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ABSTRAKT 
Diplomová práce se zabývá studiem disociace a reasociace ferritinových proteinových 
klecí a jejich využitím v nanomedicíně. Většina prací, které se věnují cílené dopravě léčiv 
pomocí ferritinových klecí, pracuje s ferritinem izolovaným z koňské sleziny. Je to ale 
jeho původ, který vede k čím dál častějším otázkám o možné imunogenicitě v organismu 
pacienta, což poskytuje i hlavní motivaci k testování možnosti enkapsulace nízkomoleku-
lárních léčiv do ferritinů pocházejících z alternativních organismů. V praktické části byla 
experimentálně určena metoda pro studium disociace. Nativní polyakrylamidová gelová 
elektroforéza byla použita pro studium disociace koňského ferritinů o různém složení pod-
jednotek, lidského ferritinů a archeálního Pyrococcus furiosus ferritinů. Získané výsledky 
o disociaci podjednotek byly použity pro enkapsulaci nízkomolekulárního chemoterape­
utika doxorubicinu a následnou charakterizaci vzniklého komplexu ferritin-doxorubicin. 
Účinnost navržených nanoformulací byla ověřena při terapii maligních karcinomů prsu. 
Jako optimální se jeví lidský ferritin. Jeho složení z těžkých podjednotek koresponduje 
s nižší stabilitou proteinu, dochází tedy k efektivnějšímu rozpadu struktury a následné 
enkapsulaci cytostatika. Se svou enkapsulační výtěžností doxorubicinu 60%, nízkou hod­
notou polydisperzního indexu, efektivní cytotoxicitou ferritin-doxorubicin komplexu a mi­
nimálním rizikem imunitní odpovědi organismu pacienta dosahuje lidský ferritin lepších 
výsledků než běžně používaný ferritin izolovaný z koňské sleziny. 

KLÍČOVÁ SLOVA 
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ABSTRACT 
Diploma thesis deals with the study of dissociation and reassociation of ferritin protein 
cages and their use in nanomedicine. Most studies that are focused on targeted transport 
of pharmaceuticals using ferritin cages work with horse spleen ferritin. It is, however, 
its origin, which leads to increasingly frequent questions about possible immunogenicity 
in the patient's organism, which also provides the main motivation to test the possi­
bility of encapsulation of low-molecular drugs into ferritins originating from alternative 
organisms. In the practical part the method for the study of dissociation was experimen­
tally designed. Native polyacrylamide gel electrophoresis was used to study dissociation 
of equine ferritin composed of different subunit, human ferritin, and archeal Pyrococcus 
furiosus ferritin. The obtained subunit dissociation results were used to encapsulate 
the low molecular chemotherapeutic drug doxorubicin and for further characterization 
of the ferritin-doxorubicin complex. The efficacy of the designed nanoformulations has 
been verified in the treatment of malignant breast cancer. Human ferritin proves to be 
the optimal one. Its composition of heavy subunits corresponds to a lower protein 
stability, thus a more efficient opening of the structure and consequent encapsulation 
of the cytostatics occurs. With its 6 0 % encapsulation efficiency of doxorubicin, low 
polydispersity index, effective cytotoxicity of ferritin-doxorubicin complex and minimal 
risk of immune response to the patient's organism, human ferritin achieves better results 
than commonly used horse spleen ferritin. 
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Úvod 
Mnohé vedlejší účinky spojené s léčbou nádorových onemocnění negativně ovlivňují 
nejen fyzickou, ale i psychickou stránku života pacientů. Dodání léčiv pomocí nano-
částic je jednou z možností, jak tyto vedlejší účinky eliminovat. Nanomedicína tak 
patří mezi neustále se vyvíjející disciplíny a nadále se snaží najít strukturu s per­
fektními vlastnostmi, kterou by bylo možné použít jako multifunkční transportér. 

Na téma využití vhodného nanotransportéru je v práci provedena literární re­
šerše. Kromě obecných vlastností je teoretická část hlavně zaměřena na specifický 
popis ferritinu, jak z pohledu funkce v organismu, tak detailní popis struktury ve­
doucí k rozlišení několika typů ferritinu. V bioinformatické analýze jsou srovnány 
aminokyselinové sekvence ferritinu z různých organismů, jelikož se tato práce neza­
bývá pouze nejčastěji používaným ferritinem izolovaným z koňské sleziny, ale pracuje 
i s alternativními typy. 

V praktické části byla optimalizována metoda pro studium disociace a následné 
reasociace ferritinových proteinových klecí. Pomocí navržené metody byla ověřena 
enkapsulační výtěžnost chemoterapeutického léčiva - doxorubicinu. Po detailní cha­
rakterizaci vytvořených komplexů ferritin-doxorubicin byly tyto nanoformulace po­
užity pro terapii maligních karcinomů prsu. Faktory ovlivňující úspěšnost terapie, 
stejně jako stanovení optimálního typu ferritinu jsou diskutovány ve výsledkové části. 
Nechybí ani navržení programu pro automatické vyhodnocení snímků získaných po­
mocí světelné mikroskopie. 
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1 Využití nanočástic v medicíně 
Transport léčiv pomocí nanočástic je důležitou a relativně novou oblastí nanotech-
nologie. V minulosti se vývoj nového léčiva soustředil především na jeho účinnost, 
zatímco vedlejším účinkům na tělo pacienta se nepřikládal důraz. V dnešní době 
je značná pozornost věnována právě odstranění těchto negativních vedlejších do­
padů [1]. 

Toho lze dosáhnout cílením léčiva přímo do nádorové tkáně. Jedná-li se však o lé­
čivo nízkomolekulární, jeho cílení je obtížné a ne zcela specifické. Proto je vhodné 
využít enkapsulaci do nanotransportérů, které lze povrchově modifikovat snadněji, 
a tím je zacílení k nemocné tkáni přesnější [2]. Vzhledem ke svojí velikosti nanočástice 
více akumulují ve tkáni solidních malignit, což je výhoda, kterou tento přístup nazý­
vaný nanomedicína poskytuje [3]. Toto pasivní cílení solidních malignit je umožněno 
díky efektu zvýšené permeability a retence - E P R efekt [4], kdy jsou nanočástice 
s dlouhou dobou oběhu přijímány přednostně do nádorové tkáně přes penetrovaný 
endotel nádorového cévního zásobení a jsou pak akumulovány uvnitř nádoru v dů­
sledku snížené lymfatické drenáže [5]. Pro zajištění E P R efektu by nanotransportéry 
měly mít velikost menší než 100 nm [6]. Zdravé krevní cévy mají póry o velikosti 
10 nm, což je důvod požadavku, aby nanotransportéry byly větší [7]. Oproti tomu 
rychle vzniklá nádorová neovaskulatura obsahuje póry o velikosti 20-100 nm. 

Nanomedicína patří mezi neustále se vyvíjející disciplíny a nadále se snaží najít 
strukturu s perfektními vlastnostmi, kterou by bylo možné použít jako multifunkční 
transportér. Velký potenciál je připisován syntetickým materiálům, jako jsou napří­
klad fullereny, porézní duté nanočástice na bázi oxidu křemičitého, ale také jedno­
vrstvé nanotrubice [2]. 

Nanotransportéry pro cílenou dopravu léčiva mohou být vyrobeny pomocí celé 
řady materiálů, jak organických (polymerních, lipidových, proteinových nebo vi­
rových), tak i anorganických [8]. Dle velikosti je lze klasifikovat jako lipozomy, 
které mají průměr 80-200nm [9], polymerní nanočástice 40-100nm nebo micely 
20-60 nm [10] a nejmenší dendriméry s méně než 10 nm v průměru [11]. Výběr vhod­
ných nanotransportérů může významně snížit negativní vedlejší účinky léčby a zvýšit 
biologickou kompatibilitu, specificitu, skladovatelnost a rozpustnost léčiva ve vodě. 
Další výhodou je také možnost kombinace diagnostiky a terapie - teranostický pří­
stup, kdy diagnostická značka může být zapouzdřena uvnitř nanotransportérů [12]. 

Anorganické nanotransportéry se dají snadno vyrobit, jsou však často imuno-
genní nebo dokonce toxické pro zdravé buňky. Lipozomy, patřící mezi organické 
nanotransportéry, sice zvýšeně akumulují v nádorové tkáni, ale jejich pozitivní po­
vrchový náboj vede k nespecifickým interakcím s aniontovými částicemi v krvi, 
což vede k rychlému uvolňování z cirkulace retikuloendoteliálním systémem nebo 
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interagují s negativně nabitými membránami zdravých necílových buněk [13]. Je­
jich využití je tedy také limitováno. Atraktivní v oblasti výzkumů se stávají materi­
ály pro lidské tělo vlastní. Jako přirozené nanotransportéry mohou sloužit exozomy, 
albumin, transferrin nebo ferritin [14]. 
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2 Ferritin 
Jedná se o protein, který je odpovědný za skladování a přenos železa ve většině 
organismů [15]. Když je železo z vnitřní dutiny odstraněno, vytvoří dutou klec na­
zývanou apoferritin, známou již od roku 1942 [16]. První zmínka o apoferritinu jako 
kleci pro enkapsulaci protinádorových léků vyšla v roce 2005 [17]. 

2.1 Funkce v organismu 

Ferritin je hlavním intracelulárním proteinem, který se podílí na skladování a uvol­
ňování intracelulárního železa; a protože je železo zapotřebí v různých buněčných 
funkcích, není překvapením, že ferritin je exprimován ve všech studovaných buň­
kách [18]. Buněčnými funkcemi, kdy je železo nezbytné, mohou být: přenos kyslíku, 
přenos elektrolytů, fixace dusíku, syntéza D N A a tvorba hemoproteinů (hemoglobinu 
a myoglobinu) [19]. Ne všechny typy buněk však využívají železo pro stejné účely 
nebo ve stejném rozsahu, a proto se úloha ferritinu v řízení intracelulárního železa 
liší. Ferritin může hrát roli i ve specializovaných funkcích, jako je recyklace železa 
v makrofázích a krátkodobé a dlouhodobé skladování železa u hepatocytů [20]. Snad 
stejně důležitá pro jeho funkci při skladování a uvolňování železa je úloha, kterou 
plní ferritin při ochraně buněk proti škodlivým účinkům železa. 

Železo existuje ve dvou snadno zaměnitelných redoxních stavech. Při fyziolo­
gickém pH a napětí kyslíku je F e 2 + snadno oxidován na F e 3 + , následuje hydro-
lýza F e 3 + a tvorba nerozpustného hydroxidu železitého a oxyhydroxidových po­
lymerů [21]. Kromě toho F e 2 + může katalyzovat produkci škodlivých kyslíkových 
radikálů v Haber-Weissové reakci, což vede k peroxidačnímu poškození buněčných 
struktur [19]. V buňkách železo pravděpodobně existuje krátkodobě i v nízkomole-
kulární, redox-aktivní formě, a to zejména v lysozomech [22]. Lysozomální inhibi­
tory mohou blokovat degradaci ferritinu při současné akumulaci proteinových klecí 
se železem v organelách. Intralysozomální degradace ferritinu chrání buněčné složky 
před potenciální toxicitou železa, což umožňuje řízení uvolňování kovu do cytosolu, 
kde vyvolá expresi ferritinu [23]. 

Lysozomy jsou však zvláště zranitelné vůči oxidativnímu stresu a mohou lyžovat 
v důsledku intralysozomální Fentonovy reakce s následnou peroxidační destabili-
zací lysozomálních membrán. To může mít za následek vznik leukózních lysozomů 
a indukci buněčného poškození nebo dokonce apoptotickou či nekrotickou smrt v dů­
sledku uvolnění řady silných hydrolytických enzymů do cytosolu [22]. 

Mnoho organismů, od člověka po mikroorganismy, má obranné mechanismy, 
které přeměňují železné ionty na nerozpustnou železitou formu [24]. Jedním z těchto 
detoxikačních faktorů je právě ferritin [15]. 
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2.2 Struktura 

2.2.1 Tvar, velikost a náboj 

Ferritin je velký protein o průměru 12,0 nm Obr. 2.1. Proteinová klec tvořená ferri-
tinem má tloušťku asi 1,0 nm a hmotnost 450-480 kDa [25]. Do jádra může být 
zahrnuto až 4500 atomů železa spolu s různým množstvím fosfátu [26]. Rozhraní 
železo-protein vzniká kontaktem vnitřního povrchu s jádrem obsahujícím železo [27]. 
Je tak definováno místo nukleace jádra a může být lokalizováno tam, kde interagují 
dimery proteinové podjednotky [28]. 

Obr. 2.1: Struktura nativního ferritinu izolovaného z koňské sleziny [29]. 

Apoferritiny mají charakteristickou převahu kyselých zbytků nad bazickými, 
relativně vysoký obsah nepolárních skupin a nepřítomnost disulfidových můstků 
(jak by se u intracelulárních proteinů očekávalo), ačkoli může být přítomen cys­
tein [25]. 

Povrchový náboj je stejně jako imunoreaktivita variabilní v závislosti na poměru 
jednotlivých typů podjednotek apoferritinu. Rozdíly se vyskytují u normálních typů 
buněk, ale i při patologických stavech, jako je hemochromatóza, transfúzni nebo ex­
perimentální přetížení železa, talasemie, leukémie a záněty [20]. 

