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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva studiem disociace a reasociace ferritinovych proteinovych
kleci a jejich vyuzitim v nanomediciné. Vétsina praci, které se vénuji cilené dopravé léCiv
pomoci ferritinovych kleci, pracuje s ferritinem izolovanym z konské sleziny. Je to ale
jeho plivod, ktery vede k ¢im dal ¢astéjsim otazkam o mozné imunogenicité v organismu
pacienta, coz poskytuje i hlavni motivaci k testovani moznosti enkapsulace nizkomoleku-
larnich 1éCiv do ferritinGi pochazejicich z alternativnich organismi. V praktické Casti byla
experimentalné uréena metoda pro studium disociace. Nativni polyakrylamidova gelova
elektroforéza byla pouzita pro studium disociace konského ferritinu o riizném slozeni pod-
jednotek, lidského ferritinu a archeélniho Pyrococcus furiosus ferritinu. Ziskané vysledky
o disociaci podjednotek byly pouzity pro enkapsulaci nizkomolekularniho chemoterape-
utika doxorubicinu a naslednou charakterizaci vzniklého komplexu ferritin-doxorubicin.
Uginnost navrzenych nanoformulaci byla ovéfena p¥i terapii malignich karcinomii prsu.
Jako optimalni se jevi lidsky ferritin. Jeho slozeni z tézkych podjednotek koresponduje
s nizsi stabilitou proteinu, dochazi tedy k efektivnéjsimu rozpadu struktury a nasledné
enkapsulaci cytostatika. Se svou enkapsulaéni vytéznosti doxorubicinu 60 %, nizkou hod-
notou polydisperzniho indexu, efektivni cytotoxicitou ferritin-doxorubicin komplexu a mi-
nimalnim rizikem imunitni odpovédi organismu pacienta dosahuje lidsky ferritin lepsich
vysledki nez bézné pouzivany ferritin izolovany z konské sleziny.

KLICOVA SLOVA

Ferritin, disociace, reasociace, nativni PAGE, doxorubicin, karcinom prsu



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 60 % 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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Uvod

Mnohé vedlejsi ucinky spojené s lécbou nadorovych onemocnéni negativné ovliviuji
nejen fyzickou, ale i psychickou stranku zivota pacienti. Dodéani 1é¢iv pomoci nano-
¢astic je jednou z moznosti, jak tyto vedlejsi uc¢inky eliminovat. Nanomedicina tak
patii mezi neustale se vyvijejici discipliny a nadéle se snazi najit strukturu s per-
fektnimi vlastnostmi, kterou by bylo mozné pouzit jako multifunkéni transportér.

Na téma vyuziti vhodného nanotransportéru je v praci provedena literarni re-
Serse. Kromé obecnych vlastnosti je teoretickd ¢ast hlavné zamérena na specificky
popis ferritinu, jak z pohledu funkce v organismu, tak detailni popis struktury ve-
douci k rozliseni nékolika typt ferritini. V bioinformatické analyze jsou srovnany
aminokyselinové sekvence ferritini z rtiznych organismi, jelikoz se tato prace neza-
byva pouze nejcastéji pouzivanym ferritinem izolovanym z konské sleziny, ale pracuje
i s alternativnimi typy.

V praktické ¢asti byla optimalizovana metoda pro studium disociace a nasledné
reasociace ferritinovych proteinovych kleci. Pomoci navrzené metody byla ovérena
enkapsulac¢ni vytéznost chemoterapeutického 1é¢iva — doxorubicinu. Po detailni cha-
rakterizaci vytvorenych komplexii ferritin-doxorubicin byly tyto nanoformulace po-
uzity pro terapii malignich karcinomi prsu. Faktory ovliviiujici dspésnost terapie,
stejné jako stanoveni optimalniho typu ferritinu jsou diskutovany ve vysledkové c¢asti.
Nechybi ani navrzeni programu pro automatické vyhodnoceni snimku ziskanych po-

moci svételné mikroskopie.
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1 Vyuziti nanocastic v mediciné

Transport 1é¢iv pomoci nanocastic je dilezitou a relativné novou oblasti nanotech-
nologie. V minulosti se vyvoj nového léc¢iva soustredil predevsim na jeho tc¢innost,
zatimco vedlejsim uc¢inktm na télo pacienta se neprikladal duraz. V dnesni dobé
je znac¢na pozornost vénovana pravé odstranéni téchto negativnich vedlejsich do-
padu [1].

