocastic TiO; (vymyté/nevymyté o velikostech 20 nm, 50 nm a 80 nm; vymyté
a potazené castice o velikostech 20 nm, 50 nm, 80 nm; vymyté a potazené uhlikem
0 velikostech 25 nm a 35 nm). Nevymyté nanocastice snizovaly viabilitu, cozZ je ale ve studii
pfisuzovano residudlnim kontaminantiim, které zlstaly v suspenzi a mély nejspise nepiiznivy
efekt na buiky (napt. formaldehyd). U kultur s aplikovanymi nevymytymi nanoc¢asticemi také
dochazelo k sekreci zanétlivych cytokinti. Vymyté a uhlikem potazené nanocastice v bunécné

kultufe nevykazovaly zZadné signifikantni sniZeni viability.

Zajimavé je, ze ve studii Simona (Simon et al., 2011) pouzité nanocastice P25 TiO,
pozménily homeostdzu vapniku v buiikach, indukovaly snizeni bunééné proliferace o 13 %
oproti kontrolni skupiné a doslo i k reorganizaci jejich cytoskeletu, coz jsou vSechno jevy
spojené se zvy§enym prijmem Ca?*. Byly zde pouzity primarni pokozkové keratinocyty
(PHFK). Byla zkoumana internalizace a intracelularni distribuce nanocastic. Po 24 hodinach
byly nanocéstice detekovany ve formé agregatli uvniti bunky volné v cytoplazmé ¢i ve
vezikulach a na povrchu bunky a dochazelo k perinuklearni distribuci. Nedoslo k projevu
morfologickych zmén, coz byva vétSinou nasledkem toxicity, a nanocastice nebyly nalezeny
V mitochondriich, jadfe ani v jinych organelach. I pfes zvySeny piijem Ca?*, jenZ muze mit
spojitost s indukci buné¢né smrti, série testu vyvratila, Ze by nanocastice P25 TiO; snizovaly

bunécnou viabilitu.
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6 Zaver

Extravazace je zavazny nezadouci ucinek doprovazejici chemoterapii az v6 %
pfipadi. M4 za nasledek poskozeni tkang, které mtze vést k tvorbé viedl a k nekrotizaci. Pti
podavani antracyklinti, nejcastéji doxorubicinu ¢i epirubicinu, jez jsou V 1é¢bé nejhojnéji
vyuzivany, je riziko extravazace a nasledné nekrotizace velmi vysoké, vzhledem k jejich
mechanismu puasobeni. Jednd se o zivot ohrozujici nezadouci ucinek (riziko sepse
a organového selhani), v kazdém ptipadé negativné ovliviiujici kvalitu zivota postizeného

pacienta.

Nanocastice TiO, jsou netoxické slouceniny majici ve vztahu k antracyklinim
vynikajici adsorpéni a degrada¢ni schopnosti. Jsou hojné vyuzivany jako chytré systémy
dorucujici 1é¢iva (DDS) do mista nddoru a uvoliujici 1é¢iva naptiklad ptfi zméné pH. Ukazuje
se, ze zpusob vyroby ma obrovsky vliv na samotnou toxicitu nanocéstic TiO,. Nekteré
metody vyuzivajici organické slouceniny, jez jsou pro buiiky jiz do jisté miry toxické, mohou
zanechavat nezreagované funkéni skupiny na povrchu nanocéstic, coz ovliviiuje jejich
toxicitu. Homogenni hydrolyza a vyroba nanocastic z peroxokomplext se jevi jako jedna
Z nejméné toxickych piiprav a je vhodna pro pfipravu nanocastic TiO; k 1é¢ebnému vyuziti,
napf. pro adsorpci a degradaci antracyklinti. VIastnosti TiO; poskytuji idealni podminky pro
feSeni extravazaci po administraci antracyklinti, kdy pro bunky netoxické nanocastice TiO,
mohou adsorbovat a degradovat extravazované antracyklinové cytostatikum a tim 1 zabranit

nekrotizaci tkang a s ni spojenych problémd.

V provedené literarni reSerSi na viabilitu bun€k in vitro byla potvrzena minimalni
toxicita nanocastic TiO; vici bunéénym liniim lidskych nadora a keratinocytt. Ukazuje se, ze
i kdyz nanocastice indukuji tvorbu kyslikovych radikalt, nesnizuji signifikantné viabilitu
bunék oproti kontrolnim skupindm. V literarni reSerSi nebyly nalezeny zadné prace, které by
hodnotily vliv nanocastic TiO, na bunécné linie keratinocyti za souCasné kultivace
s doxorubicinem. I pfesto tato reSerSni prace poskytuje dostatek informaci, jezZ mohou slouzit
jako podklad k dalsimu  vyzkumu  viability = keratinocytdt  kultivovanych
s doxorubicinema nanocasticemi TiO,. Vysledky planovaného vyzkumu budou slouzit jako
zaklad pro vyvoj nového 1é¢ivého piipravku na bdzi nanocastic TiO; pro 1é€bu komplikaci

para podani antracyklint.
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