2.2.2 Vlastnosti podjednotek a složení aminokyselin 

Studium podjednotek apoferritinu z lidského srdce a jaterního ferritinu ukázalo, 
že podjednotky z každé tkáně se liší v mobilitě během elektroforézy v denaturačních 
gelech. Tyto podjednotky byly označeny jako H (Heart - anglicky srdce) a L (Li-
ver - anglicky játra); později se našly oba typy podjednotek v téže buňce a ukázala 
se podobná variabilita v mobilitě, terminologie se posunula na H (Heavy - anglicky 
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těžký) a L (Light - anglicky lehký) typ podjednotek ferritinu [30]. Liší se molekulo­
vou hmotností: 21kDa pro H podjednotku a 19kDa pro L podjednotku [31]. Délka 
zhruba válcovité podjednotky ferritinu je 5,5nm, šířka pak 2,5 nm [1]. 

Sekvence H a L podjednotek jsou velmi heterogenní mezi ferritiny z různých 
tkání u stejného zvířecího druhu s pouze 40-50% homologií. Sekvence ze stejné tkáně 
různých druhů jsou naopak velmi homologní (85-90 %) [31]. 

H podjednotky jsou zodpovědné hlavně za oxidaci železa z F e 2 + na Fe 3 + ; L pod­
jednotky pak za nukleaci a mineralizaci železa [32]. Železo tedy obsahují ferritiny bez 
ohledu na složení podjednotek [1]. Díky strukturálním vlastnostem je ferritin bohatý 
na L podjednotky mnohem stabilnější než ferritin bohatý na H podjednotky [31]. 

Fenomén ferritinového reverzibilního ukládání železa je podporován mechanismy, 
které se podílejí na regulaci jejich exprese, a to jak na transkripční, tak na translační 
úrovni [33]. FTH1 gen je závislý na regulačních proteinech železa a obsahuje jeden 
element reagující na železo. Při nízkém obsahu železa v buňkách je aktivován a dojde 
k potlačení translace. Jako odpověď na vysoký obsah železa v buňce regulační pro­
teiny degradují, což translaci naopak podpoří, a to jak FTH1 gen, tak FTL gen [34]. 
Regulovaná exprese se jeví jako zvláště důležitá pro buněčnou adaptaci na přetížení 
železem [33]. Transkripční mechanismy jsou striktně zapojeny do určení poměru 
H a L podjednotek specifického pro konkrétní tkáň. V případě oxidativního stresu 
může být dosaženo významného zvýšení exprese ferritin kódující mRNA. V mnoha 
ohledech může být také H ferritin považován za faktor reagující na zánět [35]. 

Podmíněná inaktivace H ferritinu v ledvinách činí tkáň citlivější na oxidační 
poškození. H ferritin má tedy důležitou ochrannou úlohu, zatímco L ferritin nikoli -
jeho nedostatek neovlivní homeostázu železa ani oxidační poškození [36]. 

Obecně je ferritinová podjednotka téměř válcová, tvořena čtyřmi a šroubovi-
cemi s paralelní a antiparalelní orientací (označované jako H1-H4), které vykazují 
levostranný zákrut [1]. H podjednotka (21kDa) obsahuje 178 aminokyselin, zatímco 
L podjednotka (19kDa) pouze 174 aminokyselin [19]. Délka šroubovic H l , H2 a H3 
je asi 4,3 nm; H4 je dlouhá 5,2 nm. H1-H4 a šroubovice jsou spojeny smyčkami 
a krátká pátá a šroubovice (H5; 1,6 nm) je umístěna na C konci, orientovaná téměř 
v úhlu 60° vůči hlavnímu řetězci [24]. Sekundární struktura H a L podjednotek je 
velmi podobná, a to i přesto, že sdílí pouze 55% aminokyselinovou sekvenční homo-
logii [18]. 

V každé podjednotce existuje řada interakcí s postranním řetězcem. Mnoho po­
stranních řetězců interaguje a vytváří hydrofobní jádra na obou koncích spirálového 
svazku. Velké množství polárních a hydrofilních zbytků tvořících síť vodíkových va­
zeb se nachází ve středu podjednotky. Tato část je nejvíce diferencovaná mezi H a L 
podjednotkami [1]. 
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2.2.3 Kanály v plášti ferritinu 

Železo prochází do jádra a ven z jádra jak v in vivo, tak v in vitro podmínkách 
pravdepodobne přes kanály v proteinu [37]. Přístup do vnitřku molekuly ferritinu je 
důležitý pro mineralizaci a demineralizaci jádra železa. Obal ferritinových proteinů 
obsahuje dva hlavní typy kanálů s výrazně odlišnými fyzikálními vlastnostmi. 

První typ zahrnuje šest hydrofobních kanálů s čtyřnásobnou symetrií (12 Ä dlou­
hých cl 3 clZ 4Ä širokých), které jsou lemovány dvanácti leucinovými postranními 
řetězci v L podjednotce; a osmi leuciny plus čtyřmi histidinovými postranními řetězci 
v H podjednotce. Druhý typ kanálu zahrnuje osm hydrofilních kanálů s trojnásobnou 
symetrií (šířka 3 až 4Ä ), z nichž každý je lemován šesti karboxylovými skupinami, 
třemi aspartátovými zbytky (na straně dutiny pláště) a třemi zbytky glutamátu [24]. 

Karboxylové skupiny tří hydrofilních kanálů jsou nezbytné pro rychlou přepravu 
železa přes plášť ferritinu [38]. Naopak hydrofobní charakter šesti dalších kanálů uka­
zuje proti jejich možné roli při transportu iontů F e 2 + / F e 3 + do vnitřní části molekuly 
ferritinu. Tyto hydrofobní kanály jsou nepropustné pro všechny kationty s možnou 
výjimkou protonů. Přenos protonů je důležitý pro udržení elektroneutrality během 
ukládání železa [39]. Změna aminokyselinových zbytků hydrofobních kanálů má malý 
vliv na rychlost a specificitu reakce, zatímco modifikace karboxylových skupin lemu­
jících hydrofilní kanály snižuje rychlost absorpce železa přibližně dvojnásobně [32]. 

Kromě hydrofobních a hydrofilních kanálků přítomných v plášti ferritinu existuje 
specifický kanál H podjednotky, který spojuje místo feroxidasy ve středu H podjed-
notky s vnějším povrchem proteinu [40]. I když je přenos železa tímto kanálem 
obecně méně účinný, tento alternativní přenos F e 3 + iontů na povrch ferritinu může 
být za určitých podmínek důležitý. 

2.2.4 Spojení podjednotek a vliv prostředí na strukturu ferritinu 

Vysoce konzervované aminokyselinové zbytky se podílejí na interakcích mezi vnitř­
ními a vnějšími částmi podjednotek [40]. Různé typy interakcí mezi postranními 
řetězci uvnitř podjednotky a mezi podjednotkami samotnými jsou důležité pro sklá­
dání a stabilitu ferritinu. Zahrnují vodíkové vazby, solné můstky a hydrofobní inter­
akce [20]. Příspěvky těchto typů interakcí se liší pro H a L podjednotku. 

V H podjednotce je zastoupení vnitřních vodíkových vazeb přibližně o polovinu 
vyšší než v L podjednotce, přičemž solné můstky jsou naopak důležitější pro stabi­
lizaci L podjednotky a tvoří asi třetinu její stabilizační energie [41]. Díky vysokému 
počtu solných můstků je molekula ferritinu stabilní vůči tepelné a chemické denatu-
raci [25]. 

Rozdíly v interakcích uvnitř podjednotky mezi L a H typem vedou k lineárnímu 
zvýšení rezistence k denaturaci, přičemž homopolymery a heteropolymery obsahující 
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vysoký podíl L podjednotek jsou signifikantně odolnější než homopolymery H pod-
jednotky [41]. Jedním z hlavních rozdílů, který přispívá k tomu, že L podjednotky 
jsou stabilnější, je lysin a glutamová kyselina, jež nahrazují centrum peroxidasy 
H podjednotky [42]. 

Interakce mezi podjednotkami odpovědnými za sestavení ferritinu jako celku za­
hrnují asi 50% povrchu podjednotky H a L [24]. Kvartérní struktura apoferritinové 
klece zajišťuje vysokou rozpustnost a termostabilitu [43]. Molekula tak může odolat 
širokému rozsahu pH a stále si zachovat svou dutou strukturu o průměru 12 nm. 
Denaturace ferritinu nastává při hodnotách pH pod 1,0 nebo vyšších než 12,0. Mezi 
pH 1,0 a 3,4 se apoferritin podrobuje některým strukturálním změnám. Co se teploty 
týče, denaturace nastává po 10 min zahřívání nad 80 °C [44]. 

Při neutrálním pH má vnější povrch apoferritinu čistě záporný náboj. Jak vnější, 
tak vnitřní povrch molekuly může být modifikován různými skupinami [43] nebo ge­
netickými a chemickými úpravami. Některé látky se mohou na povrch ferritinu vázat 
vodíkovými vazbami (neiontovými molekulami) nebo elektrostatickými interakcemi 
(iontovými molekulami) [45]. Molekuly menší než 2,0 nm mohou vstupovat do dutiny 
ferritinu kanály ve struktuře prostou difúzí [46]. 

Při hodnotách pH vyšších než 3,4 má ferritin nativní strukturu. Pod pH 3,4 
se stane nestabilní a jeho struktura se rozevírá. Asociace ferritinu probíhá postupně 
prostřednictvím strukturálních meziproduktů [44]. Začíná v nejslabším místě, troj­
násobné ose [47]. Především při pH v rozmezí 3,4 až 2,4 má ferritin celkový dutý 
sférický tvar se změnami konstrukčních detailů. Při rozložení se vytvoří dva otvory 
o průměru 6,5 nm. Po postupném rozpadu jednotlivých podjednotek nakonec při 
pH 1,96 dochází k významným změnám, kdy se vytváří struktura složená z oligo-
merů, většinou trimerů. Je-li pH pod 0,8, podjednotky spolu začínají agregovat, 
což je přisuzováno denaturaci a van der Waalsovým silám, stejně jako nespecifickým 
vodíkovým vazbám. Apoferritin v tak vysoce kyselém prostředí je nehomogenní, 
polydisperzní a nemá žádnou určitou velikost [44]. 

Proces opětovného sestavení ferritinu do značné míry závisí na procesu jeho roz­
ložení. Nikdy však nedojde ke znovusestavení do původního neporušeného tvaru. 
Pokud byla asociace provedena při pH 1,96 nebo nižším, strukturální zotavení je 
omezeno na strukturu tvořenou dvanácti podjednotkami. Při rozložení struktury 
v pH 3,4 až 2,0 má výsledný reasociovaný ferritin strukturu se dvěma otvory o ve­
likosti 6,5 nm na severním a jižním pólu a je tvořen dvaceti podjednotkami. Roz­
díl v obnově opětovného uspořádání je pravděpodobně způsoben nesprávnými kon­
taktními úhly mezi dimerovými a monomerními složkami struktury, takže výsledný 
konstrukt nemůže přijmout více trimerů nebo monomerů k dokončení procesu rea-
sociace [44]. 

Intenzivní studium o poznatcích mechanismů pH senzitivních vektorů [48] je 
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důležité především kvůli rozdílným hodnotám pH v nádorech a jiných patologických 
tkáních. Znovu sestavená struktura ferritinu s dvěma defektními otvory může být 
užitečná pro výrobu pH senzorického nanotransportéru pro dodávání léků. Enkap-
sulace léčiv do ferritinu nevyžaduje žádnou modifikaci jak léčivých, tak nosičových 
molekul, protože využívá chování apoferritinu v okolním prostředí [49]. 

2.2.5 Typy ferritinu 

Výše popsaný typ ferritinu se vyskytuje u rostlin i zvířat. Prokaryota jsou omezena 
na hem obsahující bakterioferritin tvořený 24 podjednotkami a ferritin tvořený pouze 
12 monomery s nižší skladovací kapacitou železa [50]. 

Ferritinové geny byly nalezeny i u některých virů, pravděpodobně pocházejících 
z horizontálního přenosu z hostitele [51]. Houby se liší od jiných eukaryot, jelikož ob­
sahují ferritinu málo. Možným důvodem je použití vakuoly jako alternativního depo­
zitního systému. Houby s více než dvěma geny pro ferritin mohou infikovat zvířata 
i rostliny, což naznačuje, že ferritin může být užitečný pro parazity [52]. 

Specifický typ ferritinu je také přítomen v mitochondriích Obr. 2.2. Mitochon-
drie je konfrontována s velkým množstvím metabolický aktivního železa, a přes­
tože většina buněčných typů obsahuje pouze velmi malé množství mitochondriál-
ního ferritinu, za určitých podmínek je specifický ferritin translokován do mitochon-
drie, aby se izolovalo nežádoucí množství železa [53]. Mitochondriální ferritinový 
gen (FTMT) neobsahuje žádné introny. 

Obr. 2.2: Struktura lidského mitochondriálního ferritinu [54]. 