Toho lze dosahnout cilenim 1é¢iva primo do nadorové tkané. Jedna-li se vsak o 1é-
¢ivo nizkomolekularni, jeho cileni je obtizné a ne zcela specifické. Proto je vhodné
vyuzit enkapsulaci do nanotransportéri, které lze povrchové modifikovat snadnéji,
a tim je zacileni k nemocné tkani presnéjsi [2]. Vzhledem ke svoji velikosti nanocéstice
vice akumuluji ve tkani solidnich malignit, coz je vyhoda, kterou tento pristup nazy-
vany nanomedicina poskytuje [3]. Toto pasivni cileni solidnich malignit je umoznéno
diky efektu zvysSené permeability a retence — EPR efekt [4], kdy jsou nanocéstice
s dlouhou dobou obéhu prijimany prednostné do nadorové tkané pres penetrovany
endotel nadorového cévniho zasobeni a jsou pak akumulovany uvnitt nadoru v di-
sledku snizené lymfatické drenaze [5]. Pro zajisténi EPR efektu by nanotransportéry
meély mit velikost mensi nez 100nm [6]. Zdravé krevni cévy maji pory o velikosti
10nm, coz je divod pozadavku, aby nanotransportéry byly vétsi [7]. Oproti tomu
rychle vznikla nadorova neovaskulatura obsahuje pory o velikosti 20-100 nm.

Nanomedicina patii mezi neustale se vyvijejici discipliny a nadale se snazi najit
strukturu s perfektnimi vlastnostmi, kterou by bylo mozné pouzit jako multifunkéni
transportér. Velky potencial je pTripisovan syntetickym materialiim, jako jsou napii-
klad fullereny, porézni duté nanocéastice na bazi oxidu kfemicitého, ale také jedno-
vrstvé nanotrubice [2].

Nanotransportéry pro cilenou dopravu léciva mohou byt vyrobeny pomoci celé
fady materidla, jak organickych (polymernich, lipidovych, proteinovych nebo vi-
rovych), tak i anorganickych [8]. Dle velikosti je lze klasifikovat jako lipozomy,
které maji pramér 80-200nm [9], polymerni nanocastice 40-100nm nebo micely
20-60nm [10] a nejmensi dendriméry s méné nez 10 nm v prameéru [11]. Vybér vhod-
nych nanotransportérii mize vyznamné snizit negativni vedlejsi ucinky lécby a zvysit
biologickou kompatibilitu, specificitu, skladovatelnost a rozpustnost 1é¢iva ve vodeé.
Dalsi vyhodou je také moznost kombinace diagnostiky a terapie — teranosticky pti-
stup, kdy diagnosticka znacka muze byt zapouzdiena uvnitt nanotransportéru [12].

Anorganické nanotransportéry se daji snadno vyrobit, jsou vSak ¢asto imuno-
genni nebo dokonce toxické pro zdravé bunky. Lipozomy, patiici mezi organické
nanotransportéry, sice zvysené akumuluji v nadorové tkani, ale jejich pozitivni po-
vrchovy naboj vede k mnespecifickym interakcim s aniontovymi ¢asticemi v krvi,

coz vede k rychlému uvolnovani z cirkulace retikuloendotelidlnim systémem nebo
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interaguji s negativné nabitymi membranami zdravych necilovych bunék [13]. Je-
jich vyuziti je tedy také limitovano. Atraktivni v oblasti vyzkumi se stdvaji materi-
aly pro lidské télo vlastni. Jako pfirozené nanotransportéry mohou slouzit exozomy,

albumin, transferrin nebo ferritin [14].
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2 Ferritin

Jedna se o protein, ktery je odpovédny za skladovani a prenos zZeleza ve vétsiné
organismu [15]. Kdyz je zelezo z vnitini dutiny odstranéno, vytvori dutou klec na-
zyvanou apoferritin, znamou jiz od roku 1942 [16]. Prvni zminka o apoferritinu jako

kleci pro enkapsulaci protinddorovych léku vysla v roce 2005 [17].

2.1 Funkce v organismu

Ferritin je hlavnim intracelularnim proteinem, ktery se podili na skladovani a uvol-
novani intracelularniho zZeleza; a protoze je zZelezo zapotiebi v ruznych bunécénych
funkcich, neni prekvapenim, ze ferritin je exprimovan ve vSech studovanych bun-
kéch [18]. Bunéénymi funkcemi, kdy je zelezo nezbytné, mohou byt: pienos kysliku,
prenos elektrolyti, fixace dusiku, syntéza DNA a tvorba hemoproteintu (hemoglobinu
a myoglobinu) [19]. Ne vSechny typy bunék vsSak vyuzivaji Zelezo pro stejné tcely
nebo ve stejném rozsahu, a proto se tloha ferritinu v rizeni intracelularniho zeleza
lisi. Ferritin muze hrat roli i ve specializovanych funkcich, jako je recyklace zeleza
v makrofazich a kratkodobé a dlouhodobé skladovani zZeleza u hepatocytu [20]. Snad
stejné dulezitda pro jeho funkci pri skladovani a uvolnovani Zeleza je tloha, kterou
plni ferritin pii ochrané bunék proti skodlivym ucinkim zeleza.

Zelezo existuje ve dvou snadno zaménitelnych redoxnich stavech. P¥i fyziolo-
gickém pH a napéti kysliku je Fe?* snadno oxidovan na Fe3*, ndsleduje hydro-
lyza Fe3* a tvorba nerozpustného hydroxidu Zelezitého a oxyhydroxidovych po-
lymerit [21]. Kromé toho Fe*™ muze katalyzovat produkei skodlivych kyslikovych
radikali v Haber-Weissové reakci, coz vede k peroxidacnimu poskozeni bunécénych
struktur [19]. V bunkach zZelezo pravdépodobné existuje kratkodobé i v nizkomole-
kuldrni, redox-aktivni formé, a to zejména v lysozomech [22]|. Lysozomélni inhibi-
tory mohou blokovat degradaci ferritinu pri soucasné akumulaci proteinovych kleci
se zelezem v organelach. Intralysozomalni degradace ferritinu chrani bunééné slozky
pred potencidlni toxicitou zeleza, coz umoznuje tizeni uvoliovani kovu do cytosolu,
kde vyvolé expresi ferritinu [23].

Lysozomy jsou vsak zvlasté zranitelné vii¢i oxidativnimu stresu a mohou lyzovat
v dusledku intralysozomélni Fentonovy reakce s naslednou peroxidacni destabili-
zaci lysozomalnich membran. To mize mit za néasledek vznik leukdznich lysozomu
a indukci bunécéného poskozeni nebo dokonce apoptotickou ¢i nekrotickou smrt v di-
sledku uvolnéni rady silnych hydrolytickych enzymu do cytosolu [22].

Mnoho organismu, od clovéka po mikroorganismy, ma obranné mechanismy,
které premeénuji zelezné ionty na nerozpustnou zelezitou formu [24]. Jednim z téchto

detoxikacnich faktoru je pravé ferritin [15].
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2.2 Struktura

2.2.1 Tvar, velikost a naboj

Ferritin je velky protein o priméru 12,0nm Obr. 2.1. Proteinova klec tvorena ferri-
tinem ma tloustku asi 1,0nm a hmotnost 450-480kDa [25]. Do jadra muze byt
zahrnuto az 4500 atomi Zeleza spolu s rtuznym mnozstvim fosfatu [26]. Rozhrani
zelezo-protein vznika kontaktem vnitinitho povrchu s jadrem obsahujicim zelezo [27].
Je tak definovano misto nukleace jaddra a muze byt lokalizovano tam, kde interaguji

dimery proteinové podjednotky [28].

Obr. 2.1: Struktura nativniho ferritinu izolovaného z konské sleziny [29].