Regulace distribuce ferritinu v různých částech cytosolu a buněčných organel je 
částečně řízena různými mechanismy, které se podílejí na absorpci ferritinu z buněč­
ných organel. Ferritin se také váže na mikrotubuly, což může přispět k transportu 
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ferritinu na specifická místa a organely v buňce. Depolymerizace mikrotubulů zvy­
šuje sekreci ferritinu a podporuje pravděpodobnou úlohu mikrotubulů při regulaci 
intracelulární koncentrace a distribuce krve v různých fyziologických prostředích [55]. 

2.3 Internalizace ferritinu do buněk 

Vzhledem k velikosti ferritinu (průměr 12 nm) může pro vstup do tkáně solidního 
nádoru využít pasivního cílení pomocí E P R efektu [5], případně transcytózy přes 
buňky nádorové neovaskulatury [56]. S ohledem na jeho přirozený výskyt v paci­
entově organismu je také velmi malá pravděpodobnost jeho opsonizace a vychytání 
retikuloendoteliálním systémem. Přesto by mohly být částice o průměru 12 nm nežá­
doucím způsobem z těla odstraněny renální clearance, proto je vhodné zvýšit velikost 
apoferritinu mírnou modifikací povrchu [57]. 

Vstup ferritinu dovnitř buněk je možný přes přirozené specifické receptory na­
cházející se na membránách většiny buněk v těle [58]. Ferritin bohatý na L pod-
jednotky je do buněk internalizován pomocí scavenger receptoru typu 5 třídy a 
(SCARA5) [59], zatímco H ferritin se váže na TIM-2 [60] a transferrinový recep­
tor 1 (TfRl) [33]. Tyto receptory však lze nalézt nejen na membránách nádorových 
buněk, ale také na povrchu mnoha zdravých buněk; příkladem může být T f R l v led-
vinných buňkách. Proto je vhodnější povrch apoferritinu modifikovat pomocí ligandů 
specificky cílících receptory nádorových buněk, čímž se zaručí aktivně cílená doprava 
obsahu ferritinu do vybraných buněk [57]. 
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3 Materiály a metody 

3.1 Chemikálie a roztoky 

Všechny chemikálie použité v práci byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich (Saint 
Louis, M O , USA), pokud není uvedeno jinak. pH roztoků bylo měřeno za použití 
pH metru W T W inoLab (Weilheim, Německo). Ferritin izolovaný z koňské sleziny, 
obsahující 22L + 2 H podjednotky (A3660) byl zakoupen od firmy Sigma-Aldrich. 
Ostatní ferritiny použité v této práci, tedy koňský ferritin obsahující 24 L podjedno-
tek, lidský ferritin obsahující 24 H podjednotek a ferritin archea P F U byly poskyt­
nuty od Dr. Vladimíra Pekaříka (Fyziologický ústav, Lékařská fakulta Masarykovy 
univerzity v Brně). 

Pro testování disociací a reasociací ferritinů byly použity pufry o různých pH 
a iontových silách: 

• pH 1,0 - 150mM KC1, pro úpravu pH použita HC1; 
• pH 1,5 - 150mM KC1, pro úpravu pH použita HC1; 
• pH 2,0 - 150mM KC1, pro úpravu pH použita HC1; 
• pH 2,5 - 150mM KC1, pro úpravu pH použita HC1; 
• pH 3,0 - 150mM octan sodný, pro úpravu pH použita kyselina octová; 
• pH 3,5 - acetát sodný-roztok kyseliny octové (200mM); 
• pH 4,0 - acetát sodný-roztok kyseliny octové (200mM); 
• pH 5,5 - acetát sodný-roztok kyseliny octové (200mM); 
. pH 6,0 - Na 2 HP04-NaH 2 P04 roztok (200mM); 
. pH 6,5 - Na 2 HP04-NaH 2 P04 roztok (200mM); 
. pH 7,0 - N a 2 H P 0 4 - N a H 2 P 0 4 roztok (200mM); 
. pH 7,5 - N a 2 H P 0 4 - N a H 2 P 0 4 roztok (200mM); 
. pH 8,0 - N a 2 H P 0 4 - N a H 2 P 0 4 roztok (200mM); 
• pH 8,5 - 150mM glycin, pro úpravu pH použit NaOH; 
• pH 9,0 - 150mM glycin, pro úpravu pH použit NaOH; 
• pH 9,5 - uhličitan sodný-hydrogenuhličitan sodný (lOOmM); 
• pH 10,0 - uhličitan sodný-hydrogenuhličitan sodný (lOOmM); 
• pH 10,5 - uhličitan sodný-hydrogenuhličitan sodný (lOOmM); 
. pH 11,0 - lOOmM N a H C 0 3 , pro úpravu pH použit NaOH; 
. pH 11,5 - lOOmM N a H C 0 3 , pro úpravu pH použit NaOH; 
. pH 12,0 - 150mM KC1, pro úpravu pH použit NaOH; 
• pH 12,5 - 150mM KC1, pro úpravu pH použit NaOH; 
• pH 13,0 - 150mM KC1, pro úpravu pH použit NaOH; 
• citrátové roztoky o pH 3 až pH 6: 200mM kyselina citrónová-citrát trisodný; 
. 50mM HEPES + 1 OOOmM NaCl; 
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. 50mM HEPES + 500mM NaCl; 

. 50mM HEPES + 400mM NaCl; 

. 50mM HEPES + 300mM NaCl; 

. 50mM HEPES + 200mM NaCl; 

. 50mM HEPES + 150mM NaCl; 

. 50mM HEPES + lOOmM NaCl; 

. 50mM HEPES + 50mM NaCl; 

. 50mM HEPES + 25mM NaCl; 

. 50mM HEPES + lOmM NaCl; 

. 50mM HEPES + 5mM NaCl; 

. 50mM HEPES + 2,5mM NaCl; 

. 50mM HEPES + l m M NaCl; 
• miliQ voda. 
Pro denaturační elektroforézu byly použity: 
• denaturační nanášecí pufr (PLB): 20% glycerol, 0,1% bromfenolová modř, 

50mM Tris-HCl a 2% dodecylsíran sodný (SDS); 
• separační gel: 12,5% akrylamid/bisakrylamid (29:1), 375mM Tris-HCl, pH 8,8, 

0,1% SDS, 0,083% N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin (TEMED) a 0,05% 
peroxodisíran amonný (APS); 

• zaostřovací gel: 4,5% akrylamid/bisakrylamid (29:1), 135mM Tris-HCl, pH 6,8, 
0,1% SDS, 0,083% T E M E D a 0,05% APS; 

• separační pufr: 25mM Tris, 192mM glycin, 0,1% dodecylsíran sodný, pH 8,3. 
Pro barvení denaturačních a nativních gelů byly použity: 
. coomassie roztok A: 0,05% Coomassie Brilliant Blue R250 (CBR-250); 25% 

2-propanol a 10% kyselina octová; 
• coomassie roztok B: 0,005% CBR-250; 10% 2-propanol a 10% kyselina octová; 
• coomassie roztok C: 0,002% CBR-250 a 10% kyselina octová; 
• coomassie roztok D: 10% kyselina octová. 

Pufrovaný fyziologický roztok (PBS): 137mM KC1 spolu s l ,4mM K H 2 P 0 4 a 4,3mM 
N a 2 H P 0 4 , pH 7,4. PBS-T: 500 fú Tween-20 v 11 PBS. 

3.2 Zarovnání aminokyselinových sekvencí 

Sekvence proteinů ve fasta formátu byly získány z NCBI , včetně jejich ID (PFU 
I6V0I9; koňský ferritin H podjednotka Q8MIP0; myší ferritin H podjednotka P09528; 
lidský ferritin H podjednotka P02794; myší ferritin L podjednotka P29391; koň­
ský ferritin L podjednotka P02791; lidský ferritin L podjednotka P02792). Vícená­
sobné zarovnání bylo provedeno pomocí C L U S T A L vícenásobné sekvenční zarovnání 
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M U S C L E (3.8). Pro vizualizaci fylogenetického stromu byl použit E T E Toolkit s vy­
užitím newick formátu a metody Neighbor-joining. 

3.3 Příprava gelů pro denaturační polyakrylamidovou 

gelovou elektroforézu (PAGE) 

Pro separaci proteinů byla použita denaturační P A G E s SDS. Byl použit diskon-
tinuální 12,5% separační SDS-PAGE gel s 4,5% zaostřovacím SDS-PAGE gelem. 
Jako marker molekulové hmotnosti byl použit Unstained Protein Ladder, Broad 
Range 10-250kDa (New England Biolabs, M A , USA). Vzorky byly připraveny smí­
cháním 0,5/xl ferritinu (o koncentraci 6 mg/ml) s 7,63 /xl roztoků o různých hodno­
tách pH nebo iontových silách a inkubací po dobu 15 min při 20 °C a 600 rpm. 1 /xl 
takto připraveného vzorku byl odebrán na měření velikosti a zbytek vzorku bylo 
smícháno s 5 /xl denaturačního P L B . Vzorky byly naneseny do jednotlivých jamek 
gelu. Žebříčku bylo naneseno 5/xl. Elektroforéza probíhala 35 min při 200 V a 4°C. 

Gel byl obarven rychlým barvením coomassie modří. U rychlého barvení coomas-
sie modří je nejdříve gel v roztoku A zahříván do varu na vysoký výkon v mikrovlnné 
troubě. Poté je v tomto roztoku třepán 5 min při 20 °C a 600 rpm. Gel je propláchnut 
demineralizovanou vodou a zahříván v roztoku B. Následuje propláchnutí a zahří­
vání v roztoku C. Po něm se již gel neoplachuje, ale je umístěn do odbarvovacího 
roztoku D, zahříván a posléze třepán 5 min při 20 °C a 600 rpm. Toto odbarvení je 
možné opakovat podle potřeby. 

3.4 Určení velikosti proteinu 

Průměrná velikost proteinu byla určena pomocí kvazielastického dynamického roz­
ptylu světla na přístroji Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Malvern, Velká 
Británie). 1/xl vzorku připraveného v bodu 3 byl smíchán s 99/xl roztoku o dané 
hodnotě pH nebo iontové síly. 50 /xl roztoku bylo naneseno do jednorázové poly­
styrénové kyvety Zen0040 (Brand GmbH, Wertheim, Německo). Parametry měření 
byly následující: úhel detektoru 173°, vlnová délka 633nm, teplota 25 °C, ekvilib-
rační čas 120 s, počet měření každého vzorku 6, index lomu vzorku 1,450; index lomu 
rozpouštědla 1,333. 

3.5 Příprava gelů pro nativní PAGE 

Pro separaci proteinů v nativní konformaci byl použit diskontinuální 6% sepa­
rační nativní P A G E gel s 4,5% zaostřovacím nativním P A G E gelem. Vzorky byly 
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připraveny stejně jako pro SDS P A G E , ale byly smíchány s 5 /xl P L B pro nativní 
elektroforézu. Vzorky byly naneseny do jednotlivých jamek gelu. Elektroforéza pro­
bíhala 35 min při 200 V a 4°C. Gely byly obarveny rychlým barvením coomassie 
modří stejně jako v případě SDS P A G E . 

3.6 Enkapsulace doxorubicinu do apoferritinu 

Alikvot 200 /xl 1 mg/ml doxorubicinu byl přidán ke 20 /xl 26 mg/ml ferritinu (Sigma-
Aldrich, St. Louis, M O , USA) a 100 /xl vody U koňského ferritinu 22 L + 2 H pod-
jednotky bylo přidáno 0,450 /xl 1M kyseliny chlorovodíkové za účelem snížení pH 
roztoku (pH 4,0) (WTW inoLab, Weilheim, Německo) a disociaci podjednotek ferri­
tinu. Roztok byl míchán po dobu 15 min. Poté bylo přidáno 0,4/xl 1M hydroxidu 
sodného za účelem zvýšení pH (pH 6,3) a enkapsulace doxorubicinu dovnitř ferritinu 
(vytvoření apodox). Pro koňský L ferritin bylo použito 1,9 /xl 1M kyseliny chlorovo­
díkové (pH 3,5) a 1,47/xl 1M hydroxidu sodného (pH 6,5); lidský H ferritin: 1,034/xl 
1M kyseliny chlorovodíkové (pH 4,0) a 0,6 /xl 1M hydroxidu sodného (pH 7,0); P F U 
ferritin: 3,45 /xl 1M kyseliny chlorovodíkové (pH 3,0) a 3,07 /xl 1M hydroxidu sod­
ného (pH 6,9). Směs byla udržována při 20 °C po dobu 15 min a následně 2x pro-
myta vodou s použitím Amicon Ultra - 0,5 ml 3K (Merck Millipore, Billerica, M A , 
USA). Vzorky byly naneseny na nativní P A G E gel. Absorpční a emisní spektrum 
apodox bylo následně měřeno za použití Tecan Infinite 200 PRO (Tecan, Mánnen-
dorf, Švýcarsko, excitační vlnová délka 480 nm a emisní vlnové délky 515-815 nm). 
Fluorescence doxorubicinu byla proložena s bandy proteinu získanými po separaci 
proteinu na gelu a obarvení pomocí coomassie blue barvení. 