Apoferritiny maji charakteristickou prevahu kyselych zbytkt nad bazickymi,
relativné vysoky obsah nepolarnich skupin a nepritomnost disulfidovych mustkt
(jak by se u intraceluldarnich proteint ocekavalo), ackoli mize byt pifitomen cys-
tein [25].

Povrchovy naboj je stejné jako imunoreaktivita variabilni v zavislosti na poméru
jednotlivych typt podjednotek apoferritinu. Rozdily se vyskytuji u normalnich typta
bunék, ale i pii patologickych stavech, jako je hemochromatoéza, transfuzni nebo ex-

perimentalni pretizeni zeleza, talasemie, leukémie a zanéty [20].

2.2.2 Vlastnosti podjednotek a sloZzeni aminokyselin

Studium podjednotek apoferritinu z lidského srdce a jaterniho ferritinu ukazalo,
ze podjednotky z kazdé tkaneé se lisi v mobilité béhem elektroforézy v denaturacnich
gelech. Tyto podjednotky byly oznaceny jako H (Heart — anglicky srdce) a L (Li-
ver — anglicky jatra); pozdéji se nasly oba typy podjednotek v téze bunce a ukazala

se podobnd variabilita v mobilité, terminologie se posunula na H (Heavy — anglicky
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tézky) a L (Light — anglicky lehky) typ podjednotek ferritinu [30]. Lisi se molekulo-
vou hmotnosti: 21 kDa pro H podjednotku a 19kDa pro L podjednotku [31]. Délka
zhruba vélcovité podjednotky ferritinu je 5,5nm, sitka pak 2,5nm [1].

Sekvence H a L podjednotek jsou velmi heterogenni mezi ferritiny z riznych
tkani u stejného zvirectho druhu s pouze 40-50% homologii. Sekvence ze stejné tkané
ruznych druhi jsou naopak velmi homologni (85-90 %) [31].

H podjednotky jsou zodpovédné hlavné za oxidaci Zeleza z Fe?* na Fe?*:; L pod-
jednotky pak za nukleaci a mineralizaci zeleza [32]. Zelezo tedy obsahuji ferritiny bez
ohledu na slozeni podjednotek [1]. Diky strukturalnim vlastnostem je ferritin bohaty
na L podjednotky mnohem stabilnéjsi nez ferritin bohaty na H podjednotky [31].

Fenomén ferritinového reverzibilniho ukladani zeleza je podporovan mechanismy;,
které se podileji na regulaci jejich exprese, a to jak na transkrip¢ni, tak na translacni
urovni [33]. FTHI gen je zavisly na regulacnich proteinech Zeleza a obsahuje jeden
element reagujici na zelezo. Pti nizkém obsahu Zeleza v buiikach je aktivovan a dojde
k potlaceni translace. Jako odpovéd na vysoky obsah Zeleza v bunce regulacni pro-
teiny degraduji, coz translaci naopak podpofi, a to jak FTHI gen, tak FTL gen [34].
Regulovana exprese se jevi jako zvlasté dilezita pro bunéénou adaptaci na pretizeni
zelezem [33]. Transkripéni mechanismy jsou striktné zapojeny do urc¢eni poméru
H a L podjednotek specifického pro konkrétni tkan. V pripadé oxidativniho stresu
muze byt dosazeno vyznamného zvyseni exprese ferritin kodujici mRNA. V mnoha
ohledech muze byt také H ferritin povazovan za faktor reagujici na zanét [35].

Podminéna inaktivace H ferritinu v ledvinach ¢ini tkan citlivéjsi na oxidacéni
poskozeni. H ferritin ma tedy dilezitou ochrannou tlohu, zatimco L ferritin nikoli —
jeho nedostatek neovlivni homeostazu zeleza ani oxidacni poskozeni [36].