3.7 Transmisní elektronová mikroskopie 

Příprava vzorku: 300 /xl miliQ vody, 20 /xl ferritinu izolovaného z koňské sleziny o kon­
centraci 50mg/ml, I M HC1 - pro pH 2,0 přidáno 8,7/xl; pro pH 4,0 přidáno 0,9/xl. 
Po 15 min rotaci přidáno 1M NaOH - pro pH 2,0 přidáno 6,7 /xl; pro pH 4,0 přidáno 
0,4/xl NaOH; 15 min rotace. Vizualizace disociace a reasociace ferritinu byla pro­
vedena pomocí transmisní elektronové mikroskopie (TEM) s negativním barvením 
roztokem uranyl acetátu pro vzorky ferritinu disociovaného na pH 2,0 a pH 4,0; or-
ganowolframovou sloučeninou Nano-W (Nanoprobes, Yaphank, N Y , USA; pH 6,8) 
pro vzorky ferritinu reasociovaného z pH 2,0 nebo pH 4,0 na hodnotu pH 7,0. Takto 
vzniklého vzorku byly 4/xl naneseny na měděnou mřížku pokrytou uhlíkovou vrst­
vou. Po zaschnutí vzorku byl vzorek vizualizován pomocí přístroje Tecnai F20 (FEI, 
Hillsboro, OR, USA) při 80 000 x zvětšení. 
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3.8 Uvolňování doxorubicinu 

Apodox komplexy byly inkubovány při teplotě 37 °C a v časových bodech 0; 1,5; 3; 
6; 24; 48; 72 hod byly vzorky centrifugovány 6 000 g po dobu 15 min a teplotě 4°C. 
Vzniklý supernatant byl odebrán a byly změřeny optické vlastnosti spektrofotomet-
ricky. Absorbance byla měřena v rozmezí 230-850 nm a fluorescence s excitací 480 nm 
v rozmezí 515-815 nm. Množství uvolněného doxorubicinu v supernatantu odpovídá 
poměru hodnoty absorbance při 480 nm po centrifugaci vztažené na hodnotu před 
centrifugací. 

3.9 Exprese T fR l a S C A R A 5 receptoru 

Adherentní buněčné linie o konfluenci 80 % byly odebrány z kultivační lahve po­
mocí enzymu accutasy. Buňky byly následně centrifugovány při 400 g a 4°C po 
dobu 5 min. Pelet byl resuspendován v PBS (4°C) a opět centrifugován pro odmytí 
zbytků média a accutasy. 400 000 buněk bylo resuspendováno v 50 /xl 10% FBS v PBS 
(4°C) a k této suspenzi bylo přidáno 50/xl anti-TfRl protilátky (ab38171, Abcam, 
Cambridge, Velká Británie) naředěné 1:1000 nebo 50/xl anti-SCARA5 protilátky 
(MA5-24303, Thermo Fisher Scientific) v poměru 1:10 v 3% FBS v PBS (4°C). In-
kubace probíhala l hod při 4 ° C Následně byly buňky 3x promyty PBS (4°C), vždy 
s centrifugací při 400 g a 4°C po dobu 5 min. Pelet byl poté resuspendován ve 100 /xl 
anti-myší sekundární protilátky značené CFL64 (sc-362287, Santa Cruz Biotechno­
logy, Texas, USA) naředěné 1:500 pomocí 3% FBS v PBS (4°C). Inkubace probíhala 
30min při 4°C ve tmě. Následně byly buňky 3x promyty PBS (4°C), vždy s cen­
trifugací při 400 g a 4°C po dobu 5 min. Pelet byl poté resuspendován ve 300/xl 
3% FBS v PBS (4°C) a fluorescence byla analyzována pomocí průtokového cyto-
metru Accuri C6 (BD Biosciences, California, USA) s rychlostí průtoku 35/xl/min. 
Jako kontrola sloužily buňky zpracované stejným postupem bez přídavku anti-TfRl 
a anti-SCARA5 protilátky. Od mediánu intenzity fluorescence vzorku označeného 
primární a sekundární protilátkou byla odečtena hodnota vzorku označeného pouze 
sekundární protilátkou a výsledek byl vynesen do grafu. 

3.10 Princip detekce asociace ferritinů s buňkami prs­

ních linií 

Pro určení míry asociace ferritinů s buňkami prsu byly ferritiny označeny pomocí 
Cyanine5 NHS esteru (Lumiprobe, Hannover, Německo). 40/xl ferritinů o koncent­
raci 12 mg/ml bylo smícháno s 4/xl (400pmol) Cyanine5 NHS esteru a 500 /xl 0,05M 
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borátového pufru o pH 8,5. Inkubace probíhala při 600 rpm a 20 °C po dobu 1 hod. 
Nenavázané molekuly Cyanine5 NHS esteru byly odstraněny 5 x diafiltrací přes di-
afiltrační kolonky Amicon 100K, vždy při 6 000 g a 4°C po dobu 15 min, s výměnou 
rozpouštědla za čerstvý 0,05M borátový pufr o pH 8,5. 

150 000 buněk v 250 /xl média bylo naneseno do každé jamky 24-jamkové destičky. 
Po 24 hod bylo médium vyměněno za 250 /xl čerstvého média obsahujícího 150 /xl/ml 
ferritinu označeného pomocí Cýanine5 NHS esteru. Po 24 hod kultivaci byly adhe-
rentní buňky odebrány z kultivační destičky pomocí enzymu accutasy. Buňky byly 
následně centrifugovány při 400 g a 4°C po dobu 5 min. Pelet byl resuspendován 
v PBS (4°C) a opět centrifugován pro odmytí zbytků média a accutasy. Poté byl 
pelet resuspendován ve 300 /xl 3% FBS v PBS (4 °C) a fluorescence byla analyzo­
vána pomocí průtokového cytometru Accuri C6 (BD Biosciences, California, USA) 
s rychlostí průtoku 35/xl/min. Jako kontrola sloužily buňky zpracované stejným 
postupem bez přídavku ferritinu. Od mediánu intenzity fluorescence vzorku inku-
bovaného s ferritinem byla odečtena hodnota vzorku inkubovaného pouze s médiem 
a výsledek byl vynesen do grafu. 

3.11 Test metabolické aktivity buněk 

50/xl média obsahujícího 5 000 buněk bylo naneseno do každé jamky 96-jamkové 
destičky a inkubováno po dobu 24 hod. Poté bylo k médiu přidáno 50 /xl obsahujících 
různé koncentrace doxorubicinu pro určení jeho 50% inhibiční koncentrace po 24 hod 
(24hIC50, nejvyšší testovaná koncentrace 250/xM) nebo 25/xM doxorubicin ve volné 
formě nebo ve formě apodox komplexů. Po kultivační době 24 hod bylo přidáno 
10/xl M T T (5mg/ml v PBS). Po inkubační době 3hod, kdy se vytvořily krystaly 
modrého formazanu, se médium obsahující doxorubicin odsálo a buňky se rozpustily 
v DMSO. Metabolická aktivita buněk a tím i jejich životaschopnost byla stanovena 
spektrofotometricky měřením absorbance při 570 nm. Neošetřené buňky kultivované 
pouze v médiu byly pozitivní kontrolou. Výsledky jsou vypočteny jako procento 
životaschopnosti ve vztahu k neošetřeným buňkám. 

3.12 Princip detekce cytotoxicity 

Do 6-jamkových destiček bylo nasazeno 600 000 buněk na jamku. Po 24 hod inkubaci 
bylo médium vyměněno za 1 000 /xl čerstvého média obsahujícího 25/xM doxorubi­
cin ve volné formě nebo ve formě apodox komplexů. Následovala inkubace po dobu 
6 hod, po níž bylo odebráno médium obsahující mrtvé buňky do zkumavek. Adhe-
rentní buňky byly 2x promyty PBS a byl přidán l m l accutasy do každé jamky. 
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Po odsednutí buněk byla accutasa inhibována 2 ml média obsahujícího FBS a vý­
sledná suspenze byla přidána do zkumavek s médiem odebraným z jamek v předcho­
zím kroku. Vzorky byly centrifugovány po dobu 5 min při 400 g, 4 ° C Následně byly 
buňky 2x promyty PBS (4°C), vždy s centrifugací při 400g a 4°C po dobu 5min. 
Pelet byl resuspendován ve 200 /xl Annexin V pufru a rozdělen na poloviny. 100 /xl 
bylo smícháno s 5 /xl roztoku F ITC Annexin V . Vzorek byl inkubován ve tmě a 20 °C 
po dobu 15 min. Po smíchání s 200 /xl Annexin V pufru byl vzorek analyzován na prů­
tokovém cytometru Accuri C6 (BD Biosciences, California, USA) s rychlostí průtoku 
35/xl/min a analýzou minimálně 200 000 buněk. Druhá polovina resuspendovaného 
peletu byla smíchána pouze s 200 /xl Annexin V pufru bez barvení a změřena stejným 
způsobem. Fluorescence na kanále F ITC Annexin V přímo odpovídá míře apoptózy. 
Jako negativní kontrola byly použity buňky inkubované pouze v přítomnosti média. 

3.13 Princip scratch testu 

Do každé jamky 12-jamkových destiček bylo nasazeno 250 000 buněk na jamku. 
Každých 48 hod bylo měněno médium až do dosažení 100% konfiuence. Poté byla 
v každé jamce vytvořena umělá rána na několika místech buněčné monovrstvy a bu­
něčné zbytky byly odstraněny 2x promytím PBS. Do jamky bylo přidáno 1000/xl 
média obsahujícího 25/xM doxorubicin ve volné formě nebo ve formě apodox kom­
plexů, což bylo stanoveno jako čas Ohod. Destička byla vyfocena na mikroskopu 
s využitím fázového kontrastu, zvětšení 40 x . Zarůstání uměle vytvořené rány bylo 
sledováno v časových intervalech 2, 4, 8, 24 a 48 hod, kdy po 24 hod bylo médium 
vyměněno za čerstvé neobsahující doxorubicin. 

Získané obrázky byly vyhodnoceny v Matlab GUI pro kvantifikaci růstu buněk. 
Pro automatickou obrazovou analýzu byly zvoleny geometrické kontury level-set. Byl 
použit Chan-Vese model [61] včetně metody Sparse-Field level set, podobnou metodě 
popsané v [62], pro implementaci aktivního vývoje kontury. Výsledkem analýzy je 
procento bílých pixelů odpovídající obsahu volné plochy. 
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4 Bioinformatická analýza 
Praktická část diplomové práce bude věnována experimentálnímu testování disoci-
ace a reasociace ferritinových klecí pocházejících z různých organismů. Většina prací, 
které se věnují cílené dopravě léčiv pomocí ferritinových klecí, pracuje s ferritinem 
izolovaným z koňské sleziny [25],[46],[49],[51],[57]. Tento ferritin je tvořen 22 L + 2 H 
podjednotkami. I přes příznivé vlastnosti (velká enkapsulační výtěžnost, vysoká sta­
bilita enkapsulace nebo velikost 12 nm [63]) jeho původ vede k čím dál častějším 
otázkám o možné imunogenicitě v organismu pacienta. Tato skutečnost je jedním 
z důvodů, proč je v práci testována možnost enkapsulace nízkomolekulárních léčiv 
do ferritinů pocházejících z různých organismů. Druhým důvodem je pak skutečnost, 
že dle literatury dochází ke kompletní disociaci klece ferritinů izolovaného z koňské 
sleziny až při pH 2,5 [44], což je ale příliš nízká hodnota pH, která se například v en-
dozomech nevyskytuje, tam dosahuje pH kolem 4. Přitom právě prostředí endozomů 
nádorových buněk jako cílové místo, kde by se ferritin rozložil a uvolnil obsah du­
tiny, je pro zkoumání nádorových onemocnění klíčové. Tyto limitace vedly k začátku 
testování alternativních typů ferritinů včetně organismu vlastního lidského ferritinů 
bohatého na těžké podjednotky, koňského ferritinů s převahou lehkých podjednotek 
a v neposlední řadě ferritinů archea Pyrococcus furiosus (PFU). 

Pro uspokojení otázek týkajících se případné imunogenicity ferritinů, ať již pro hu­
mánní medicínu nebo preklinické in vivo testování pomocí myších xenograftích mo­
delů, bylo provedeno vícenásobné zarovnání dostupných sekvencí L a H podjednotek 
ferritinů lidských, koňských a myších, stejně jako archea P F U . 

V zarovnání Obr. 4.1 se vyskytuje pouze 26 zakonzervovaných pozic z celkových 
199, což odpovídá přibližně 7% shodě. To je způsobeno především velkou odlišností 
archeálního typu ferritinů od ostatních organismů. L řetězce a H řetězce z myšího, 
lidského a koňského ferritinů vykazují velmi vysokou homologii, přičemž většina 
aminokyselinových změn má za následek změnu aminokyseliny se stejným nábojem 
a pouze velmi malé změny struktury. 

Na základě vícenásobného zarovnání byl ze sekvencí sestaven fylogenetický strom. 
Zatímco by se dalo očekávat, že k sobě budou mít geneticky blíže ferritiny s převahou 
těžkých nebo lehkých podjednotek z jednoho organismu, z fylogenetického stromu 
vyplývá opak Obr. 4.2. Nejblíže (0,06594) k sobě mají lidský a myší ferritin tvořený 
těžkými podjednotkami, evolučně blízký (0,04945) je j im i koňský ferritin obsahující 
těžké podjednotky. Co se týče proteinu z lehkých podjednotek, blízké jsou si lidský 
a koňský ferritin (0,12572), myší vzorek je oddělen. P F U je geneticky blíže skupině 
ferritinů obsahujících lehké podjednotky (0,6504), i přesto je jeho sekvenční podob­
nost minimální. Následky této odlišnosti mezi jednotlivými typy ferritinů budou 
diskutovány v experimentální části v souvislosti se získanými daty in vitro. 
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Obr. 4.1: Vícenásobné zarovnání aminokyselinových sekvencí ferritinů z různých 
organismů. Označení Koňský H Q8MIP0 odpovídá H podjednotce koňského ferri­
tinů s ID Q8MIP0 proteinové sekvence získané z NCBI , podobně pro ostatní typy 
ferritinů. Zde * (hvězdička) indikuje pozice, které jsou zcela zakonzervované; znak 
: (dvojtečka) indikuje konzervaci mezi skupinami silně podobných vlastností a znak 
. (tečka) označuje konzervaci mezi skupinami slabě podobných vlastností. 
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Obr. 4.2: Fylogenetický strom aminokyselinových sekvencí ferritinů z různých orga­
nismů získaný metodou Neighbor-joining. Označení Koňský H Q8MIP0 odpovídá H 
podjednotce koňského ferritinů s ID Q8MIP0 proteinové sekvence získané z NCBI, 
podobně pro ostatní typy ferritinů. Měřítko délky větví uvedeno vpravo pod stro­
mem. 
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5 Návrh metody pro experimentální sledo­
vání disociace a reasociace ferritinových 
podjednotek 

V této části diplomové práce budou uvedeny metody pro experimentální sledování 
disociace a reasociace ferritinových podjednotek. Ze srovnání aminokyselin různých 
typů ferritinů Obr. 4.1 je patrné, že jejich složení se liší. Zatímco sekvence proteinů 
jsou známé, podmínky disociace a reasociace jejich struktury nikoli. Standardně 
se struktura zjišťuje pomocí T E M , případně maloúhlového rozptylu rentgenového 
záření. Jedná se ale o časově náročné metody, které navíc vyžadují vyškolenou ob­
sluhu, proto byla tato práce věnována návrhu alternativní metody sledování disociace 
a reasociace ferritinových klecí. 

5.1 SDS PAG E 

Disociace ferritinů izolovaného z koňské sleziny - jako nejběžněji používaného typu 
ferritinů, jehož struktura je nejdetailněji popsána a jeho chování známé - byla 
nejdříve sledována na SDS P A G E . Výsledek gelové elektroforézy je na obrázku 5.1. 
Disociace ferritinů byla sledována v pufrech o pH v rozmezí 3,0-6,0. Ve vyšších 
hodnotách pH byl pozorován protein o velikosti 250+ kDa. Podjednotky o velikosti 
přibližně 20 kDa jsou však viditelné v celé škále pH, z čehož vyplývá, že ferritin 
alespoň částečně disocioval ve všech testovaných roztocích. To je pravděpodobně 
způsobeno jeho denaturací vlivem dodecylsíranu sodného [64]. Ačkoliv je tak SDS 
P A G E vhodnou metodou pro sledování proteinového zastoupení vzorků, nelze použít 
pro sledování disociací a reasociací ferritinových klecí. 
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Obr. 5.1: SDS P A G E pro koňský ferritin izolovaný ze sleziny obsahující 22L + 2 H 
podjednotky; pH citrátového roztoku v rozmezí 3,0-6,0 s inkrementem 0,5. Vlevo 
žebříček pro srovnání velikostí (kDa). 
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5.2 Velikost proteinu 

Další testovanou metodou bylo měření velikosti proteinu pomocí dynamického roz­
ptylu světla. Z tabulky 5.1 je však zřejmé, že ani tato metoda není vhodná. V neutrál­
ním pH tvoří ferritin monodisperzní částice (PDI 0,579) o průměrné velikosti 10 nm. 
Během disociace ferritinu ale dochází pravděpodobně k vytvoření agregátů uvolně­
ných proteinových podjednotek a vzorek se stává vysoce polydisperzní (PDI > 0,300), 
a tedy nevhodný pro měření velikosti pomocí dynamického rozptylu světla. Příkla­
dem je pH 3,0, při kterém dochází k vytvoření agregátů o průměrné velikosti 825 nm 
(s PDI 0,151) a není možné detekovat disociované podjednotky. Tvorba agregátů 
byla pozorována i u vysokých hodnot pH (712nm při pH 13,0 s PDI 0,308). 
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Tab. 5.1: Velikost ferritinu z koňské sleziny v roztocích o různém pH. PDI označuje 
index polydisperzity vzorku. 

p H velikost (nm) P D I (-) 

1,0 11,696 0,633 
1,5 4,187 1,000 
2,0 58,771 0,582 
2,5 8,721 0,489 
3,0 824,992 0,151 
3,5 11,696 0,623 
4,0 13,545 0,954 
4,5 0,621 0,475 
5,0 13,545 0,426 
5,5 11,696 0,410 
7,0 10,100 0,579 
12,5 615,139 0,570 
13,0 712,370 0,308 

5.3 Nativní PAG E 

Pro sledování disociace ferritinu byla tedy následně použita 6% nativní P A G E . 
Pro koňský ferritin izolovaný ze sleziny lze vidět, že v neutrálním pH je jeho struk­
tura sestavena, což lze pozorovat jako band separovaný přibližně v 1/3 gelu Obr. 5.2. 
Při snižujících a zvyšujících se hodnotách pH intenzita bandu odpovídajícího sesta­
venému ferritinu klesá, přičemž se ve spodní části gelu objevují disociované podjed-
notky. V souladu s literaturou [44] je při pH 2,5 jeho struktura rozložena kompletně. 
Zajímavé však je, že k částečnému rozkladu dochází už při pH 4,0, kdy se poprvé 
objeví výrazné podjednotky. K částečné disociaci také dochází u hodnot pH nad 
10,5 a v pH 13,0 je ferritin kompletně rozložen. 
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Obr. 5.2: Nativní P A G E koňského ferritinu izolovaného ze sleziny obsahujícího 
22L + 2 H podjednotky; pH roztoku v rozmezí 1,0-13,0 s inkrementem 0,5. 

5.3.1 Iontová síla roztoku 

Jelikož další vlastností endozomů je kromě pH také nízká iontová síla [65], byla 
ověřena i závislost disociace struktury ferritinů na iontové síle roztoku. V tomto 
experimentu byly sledovány komerční ferritin izolovaný z koňské sleziny Obr. 5.3, 
koňský ferritin tvořený L podjednotkami, lidský ferritin tvořený pouze H podjed-
notkami a P F U ferritin. 

Z výsledků vyplývá, že žádný z testovaných ferritinů není závislý na iontové 
síle. U všech ferritinů byly v celém rozsahu iontové síly pozorovány pouze sestavené 
proteinové klece, bez disociovaných podjednotek. U ferritinů byla tedy dále sledována 
pouze jejich disociace vlivem pH. 
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Obr. 5.3: Nativní P A G E pro roztoky o různé iontové síle. A) komerční ferri­
tin izolovaný z koňské sleziny; B) koňský ferritin obsahující pouze L podjed-
notky; C) lidský ferritin bohatý na H podjednotky; D) P F U ferritin. Iontová síla: 
1) 50mM HEPES + 1 OOOmM NaCl; 2) 50mM HEPES + 500mM NaCl; 3) 50mM HE-
PES + 400mM NaCl; 4) 50mM HEPES + 300mM NaCl; 5) 50mM HEPES + 200mM 
NaCl; 6) 50mM HEPES + 150mM NaCl; 7) 50mM HEPES + lOOmM NaCl; 8) 50mM 
HEPES + 50mM NaCl; 9) 50mM HEPES + 25mM NaCl; 10) 50mM HEPES + lOmM 
NaCl; 11) 50mM HEPES + 5mM NaCl; 12) 50mM HEPES + 2,5mM NaCl; 13) 50mM 
HEPES + l m M NaCl; 14) miliQ voda. 

5.3.2 Hodnota pH roztoku 

Po vyloučení závislosti ferritinů na iontové síle roztoku byla již sledována závislost 
pouze na pH roztoku, ve kterém je ferritin disociován. Proces rozložení proteinové 
klece do podjednotek byl testován také pomocí nativní P A G E , kdy jsou výsledky 
pro všechny typy ferritinů popsány níže. 

Z gelu pro koňský L ferritin Obr. 5.4 je patrné, že na rozdíl od komerčního koň­
ského ferritinů, obsahujícího 22 L + 2 H podjednotky Obr. 5.2, je koňský ferritin tvo­
řený pouze L podjednotkami více stabilní. K částečné disociaci dochází při pH 3,5, 
kdy se poprvé objeví výrazné podjednotky ve spodní části gelu. Koňský L ferritin 
je kompletně disociován v pH 2,0, kdy už není viditelná sestavená klec v horní části 
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gelu, jako je tomu u vyšších hodnot pH. Podobně jako v případě ferritinu z koňské 
sleziny, v prostředí roztoku o pH 13,0 dochází i u koňského L ferritinu ke komplet­
nímu rozpadu. Tyto hodnoty pH se ale fyziologicky v organismu nevyskytují a nejsou 
ani vhodné pro následnou reasociaci ferritinové klece. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

1,5 2,5 3,5 4,5 5,5 6,5 7,5 8,5 9,5 10,5 11,5 12,5 

•• - - - é s ä s s s a é — * 
Obr. 5.4: Nativní P A G E koňského L ferritinu; pH roztoku v rozmezí 1,0-13,0 s in-
krementem 0,5. 

U lidského vzorku ferritinu bohatého na H podjednotky je zřejmý částečný roz­
pad v pH 4,0, kdy se ve spodní části objevuje výrazný band Obr. 5.5. Ke komplet­
nímu rozpadu proteinové klece nedojde ani při extrémních hodnotách pH roztoku, 
ať už kyselých, tak zásaditých. Zajímavý artefakt byl pozorován v pH 3,0, kdy do­
šlo k blíže nespecifikované reakci rozpadu. Tento jev byl pozorován u různých typů 
ferritinu v tomto konkrétním prostředí. Byla tedy testována různá chemická slo­
žení pufru o pH 3,0 (citrátový pufr a fosfátový pufr), přičemž k artefaktu docházelo 
nezávisle na chemickém složení pufru. 

Poslední testovaný byl archeální ferritin P F U , kdy ke kompletnímu rozpadu 
struktury nedochází při žádné hodnotě pH, ale podjednotky jsou viditelné jak v ky­
selém pH<3,0, tak v zásaditém prostředí o pH>10,5 Obr. 5.6. Částečná disociace 
struktury tedy nastává za 2 možných podmínek. 

Ze získaných výsledků vyplývá, že nej stabilnější je koňský L ferritin (struktura 
sestavená v pH 4,0-12,5, čemuž odpovídá band v horní části gelu a žádné vidi­
telné podjednotky Obr. 5.4) a lidský H ferritin (struktura sestavená v pH 4,5-12,5 
Obr. 5.5). 

Naopak jako nestabilní se jeví vzorek koňského ferritinu izolovaného ze sleziny, 
kdy jsou viditelné podjednotky v celé škále s výjimkou pH 7,0-9,0, kdy je band 
v horní části gelu výrazný a pouze v tomto rozmezí je struktura sestavená Obr. 5.2. 
Podobně je tomu i u P F U ferritinu, který je také nestabilní jak v kyselém, tak 

38 



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

1,5 2,5 I 3,5 4,5 5,5 6,5 7,5 8,5 9,5 10,5 11,5 12,5 

!§t*r- I 
Obr. 5.5: Nativní P A G E lidského H ferritinu; pH roztoku v rozmezí 1,0-13,0 s inkre-
mentem 0,5. 
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Obr. 5.6: Nativní P A G E ferritinu P F U ; pH roztoku v rozmezí 1,0-13,0 s inkrementem 
0,5. 

v zásaditém prostředí. Sestavenou strukturu si uchovává v roztocích o pH 3,5-10,0 
Obr. 5.6. 

Ke kompletnímu rozložení struktury dochází pouze u koňských ferritinu (Obr. 5.2, 
Obr. 5.4), kdy ve vysoce kyselém prostředí zcela zmizí band v horní části gelu - tzn. 
protein je kompletně disociován na podjednotky, které jsou viditelné ve spodní části 
gelu (s odkazem na jejich malou velikost). U lidského ferritinu (Obr. 5.5) ani u P F U 
(Obr. 5.6) k rozložení struktury pouze na podjednotky nedochází nikdy. V celé škále 
pH roztoků je alespoň částečně viditelný band v horní části gelu. 