Obecné je ferritinova podjednotka témér valcova, tvorena ¢tyfmi o Sroubovi-
cemi s paralelni a antiparalelni orientaci (oznacované jako H1-H4), které vykazuji
levostranny zakrut [1]. H podjednotka (21 kDa) obsahuje 178 aminokyselin, zatimco
L podjednotka (19 kDa) pouze 174 aminokyselin [19]. Délka sroubovic H1, H2 a H3
je asi 4,3nm; H4 je dlouha 5,2nm. H1-H4 « Sroubovice jsou spojeny smyckami
a kratka pata a sroubovice (H5; 1,6 nm) je umisténa na C konci, orientovand témér
v uhlu 60° vuci hlavnimu fetézci [24]. Sekundarni struktura H a L podjednotek je
velmi podobn4, a to i presto, ze sdili pouze 55% aminokyselinovou sekvenéni homo-
logii [18].

V kazdé podjednotce existuje fada interakeci s postrannim fetézcem. Mnoho po-
strannich Tetézcii interaguje a vytvari hydrofobni jadra na obou koncich spiralového
svazku. Velké mnozstvi polarnich a hydrofilnich zbytka tvoricich sit vodikovych va-
zeb se nachazi ve stfedu podjednotky. Tato ¢ast je nejvice diferencovand mezi H a L

podjednotkami [1].

18



2.2.3 Kanaly v plasti ferritinu

Zelezo prochézi do jadra a ven z jadra jak v in vivo, tak v in vitro podminkach
pravdépodobné pres kanaly v proteinu [37]. Pristup do vnittku molekuly ferritinu je
dtlezity pro mineralizaci a demineralizaci jadra zZeleza. Obal ferritinovych proteinti
obsahuje dva hlavni typy kanalti s vyrazné odliSnymi fyzikalnimi vlastnostmi.
Prvni typ zahrnuje Sest hydrofobnich kandli s ¢tyfndsobnou symetrii (12 A dlou-
hych a 3 az 4 A Srokych), které jsou lemovany dvandcti leucinovymi postrannimi
fetézci v L podjednotce; a osmi leuciny plus ¢tyimi histidinovymi postrannimi retézci
v H podjednotce. Druhy typ kanalu zahrnuje osm hydrofilnich kanali s trojnasobnou
symetrif (3ifka 3 az 4 A ), z nichz kazdy je lemovan Sesti karboxylovymi skupinami,
tremi aspartatovymi zbytky (na strané dutiny plasté) a tfemi zbytky glutamatu [24].
Karboxylové skupiny tfi hydrofilnich kanalii jsou nezbytné pro rychlou prepravu
zeleza pres plast ferritinu [38]. Naopak hydrofobni charakter Sesti dalsich kanalu uka-
zuje proti jejich mozné roli pfi transportu ionttt Fe*™ /Fe* do vnitini ¢4sti molekuly
ferritinu. Tyto hydrofobni kanaly jsou nepropustné pro vSechny kationty s moznou
vyjimkou protonti. Pfenos protont je dilezity pro udrzeni elektroneutrality béhem
ukladéni zeleza [39]. Zména aminokyselinovych zbytku hydrofobnich kanalt mé maly
vliv na rychlost a specificitu reakce, zatimco modifikace karboxylovych skupin lemu-
jicich hydrofilni kanély snizuje rychlost absorpce zZeleza piiblizné dvojnésobné [32].
Kromé hydrofobnich a hydrofilnich kanalkt pfitomnych v plasti ferritinu existuje
specificky kanal H podjednotky, ktery spojuje misto feroxidasy ve stiedu H podjed-
notky s vnéjsim povrchem proteinu [40]. I kdyz je pfenos Zeleza timto kanalem
obecné méné uéinny, tento alternativni pienos Fe?* ionttt na povrch ferritinu mutize

byt za urcitych podminek dilezity.

2.2.4 Spojeni podjednotek a vliv prostfedi na strukturu ferritinu

Vysoce konzervované aminokyselinové zbytky se podileji na interakcich mezi vniti-
nimi a vnéjsimi ¢astmi podjednotek [40]. Ruzné typy interakci mezi postrannimi
fetézci uvniti podjednotky a mezi podjednotkami samotnymi jsou dilezité pro skla-
dani a stabilitu ferritinu. Zahrnuji vodikové vazby, solné mustky a hydrofobni inter-
akce [20]. Prispévky téchto typu interakei se lisi pro H a L podjednotku.