Dosažené výsledky o disociačních mechanismech ferritinu neodpovídají přesně 
literatuře [44], podle které by se ferritin měl zachovat v nativní struktuře při pH 
vyšším než 3,4 a naopak struktura se rozevřít pouze v pH pod 3,4. 
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5.3.3 Reasociace 

Na nativní P A G E byla testována i reasociace ferritinů Obr. 5.7. Z literatury [44] je 
zřejmé, že schopnost reasociace je omezená, kdy nedochází ke kompletnímu sesta­
vení všech 24 podjednotek do sférického tvaru ferritinové proteinové klece. Tento 
předpoklad byl ověřen u všech testovaných proteinů. Nej efektivnější reasociace pro­
bíhá u koňského 22 L + 2 H ferritinů a P F U ferritinů, u kterých lze pozorovat band 
ve stejném místě jako u nativní formy vzorku bez parazitního signálu mimo tuto 
oblast. U koňského L reasociovaného vzorku jsou patrné podjednotky ve spodní části 
gelu, stejně jako je tomu u lidského reasociovaného ferritinů. To je způsobeno tím, 
že některé z celkových 24 podjednotek struktury se nedokázaly navrátit do původ­
ního seskupení a vytvořit sférickou proteinovou klec, zůstaly volně v roztoku. Obsah 
pouze H podjednotek v lidském ferritinů zřejmě způsobil tento jev. Nižší stabilita 
H podjednotek má za následek, že při disociaci dojde k uvolnění více podjednotek, 
které nemají tak vysoký počet solných můstků zajišťujících stabilitu podjednotky 
[41], a proto je následná reasociace méně efektivní. U koňského L ferritinů nao­
pak mohlo dojít k vytvoření agregátů uvolněných podjednotek, které se již nebyly 
schopny reasociovat do původní struktury. 

1 2 3 4 5 6 7 8 

• 
Obr. 5.7: Reasociace ferritinu. 1) nativní forma koňského 22 L + 2 H ferritinu; 2) rea-
sociovaná forma koňského 22 L + 2 H ferritinu; 3) nativní forma koňského L ferritinu; 
4) reasociovaná forma koňského L ferritinu; 5) nativní forma lidského H ferritinu; 6) 
reasociovaná forma lidského H ferritinu; 7) nativní forma P F U ferritinu; 8) reasoci­
ovaná forma P F U ferritinu. 
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5.4 Snímky z T E M 

Disociační a reasociační mechanismy získané nativní P A G E byly ověřeny na T E M 
pro komerčně dostupný ferritin složený z 22 L + 2 H podjednotek. Nejdříve byl vy­
focen snímek nativní formy proteinu Obr. 5.8. Na obrázku lze vidět, že při pH 7,0 
je proteinová klec sestavená do dutého sférického tvaru o velikosti 12 nm. U pH 4,0 
Obr. 5.9 lze sledovat částečné rozvolnění struktury, kdy je sférický tvar nekompletní, 
což odpovídá částečnému rozkladu na podjednotky, který byl pozorován na nativní 
P A G E . Kompletní rozložení proteinové klece je pozorovatelné u vzorku o pH 2,0; 
na snímku vidíme podjednotky válcovitého tvaru, zatímco sférický tvar odpovídající 
sestavené struktuře se zde nenachází. Jedná se však o nevratný proces, kdy pH 2,0 
je příliš nízká hodnota, než aby byl možný proces opětovného sestavení do nativní 
podoby proteinu při pH 7,0. Ferritinové podjednotky prochází částečnou denatu-
rací a strukturálními změnami [44], které nejsou slučitelné se zachováním schop­
nosti úspěšné reasociace. Jinak je tomu u zpětného sestavení struktury z pH 4,0. 
Na snímku 5.9 jsou viditelné jak struktury plně sférického tvaru, tak ty, u kterých 
nedošlo ke kompletnímu procesu reasociace, některé podjednotky zůstaly volně. Me­
chanismy disociace a reasociace bez výjimky odpovídají teoretickým předpokladům, 
zároveň však korespondují s výsledky získanými nativní P A G E , čímž je potvrzena 
možnost použití této alternativní metody. 

Obr. 5.8: Nativní forma ferritinu izolovaného z koňské sleziny. 
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Obr. 5.9: Ferritin izolovaný z koňské sleziny disociován v pH 2,0 (vlevo nahoře) 
a reasociován (vpravo nahoře); disociován v pH 4,0 (vlevo dole) a reasociován (vpravo 
dole). 
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6 Enkapsulace cytostatického léčiva 
Výsledky získané pomocí nativní P A G E vedly k získání informací o procesu disociace 
ferritinových podjednotek. Poznatky o pH roztoku, ve kterém se ferritin rozpadá, 
byly otestovány spolu s návratem na neutrální pH o hodnotě 7,0, kdy se struktura 
proteinu opět sestavuje a lze do jeho dutiny enkapsulovat nízkomolekulární léčivo. 

V této práci byl testován doxorubicin. Jedná se o jedno z nejčastěji používaných 
chemoterapeutik pro léčbu nádorových onemocnění [66]. Ačkoli jeho schopnost inhi-
bice rychle se dělících buněk je známa již několik desetiletí, terapeutická dávka je 
limitována vysokou toxicitou pro zdravé buňky, především jeho kumulativní kardi-
otoxicitou [67]. 

Směs ferritinových podjednotek a molekuly doxorubicinu vytváří základní roztok 
pro proces enkapsulace. Zvýšením hodnoty pH tohoto roztoku je struktura apoferri-
tinu reasociována, přičemž molekuly doxorubicinu jsou zapouzdřeny uvnitř dutiny. 

6.1 Kolokalizace doxorubicinu s proteiny ferritinu na 
nativní PAGE 

Proces disociace a reasociace byl sledován u ferritinu izolovaného z koňské sleziny 
obsahujícího 22 L + 2 H podjednotky pro pH 4,0, kdy dochází k částečnému rozpadu 
struktury; u koňského L ferritinu pro pH 3,5; lidského ferritinu obsahujícího H pod­
jednotky pro pH 4,0 a také u P F U pro pH 3,0 Obr. 6.1. 

Po separaci reasociovaných ferritinu na nativní P A G E a následném obarvení 
gelu pomocí rychlého barvení coomassie modří pak lze potvrdit, zda došlo k ná­
vratu struktury do nativní podoby. Z obrázku 6.1 lze potvrdit úspěšnou reasociaci 
u všech sledovaných vzorků na základě porovnání reasociované formy (jamky gelu 
číslo 2, 4, 6 a 8) s nativní podobou proteinu (jamky 1, 3, 5 a 7). Lze však vidět, 
že ani u jednoho z ferritinu nebyla reasociace kompletní, jelikož jsou u všech pozo­
rovány uvolněné podjednotky. Nejhorších výsledků bylo dosaženo u P F U ferritinu, 
kde je i po reasociaci stále možné pozorovat výrazné disociované podjednotky. Vý­
sledky lidského a obou koňských ferritinu jsou pak velice podobné a množství stále 
disociovaných podjednotek je u těchto 3 typů malé. 

S využitím fluorescence doxorubicinu (po excitaci při 480 nm) bylo na nativní 
P A G E možné pozorovat, zda byl během procesu disociace a reasociace doxorubicin 
enkapsulován do dutiny ferritinu nebo se ve vzorku nacházel ve volné formě Obr. 6.2. 
Doxorubicin, který fluoreskuje zelenou barvou, je ve vzorcích přítomen. U kontrol­
ních vzorků samotných ferritinu v jamkách gelu s čísly 1, 3, 5 a 7 se doxorubicin 
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Obr. 6.1: Reasociace ferritinových klecí po částečné disociaci - 6% nativní P A G E 
po obarvení coomassie modří: 1) koňský ferritin 22L + 2 H podjednotky; 2) koň­
ský ferritin 22 L + 2 H podjednotky po disociaci a reasociaci; 3) koňský L ferritin; 
4) koňský L ferritin po disociaci a reasociaci; 5) lidský H ferritin; 6) lidský H ferritin 
po disociaci a reasociaci; 7) P F U ferritin; 8) P F U ferritin po disociaci a reasociaci. 

nevyskytuje, a není tak vidět jeho fluorescence. Naopak po enkapsulaci doxorubi-
cinu do jednotlivých ferritinů (jamky gelu číslo 2, 4, 6 a 8) lze pozorovat silnou 
fluorescenci, jejíž lokalizace se liší v závislosti na typu ferritinů. 

U komerčního koňského apoferritinu s enskapsulovaným doxorubicinem (apo-
dox) v jamce číslo 2 lze vidět, že ne všechen doxorubicin se enkapsuloval do pro­
teinové klece, ale fluoreskuje i volný doxorubicin v řasinkách gelu. Většina molekul 
doxorubicinu je ale kolokalizována s reasociovanou klecí ferritinů v horní části gelu. 
Tento apodox je složen z 22 L + 2 H podjednotek. Koňský apodox složený pouze z L 
podjednotek (jamka 4) také vykazoval kolokalizaci doxorubicinu s proteinovou klecí, 
ale s nižší úspěšností enkapsulace, jak lze usuzovat z vyššího množství fluoreskujícího 
doxorubicinu v řasinkách. 
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Obr. 6.2: Enkapsulace doxorubicinu - fluorescence doxorubicinu: 1) koňský ferritin 
22 L + 2 H podjednotky; 2) koňský ferritin 22 L + 2 H podjednotky s doxorubicinem; 
3) koňský L ferritin; 4) koňský L ferritin s doxorubicinem; 5) lidský H ferritin; 6) lid­
ský H ferritin s doxorubicinem; 7) P F U ferritin; 8) P F U ferritin s doxorubicinem. 

6.2 Charakterizace 

K efektivní enkapsulaci (60 %) došlo v případě apodox lidského vzorku bohatého na 
H podjednotky, což by mohlo korespondovat právě se složením podjednotek ferritinu 
Tab. 6.1. Díky strukturálním vlastnostem je apoferritin bohatý na L podjednotky 
mnohem stabilnější než apoferritin bohatý na H podjednotky [41]. V případě ferri­
tinu bohatých na L podjednotky tedy zřejmě nedojde k dostatečnému rozvolnění 
struktury, aby se mohl všechen doxorubicin úspěšně enkapsulovat, zatímco lidský 
ferritin bohatý na H podjednotky se rozložil úspěšně a doxorubicin byl zapouzdřen 
ve vyšší míře. Tomu odpovídá i rozdíl mezi koňskými vzorky, kdy ferritin obsahu­
jící 22L + 2 H podjednotky (jamka gelu číslo 2, enkapsulační výtěžnost 63%) má 
méně doxorubicinu v řasinkách v porovnání s ferritinem pouze z L podjednotek 
(jamka gelu číslo 4, enkapsulační výtěžnost 42%). P F U ferritin je svým složením 
blíže L ferritinům, což odpovídá podobnému množství rezidua doxorubicinu v řasin­
kách gelu. Co se týče enkapsulační výtěžnosti, překvapivě dosahuje nejvyšší hodnoty 
ze všech testovaných vzorků (85%). Z vícenásobného zarovnání aminokyselinových 
sekvencí ferritinu Obr. 4.1 je však zřejmý velký rozdíl ve složení oproti ostatním tes­
tovaným ferritinům. I přesto, že je svým složením blíže L ferritinům, je j im evolučně 
velmi vzdálený (0,6504 Obr. 4.2). Pravděpodobně je tak schopnost P F U enkapsulo­
vat cytostatické léčivo ovlivněna i jinými faktory. 
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Vlivem enkapsulace nebyla překročena hranice velikosti 200 nm, což je limit pro 
úspěšnost nanotransportéru, u žádného z ferritinů. Nádory mají ve srovnání se zdra­
vou tkání cévy s narušeným endotelem, což způsobuje jejich netěsnost. Nanočástice 
jsou přijímány přednostně do nádorové tkáně přes penetrovaný endotel nádorového 
cévního zásobení a jsou zde akumulovány v důsledku snížené lymfatické drenáže -
E P R efekt [5]. Všechny apodox komplexy mají záporný náboj, stejně jako v nativní 
formě. 

Kombinací všech zjištěných vlastností se jako optimální jeví lidský H ferritin. 
Nízká hodnota PDI (0,260 dle Tab. 6.1) koresponduje se systémem obsahujícím čás­
tice o velikostech, které se od sebe příliš neliší. Nedochází tedy k rozsáhlé fragmentaci 
ani agregaci podjednotek. Pro lidského pacienta představuje použití lidského ferri­
tinů minimální riziko imunitní odpovědi organismu. Se svou enkpasulační výtěžností 
a diskutovanými vlastnostmi se tedy lidský H ferritin jeví jako nejvhodnější z testo­
vaných ferritinů. 

Tab. 6.1: Zhodnocení apodox komplexů z hlediska velikosti, PDI, (^-potenciálu a en-
kapsulační výtěžnosti doxorubicinu. 

typ velikost P D I (^-potenciál e n k a p s u l a č n í v ý t ě ž n o s t 
apodox (nm) (-) (mV) doxorubicinu (%) 

koňský 22 L + 2 H 68 0,226 -22,1 63 
koňský L 44 0,762 -16,7 42 
lidský H 106 0,260 -15,0 60 

P F U 33 0,343 -21,0 85 

Vzhledem k tomu, že intravenózni podání je hlavním způsobem administrace 
cytostatických léčiv, jedním z důležitých parametrů účinného nanotransportéru lé­
čiv je stabilita enkapsulace přenášených molekul v prostředí krve [74]. Proto byla 
studována dlouhodobá (až 72 hod) stabilita získaných apodox komplexů v roztoku 
simulujícím krevní plasmu Obr. 6.3. 

Pro koňský 22 L + 2 H ferritin je množství uvolněného doxorubicinu do roztoku 
80%, což znamená, že pouze 20% zůstalo enkapsulováno, a tento ferritin tak dosa­
huje nejhorších výsledků. U koňského L ferritinů a P F U ferritinů se v čase asi 2 hod 
uvolní 40 % doxorubicinu, ten je ale později opět asociován a komplex je poměrně 
stabilní na hodnotě blízké 15 % uvolněného doxorubicinu. Po 48 hod u P F U ferritinů 
dochází ke zvýšené míře uvolňování doxorubicinu (až na 26% po 72hod). Lidský 
H ferritin má sice v čase 2 hod uvolněno 65 % doxorubicinu, důležitou vlastností 
je ale časová stabilita, kdy se s prodlužující se dobou komplex stává stabilnějším 
a množství uvolněného chemoterapeutika volně do roztoku klesá na 10% po 72 hod 
Obr. 6.3. 
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koňský 22L + 2H ^ — k o ň s k ý L lidský H PFU 

Obr. 6.3: Graf množství uvolněného doxorubicinu v závislosti na čase, hodnoty 
kané ze supernatantu. 
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7 Využití komplexů ferritin-doxorubicin pro 
terapii maligních karcinomů prsu 

Karcinom prsu je hlavní příčinou úmrtí na nádorová onemocnění u žen po celém 
světě. Studie založené na profilech genové exprese identifikovaly různé molekulární 
subtypy nádorů prsu, jako jsou luminální A a B buňky a nádorové buňky. Jejich 
charakteristikou jsou pozitivita nebo negativita na estrogenový receptor (ER), pro-
gesteronový receptor (PR) a lidský epidermální růstový faktor 2 (HER2) [68]. 

Nejběžněji diagnostikovaný subtyp karcinomu prsu je subtyp pozitivní na es­
trogenový receptor (ER +). Přibližně dvě třetiny pacientů s karcinomem prsu jsou 
diagnostikovány s nádory pozitivními na hormonální receptor. U pokročilých one­
mocnění prokázala endokrinní terapie účinnost u více než poloviny pacientů. Bohužel 
se často objevuje rezistence, a to jak de novo, tak získaná později, což činí výzkum 
zvláště relevantním pro inovativní léčbu [69]. 

Pro terapii apodox komplexy byly vybrány následující karcinomy prsu, které 
kombinují různé subtypy nádorů Tab. 7.1. Tyto rozdíly pak ovlivňují senzitivitu na 
léčbu. Jako kontrolní buněčná linie byla zvolena HBL-100, jež byla získána z pri­
márních kultur buněk odvozených ze vzorku časné laktace lidského mléka. U dárce 
mléka nebyl prokázán výskyt prsní léze. Jedná se tak o zdravé buňky prsní tkáně 
[70]. 

Tab. 7.1: Charakteristika maligních karcinomů prsu pro terapii. E R - estrogenový 
receptor; P R - progesteronový receptor; HER2 - lidský epidermální růstový faktor 2; 
negativní (-); pozitivní (+) [70]. 

název E R P R H E R 2 

MDA-MB-231 - - -
MDA-MB-468 - - -

T-47D + + -
MCF-7 + + -

Z tabulky vyplývá, že MDA-MB-231 a MDA-MB-468 jsou histologický shodné, 
stejně jako T-47D a MCF-7. MDA-MB-231 linie je ideálním modelem chemore-
sistentních karcinomů, MDA-MB-468 často na chemoterapii velice dobře reaguje, 
MCF-7 je většinou perfektním modelem pro hormonální terapii. 
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7.1 Expresní profil SCARA5 a T f R l u maligních a ne-
maligních prsních linií 

U maligních karcinomů prsu, stejně jako u kontrolní zdravé tkáně prsu byla sledo­
vána exprese dvou typů receptoru: SCARA5 a T f R l . Zatímco ferritin bohatý na L 
podjednotky je do buněk internalizován pomocí SCARA5 [59], ferritin s převahou H 
podjednotek se váže na T f R l [33]. Expresní profily těchto dvou receptoru se mezi bu­
něčnými liniemi liší. Vysoké míry exprese S C A R A 5 dosahuje MDA-MB-468 a T-47D; 
MDA-MB-231 spolu s MCF-7 mají dokonce nižší expresi než zdravé buňky HBL-100 
Obr. 7.1. 

800 

HBL-100 MDA-MB-231 MDA-MB-468 T-47D MCF-7 

Buněčná linie 

Obr. 7.1: Expresní profil receptoru SCARA5 u buněčných linií. 

U T f R l dosahuje nejvyšší míry exprese MDA-MB-231 a T-47D, naopak linie 
MDA-MB-468 a MCF-7 mají čtyřnásobně nižší expresi než zdravé buňky HBL-100 
Obr. 7.2. Tyto rozdíly jsou jednou z motivací výběru více buněčných linií, protože 
ačkoli jsou dvojice MDA-MB-231 a MDA-MB-468; T-47D a MCF-7 histologický 
totožné, v jiných aspektech se liší. 

Z expresních profilů obou typů receptoru vyplývá, že u linie T-47D by mělo 
docházet k úspěšné internalizaci ferritinů jak s převahou L podjednotek, tak H pod­
jednotek; expresní profil SCARA5 i T f R l je totiž vysoký. Naopak je tomu u linie 
MCF-7, která obsahuje nejméně receptoru ze všech studovaných linií, dokonce méně 
než kontrolní zdravé buňky HBL-100. Nízká míra exprese SCARA5, vysoká míra 
exprese T f R l u MDA-MB-231 by měla odpovídat úspěšné internalizaci H podjedno­
tek (lidského H ferritinů, případně koňského 22 L + 2 H ferritinů) a nízké internalizaci 
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Obr. 7.2: Expresní profil receptoru T f R l u buněčných linií. 

podjednotek L (koňského L ferritinu). Přesně naopak by tomu mělo být u druhé tripl 
negativní linie MDA-MB-231. 

7.2 Citlivost prsních linií na léčbu doxorubicinem 

Citlivost prsních linií na léčbu doxorubicinem byla ověřena M T T testem. Jedná 
se o kolorimetrický test, který měří metabolickou aktivitu buněk a je vhodný pro 
analyzování jejich proliferace, životaschopnosti a cytotoxicity materiálu. Termínem 
životaschopnost se rozumí určení poměru živých a mrtvých buněk v populaci. Test 
je založen na redukci žluté solubilní tetrazoliové soli M T T (3-(4, 5-dimethylthiazol-
2-yl)-2, 5-difenyltetrazolium bromid) na nerozpustný formazan, který je ve formě 
modrých krystalků. Reakce probíhá na mitochondriální membráně vlivem mito-
chondriálních dehydrogenas živých buněk. Počet živých buněk je tedy indikován 
množstvím redukovaného M T T . Formazanové krystalky se následně rozpustí přidá­
ním okyseleného izopropanolu a spektrofotometricky se stanoví hodnota absorbance 
roztoku. Protože transformace je možná pouze v životaschopných buňkách, množství 
modrého formazanu je úměrné počtu těchto buněk [71]. 

Pro možnost sledování cytotoxicity apodox komplexů bylo nejdříve nutné zjistit 
cytotoxicitu samotného doxorubicinu na vybrané prsní linie. Z grafu 7.3 je zřejmé, 
že všechny prsní linie reagují na doxorubicin podobně (s výjimkou MDA-MB-468 a 
HBL-100 linie, které jsou na doxorubicin citlivější), proto následující experimenty 
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Obr. 7.3: Vliv koncentrace doxorubicinu na životaschopnost buněk u vybraných prs­

ních linií. 

nebudou tímto faktorem ovlivněny. V tabulce 7.2 jsou uvedeny koncentrace doxoru­

bicinu, při kterých byla právě polovina buněk životaschopná. Jako optimální kon­
centrace doxorubicinu pro následující experimenty byla zvolena koncentrace 25/xM. 

Tab. 7.2: Koncentrace doxorubicinu, při které je životaschopnost buněk 50 % pro 
vybrané buněčné linie. 

b u n ě č n á linie koncentrace doxorubicinu ( / í M ) 

HBL-100 14 
MDA-MB-231 30 
MDA-MB-468 8 

T-47D 30 
MCF-7 27 

7.3 Asociace ferritinů s buňkami prsních linií 

V tomto experimentu byla sledována asociace jednotlivých ferritinů s použitými 
buňkami, která je nutným předpokladem pro jejich internalizaci do těchto buněk. 
U všech prsních linií je patrná nejvyšší míra asociace P F U ferritinů. Jelikož z l i ­
teratury není známý žádný mechanismus internalizace tohoto archeálního ferritinů 
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do eukaryotických buněk, nelze říct, čím je tento trend způsoben. Zajímavých vý­
sledků bylo dosaženo i u linie MCF-7. Ačkoli obsahuje nejmenší množství SCARA5 
a T f R l receptoru, asociace všech ferritinů je vysoká. Zřejmě se jedná o jinou formu 
internalizace, která v literatuře zatím nebyla popsána. 

Linie T-47D obsahuje nejvíce SCARA5 i T f R l , což odpovídá velice podobné aso­
ciaci všech ferritinů, bez rozdílu složení jejich podjednotek Obr. 7.4. Ačkoli výsledky 
korelují s expresními profily, nutno zmínit, že průtokový cytometr nerozlišuje mezi 
internalizací dovnitř buněk a asociací s povrchem buněčné membrány. Výsledkem 
fluorescenčního měření je informace o přítomnosti fluorescenčně označeného ferri­
tinů, nikoli o jeho lokalizaci. 

koňský 22L+2H koňský L lidský H • PFU 

2500000 

HBL-100 MDA-MB-231 MDA-MB-468 T-47D MCF-7 

Buněčná linie 

Obr. 7.4: Intenzita fluorescence korespondující s mírou asociace ferritinů s buněč­
nými liniemi, bez FBS. 

Asociace ferritinů s buňkami prsních linií byla zkoumána za dvou podmínek: 
přítomnost nebo absence fetálního bovinního séra (FBS), které obsahuje proteiny, 
hormony a růstové faktory pro podporu růstu buněk. Přítomnost FBS znamená vyšší 
pravděpodobnost tvorby proteinových koron na povrchu ferritinů. Tím by mohla být 
nanočástice ovlivněna jak z hlediska schopnosti internalizace z důvodu změny její 
biologické identity vedoucí k nerozpoznání receptorem, tak z důvodu velikosti [72]. 
Obsah média byl zkoumán u všech prsních linií, rozdíl v internalizací mezi FBS 
pozitivním a FBS negativním prostředím byl sledován pouze u koňského L ferritinů 
a lidského H ferritinů Obr. 7.5. Přítomnost FBS má u lidského H ferritinů za následek 
nižší míru internalizace do buněčných linií, u koňského L ferritinů je tomu naopak. 
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Obr. 7.5: Intenzita fluorescence korespondující s mírou asociace vybraných dvou 
ferritinů bez FBS a s FBS. 

7.4 Vliv komplexů ferritin-doxorubicin na životaschop­

nost buněk 

Pro zjištění vlivu komplexů ferritin-doxorubicin na životaschopnost buněk byly pro­
vedeny následující experimenty: M T T test apodox komplexů, vypovídající o me­
tabolické aktivitě buněk; mechanismus cytotoxicity, vypovídající o množství buněk 
procházejících apoptózou; scratch test, který odpovídá vlivu na proliferační poten­
ciál buněk. 

7.4.1 M T T test apodox komplexů 

Cílem M T T testu je ověření vlivu apodox komplexů na životaschopnost buněčných 
linií po 24 hod inkubaci. T-47D nevykazuje u žádné nanoformulace statisticky sig­
nifikantní rozdíl v porovnání s léčbou volným doxorubicinem, u všech ostatních linií 
jsou však rozdíly patrné Obr. 7.6. 

Zdravá linie HBL-100 je v porovnání s léčbou doxorubicinem chráněna všemi 
navrženými apodox komplexy. Například koňský L ferritin tuto linii chrání nejvíce, 
obecně je ale málo toxický pro všechny buněčné linie (vysoká hodnota životaschop­
nosti buněk), proto pro terapii vhodný není. Lidský H ferritin a P F U ferritin chrání 
zdravé buňky HBL-100 linie, ale úspěšně snižují životaschopnost nádorových buněk 
(s výjimkou MDA-MB-231). 
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Obecně dosahují zdravé buňky HBL-100 maximálně 30% životaschopnosti buněk, 
což je poměrně nízká hodnota. Nutno podotknout, že ferritin v této formulaci je 
pouze základním materiálem a bylo by vhodné modifikovat jeho povrch pro aktivní 
cílení, které dosahuje uspokojivějších výsledků a zdravé buňky ochrání lépe [73]. 