V H podjednotce je zastoupeni vnitinich vodikovych vazeb priblizné o polovinu
lizaci L podjednotky a tvoii asi tfetinu jeji stabiliza¢ni energie [41]. Diky vysokému
poctu solnych mustkil je molekula ferritinu stabilni vici tepelné a chemické denatu-
raci [25].

Rozdily v interakcich uvniti podjednotky mezi L a H typem vedou k linearnimu

zvyseni rezistence k denaturaci, pricemz homopolymery a heteropolymery obsahujici
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vysoky podil L podjednotek jsou signifikantné odolnéjsi nez homopolymery H pod-
jednotky [41]. Jednim z hlavnich rozdil, ktery prispiva k tomu, ze L podjednotky
jsou stabilnéjsi, je lysin a glutamova kyselina, jez nahrazuji centrum peroxidasy
H podjednotky [42].

Interakce mezi podjednotkami odpovédnymi za sestaveni ferritinu jako celku za-
hrnuji asi 50 % povrchu podjednotky H a L [24]. Kvartérni struktura apoferritinové
klece zajistuje vysokou rozpustnost a termostabilitu [43]. Molekula tak miuze odolat
sirokému rozsahu pH a stédle si zachovat svou dutou strukturu o primeéru 12 nm.
Denaturace ferritinu nastava pii hodnotach pH pod 1,0 nebo vyssich nez 12,0. Mezi
pH 1,0 a 3,4 se apoferritin podrobuje nékterym strukturalnim zménam. Co se teploty
tyce, denaturace nastava po 10 min zahtivani nad 80°C [44].

Pri neutralnim pH mé vnéjsi povrch apoferritinu ¢isté zaporny naboj. Jak vnéjsi,
tak vnitini povrch molekuly mize byt modifikovan riznymi skupinami [43] nebo ge-
netickymi a chemickymi tpravami. Nékteré latky se mohou na povrch ferritinu vazat
vodikovymi vazbami (neiontovymi molekulami) nebo elektrostatickymi interakcemi
(iontovymi molekulami) [45]. Molekuly mensi nez 2,0 nm mohou vstupovat do dutiny
ferritinu kandaly ve struktufe prostou diftzi [46].

Pii hodnotach pH vyssich nez 3,4 ma ferritin nativni strukturu. Pod pH 3,4
se stane nestabilni a jeho struktura se rozevira. Asociace ferritinu probihé postupné
prostfednictvim strukturdlnich meziprodukti [44]. Za¢ind v nejslabsim misté, troj-
nasobné ose [47]. Predevsim pii pH v rozmezi 3,4 az 24 ma ferritin celkovy duty
sféricky tvar se zménami konstrukénich detaili. Pri rozloZeni se vytvori dva otvory
o pruméru 6,5nm. Po postupném rozpadu jednotlivych podjednotek nakonec pfti
pH 1,96 dochézi k vyznamnym zménam, kdy se vytvari struktura slozena z oligo-
mert, vétsinou trimerid. Je-li pH pod 0,8, podjednotky spolu zacinaji agregovat,
coz je prisuzovano denaturaci a van der Waalsovym silam, stejné jako nespecifickym
vodikovym vazbam. Apoferritin v tak vysoce kyselém prostiedi je nehomogenni,
polydisperzni a nema zadnou uré¢itou velikost [44].

Proces opétovného sestaveni ferritinu do zna¢né miry zavisi na procesu jeho roz-
lozeni. Nikdy vsak nedojde ke znovusestaveni do ptvodniho neporuseného tvaru.
Pokud byla asociace provedena pii pH 1,96 nebo nizsim, strukturalni zotaveni je
omezeno na strukturu tvorenou dvanacti podjednotkami. PTi rozlozeni struktury
v pH 3.4 az 2,0 ma vysledny reasociovany ferritin strukturu se dvéma otvory o ve-
likosti 6,5nm na severnim a jiznim pélu a je tvoren dvaceti podjednotkami. Roz-
dil v obnové opétovného usporadani je pravdépodobné zptisoben nespravnymi kon-
taktnimi ihly mezi dimerovymi a monomernimi slozkami struktury, takze vysledny
konstrukt nemitize ptrijmout vice trimertt nebo monomert k dokonéeni procesu rea-
sociace [44].