A B C D E A B C D E 
Použitá léčba Použitá léčba 

T-47D 
120 
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Použitá léčba 
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# * * 

t u l i i 
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Použitá léčba 
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A B C D E 
Použitá léčba 

Obr. 7.6: Vliv apodox komplexů na životaschopnost buněčné linie. A) doxorubicin; 
B) koňský 22 L + 2 H apodox; C) koňský L apodox; D) lidský H apodox; E) P F U 
apodox. Symbol * označuje statisticky signifikantní nárůst, vztaženo k volnému do-
xorubicinu. 
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7.4.2 Mechanismus cytotoxicity 

Pro zjištění mechanismu cytotoxicity použitých nanoformulací byla testována míra 
indukce apoptózy ve sledovaných buňkách. Množství apoptotických buněk odpovídá 
cytotoxicitě navržených apodox komplexů. Z grafu 7.7 je patrné, že nejlepších vý­
sledků dosahují lidský H ferritin a P F U ferritin, které nejvíce chrání zdravé HBL-100, 
zároveň ale na některé buňky působí ještě lépe než volný doxorubicin (např. MCF-7). 
Zajímavá je citlivost prsních linií MDA-MB-468 a MDA-MB-231, kdy jsou sice nej­
více responzivní na doxorubicin, nanoformulace apodox u nich však dosahují jen 
necelé poloviny míry apoptózy. Terapie apodox komplexy u těchto linií tedy není 
úspěšná. Naopak u T-47D a MCF-7 dosahuje terapie apodox komplexy srovnatel­
ných nebo dokonce lepších výsledků v porovnání s volným doxorubicinem. Možným 
vysvětlením je histologická specifikace těchto linií. 
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Obr. 7.7: Míra apoptózy vyvolaná u buněčných linií vlivem použitého léčiva. Symbol 
* označuje statisticky signifikantní nárůst apoptózy, symbol ** označuje statisticky 
signifikantní pokles apoptózy, vztaženo na kontrolu. 

7.4.3 Scratch test 

Zatímco výše uvedené experimenty vypovídaly o schopnosti apodox komplexů inter-
nalizovat do buněk a jejich následné cytotoxicitě, výstupem scratch testu je schop­
nost migrace buněk a jejich proliferační potenciál. Protokol je následující: kom­
paktnost buněčné linie je narušena vytvořením umělého zranění (čas 0 hod) a takto 
vytvořená plocha je označena jako 100 %. V následujících časových bodech měření je 
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vypočteno, kolik procent z původní volné plochy zůstává. Číslo 0 % znamená, že celá 
plocha znovu zarostla a zranění už v obraze není detekovatelné. V ideálním případě 
by se zranění v případě nádorových buněk po léčbě apodox komplexy nemělo časem 
měnit - buňky by neměly mít schopnost proliferovat [74]. U žádné z prsních linií 
tomu tak nebylo. Z toho lze usuzovat, že pokud po odstranění nádorové tkáně z těla 
pacienta nějaké nádorové buňky v organismu zůstanou, existuje možnost znovuvy-
tvoření maligní nádorové tkáně. Schopnost migrace a proliferace zůstává u buněk 
zachována i přes prokázanou toxicitu nanoformulací. 

Jako příklad jsou níže uvedeny dvě linie - zdravá prsní tkáň HBL-100 a karcinom 
prsu T-47D. Z grafu 7.8 je vidět, že lidský H ferritin a P F U ferritin vykazují po 8 hod 
schopnost zabránit zarůstání volné plochy v porovnání s kontrolními neléčenými 
buňkami. Směrodatné odchylky po 24 hod, respektive 48 hod dosahují velkých hod­
not, z čehož lze usuzovat velké rozdíly mezi jednotlivými místy zarůstání destičky. 
Zarůstání volné plochy je demonstrováno i na snímcích z mikroskopu Obr. 7.9. 

• kontrola lidský H PFU 

0 hod 2 hod 4 hod 8 hod 24 hod 48 hod 

Čas (hod) 

Obr. 7.8: Časový vývoj volné plochy po vytvoření umělého zranění v buněčné linii 
HBL-100. Symbol * označuje statisticky signifikantní nárůst volné plochy, vztaženo 
na kontrolu. 

Časový vývoj volné plochy po vytvoření umělého zranění v nádorové linii T-47D 
je uspokojivý do času 8 hod. Neléčené buňky pokrývají menší plochu než buňky 
léčené lidským H a P F U apodox. Po uplynutí 24 hod však dojde ke kompletnímu 
zacelení rány, což by znamenalo schopnost znovuvytvoření nádorové tkáně v místě 
předchozího odstranění Obr. 7.10. 
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Obr. 7.9: Časový vývoj volné plochy po vytvoření umělé rány v buněčné linii 
HBL-100, kde A) lidský H apodox; B) P F U apodox. 
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Obr. 7.10: Časový vývoj volné plochy po vytvoření umělé rány v buněčné linii T-47D. 
Symbol ** označuje statisticky signifikantní pokles volné plochy, vztaženo na kont­
rolu. 
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8 Automatická obrazová analýza pro scratch 
test 

Jelikož cílem analýzy obrazů získaných ze scratch testu je oddělení volné plochy 
(rány) od oblasti porostlé buňkami, tedy výrazně rozdílných částí, byl zvolen přístup 
prahování. Obraz byl napřahován, kde práh byl nalezen automaticky pomocí Otsu 
metody [75]. 

Cílem je najít konturu objektu, která leží na hranách mezi buňkami porostlou 
částí a ránou uprostřed. U geometrických kontur level-set byl použit Chan-Vese mo­
del [61] včetně metody Sparse-Field level set, podobnou metodě popsané v [62], pro 
implementaci aktivního vývoje kontury. Výsledkem automatické obrazové analýzy 
je pak počet bílých pixelů, který odpovídá obsahu volné plochy. 

Mezi počáteční úpravy obrazu patří převod snímku na šedotónový, dále kon­
verze původního intervalu hodnot na interval <0,1>. Problémová jsou ta místa 
v obraze, kde buňkami zarostlá plocha není kompaktní nebo dochází k postupnému 
otevírání ploch vlivem migrace buněk. Do předzpracování obrazu byly proto za­
hrnuty šedotónové morfologické operace otevření a uzavření. Ve finálním binárním 
obraze byly odstraněny malé objekty a byla vyplněna prázdná místa mezi buň­
kami. Tím jsou ošetřeny případné změny morfologie buněk mimo zájmovou oblast 
detekce způsobené například nekrózou buněk, časovým vývojem viability buněčné l i ­
nie nebo nekompaktním zarůstáním plochy. V každém snímku je určena inicializační 
maska pro geometrickou konturu. Výsledek analýzy lze vidět na obrázku 8.1, kdy je 
pro porovnání předložen originální snímek, obraz po předzpracování morfologickými 
operacemi, automatické nalezení prahu Otsu metodou a segmentace geometrickými 
konturami level-set. 

Implementace metody pro sledování časového vývoje zarůstání plochy v obraze 
využívající geometrické kontury level-set byla provedena v programovacím prostředí 
Matlab. Pro snadné ovládání programu bylo navrženo uživatelské rozhraní Obr. 8.2 
s možností analýzy obrazu v čase 0 (tedy ihned po vytvoření umělé rány) a v libo­
volném časovém bodě měření t. Výstupem zpracování obrazů je obsah volné plochy 
vyjádřený procentuálně vůči celkové ploše obrazu k dispozici jak numericky, tak 
graficky. Nechybí možnost restartu hodnot nebo exportu získaných dat do Excelu. 
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Obr. 8.1: Ukázka implementace metody: originální snímek (vlevo nahoře); obraz 
po předzpracování morfologickými operacemi (vpravo nahoře); napřahovaný obraz 
(vlevo dole) a výsledná segmentace geometrickými konturami pro výpočet obsahu 
volné plochy (vpravo dole). 
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Obr. 8.2: Grafické uživatelské rozhraní pro analýzu snímků získaných ze scratch 
testu. 
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9 Závěr 
V této práci byla popsána struktura ferritinu jako vhodného nanotransportéru pro 
cílenou dopravu nízkomolekulárního léčiva k nádorové tkáni. Poznatky získané z l i ­
teratury byly ověřeny na T E M předložením snímků poskytujících detailní vizualizaci 
strukturálních změn ferritinu v průběhu procesu disociace a následné reasociace. 

Mechanismy disociace a reasociace ferritinových klecí byly sledovány i pomocí 
alternativních metod: SDS P A G E , měřením dynamického rozptylu světla a nativní 
P A G E . Jako optimální byla stanovena nativní P A G E , která jako jediná dosahuje 
stejných výsledků jako T E M , avšak za nesrovnatelně kratší čas. Disociační pod­
mínky byly stanoveny pro komerčně dostupný a běžně používaný koňský ferritin 
složený z 22 L + 2 H podjednotek, ale i pro ferritiny dosud pro terapii nikdy nepou­
žité: koňský L ferritin, lidský H ferritin a P F U ferritin. 

Získané výsledky o disociaci podjednotek byly použity pro enkapsulaci nízkomo­
lekulárního chemoterapeutika doxorubicinu do proteinové klece ferritinu, a to v pH 
roztoku, kdy poprvé došlo k částečnému rozkladu struktury ferritinu. Mezi ferritiny 
byly zjištěny rozdíly jak na úrovni disociace, tak při zpětné asociaci a zapouzdření 
doxorubicinu do komplexu apodox. To může být způsobeno odlišným složením pod­
jednotek ferritinu, kdy některé mají převahu L a jiné H podjednotek. Převaha H 
podjednotek koresponduje s nižší stabilitou, dochází tedy k efektivnějšímu rozpadu 
proteinu a následné enkapsulaci cytostatika. Naopak ferritiny s majoritní skupinou 
L podjednotek vykazují vyšší stabilitu a lze usuzovat, že to je důvodem nižší en-
kapsulační výtěžnosti, kdy více molekul doxorubicinu zůstalo mimo reasociovanou 
strukturu. 

Všechny apodox komplexy byly použity pro terapii maligních karcinomů prsu, 
stejně jako kontrolní zdravé prsní tkáně. Nejdříve byly získány expresní profily re­
ceptoru, pomocí kterých ferritiny do buněk internalizují. Mezi prsními liniemi byly 
zjištěny rozdíly v expresi receptoru jak pro L, tak pro H podjednotky. Po následné 
korelaci expresních profilů s výsledky asociací ferritinu s buňkami bylo dosaženo za­
jímavých výsledků jak mezi testovanými ferritiny, tak v rámci histologický odlišných 
prsních linií. Zatímco P F U ferritin dosahoval nejvyšší míry asociace, jeho cytotoxi-
cita způsobující apoptózu byla nejnižší. Podobných výsledků dosahoval i koňský L 
ferritin, který se vyznačuje druhou nejvyšší mírou asociace, úspěšně ochránil zdravé 
buňky před toxicitou enkapsulovaného doxorubicinu, byl však minimálně toxický 
i pro všechny nádorové linie. Těmito vlastnostmi se P F U ferritin spolu s koňským 
L ferritinem řadí mezi nevhodné pro terapii. 

Naopak pozitivních výsledků bylo dosaženo u lidského H ferritinu. Dlouhodobá 
časová stabilita apodox komplexu - enkapsulační výtěžnost se v čase téměř ne­
mění - je jednou z důležitých vlastností. Patří mezi ně i schopnost chránit zdravé 
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buňky, avšak úspěšné snížení životaschopnosti nádorových buněk. Nejlepších účinků 
dosahoval i při testování migrace buněk a jejich proliferačního potenciálu. Ačkoli 
u všech nádorových prsních linií zůstala schopnost migrace i proliferace zachována, 
v porovnání s kontrolními neléčenými buňkami dosahuje terapie lidským H apodox 
komplexem slibných výsledků. V neposlední řadě je důležitým parametrem i jeho 
původ z lidského organismu, pro pacienta tedy hrozí minimální riziko imunogenicity. 

Součástí předložené diplomové práce je i funkce spolu s grafickým uživatelským 
rozhraním implementovaná v programovacím prostředí Matlab umožňující automa­
tickou analýzu obrazů scratch testu z mikroskopu. Je tak dosaženo přesnější detekce 
volné plochy na desítkách analyzovaných snímků, samotné vyhodnocení je rychlejší 
v porovnání s běžně používaným manuálním výpočtem. 
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Seznam symbolů, veličin a zkratek 
apodox apoferritin s enskapsulovaným doxorubicinem 
A P S peroxodisíran amonný - Ammonium Persulfate 
C B R - 2 5 0 Coomassie Brilliant Blue R250 
E P R zvýšená permeabilita a retence - Enhanced Permeability and 

Retention 
F B S fetální bovinní sérum 
H těžký - Heavy 
I D identifikátor - Identifier 
k D a kilodalton 
L lehký - Light 
M T T 3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-difenyltetrazolium bromid 
N C B I národní centrum biotechnologických informací - National Center for 

Biotechnology Information 
P A G E polyakrylamidová gelová elektroforéza 
P B S pufrovaný fyziologický roztok - Phosphate Buffered Saline 
P D I polydisperzní index 
P F U Pyrococcus furiosus 
P L B nanášecí pufr pro proteiny - Protein Loading Buffer 
S D S dodecylsíran sodný - Sodium Dodecyl Sulfate 
T E M transmisní elektronová mikroskopie 
T E M E D N , N , N ' ,N '-tetramethylethylendiamin 
T f R l transferrinový receptor 1 
Á angstrom 
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