Intenzivni studium o poznatcich mechanismi pH senzitivnich vektori [48] je
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dtlezité predevsim kviili rozdilngm hodnotam pH v nadorech a jinych patologickych
tkanich. Znovu sestavend struktura ferritinu s dvéma defektnimi otvory muze byt
uziteéna pro vyrobu pH senzorického nanotransportéru pro dodavani léki. Enkap-
sulace lé¢iv do ferritinu nevyzaduje zadnou modifikaci jak lé¢ivych, tak nosi¢ovych

molekul, protoze vyuziva chovani apoferritinu v okolnim prosttedi [49].

2.2.5 Typy ferritina

Vyse popsany typ ferritinu se vyskytuje u rostlin i zvirat. Prokaryota jsou omezena
na hem obsahujici bakterioferritin tvoreny 24 podjednotkami a ferritin tvoreny pouze
12 monomery s nizsi skladovaci kapacitou zeleza [50].

Ferritinové geny byly nalezeny i u nékterych virt, pravdépodobné pochéazejicich
z horizontalniho prenosu z hostitele [51]. Houby se lisi od jinych eukaryot, jelikoz ob-
sahuji ferritinu méalo. Moznym divodem je pouziti vakuoly jako alternativniho depo-
zitniho systému. Houby s vice nez dvéma geny pro ferritin mohou infikovat zvitata
i rostliny, coz naznacuje, ze ferritin muze byt uzitecny pro parazity [52].

Specificky typ ferritinu je také pritomen v mitochondriich Obr. 2.2. Mitochon-
drie je konfrontovana s velkym mnozstvim metabolicky aktivniho Zeleza, a pres-
toze vétsina bunéénych typt obsahuje pouze velmi malé mnozstvi mitochondrial-
niho ferritinu, za urcitych podminek je specificky ferritin translokovan do mitochon-
drie, aby se izolovalo nezadouci mnozstvi zeleza [53]. Mitochondridlni ferritinovy

gen (FTMT) neobsahuje zadné introny.

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

Regulace distribuce ferritinu v rtznych c¢astech cytosolu a bunécnych organel je
castecné fizena riznymi mechanismy, které se podileji na absorpci ferritinu z bunéc-

nych organel. Ferritin se také vaze na mikrotubuly, coz miize prispét k transportu
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ferritinu na specifickd mista a organely v bunce. Depolymerizace mikrotubula zvy-
suje sekreci ferritinu a podporuje pravdépodobnou tlohu mikrotubula pri regulaci

intracelularni koncentrace a distribuce krve v ruznych fyziologickych prostredich [55].

2.3 Internalizace ferritinu do bunék

Vzhledem k velikosti ferritinu (pramér 12 nm) muze pro vstup do tkéné solidniho
nadoru vyuzit pasivniho cileni pomoci EPR efektu [5], pripadné transcytozy pres
bunky nédorové neovaskulatury [56]. S ohledem na jeho prirozeny vyskyt v paci-
entové organismu je také velmi mald pravdépodobnost jeho opsonizace a vychytani
retikuloendotelialnim systémem. Piesto by mohly byt ¢astice o priméru 12 nm neza-
doucim zpusobem z téla odstranény renalni clearance, proto je vhodné zvysit velikost
apoferritinu mirnou modifikaci povrchu [57].

Vstup ferritinu dovniti bunék je mozny pres prirozené specifické receptory na-
chazejici se na membranach vétsiny bunék v téle [58]. Ferritin bohaty na L pod-
jednotky je do bunék internalizovan pomoci scavenger receptoru typu 5 tiidy a
(SCARAD) [59], zatimco H ferritin se vaze na TIM-2 [60] a transferrinovy recep-
tor 1 (TfR1) [33]. Tyto receptory vsak lze nalézt nejen na membranach nddorovych
bunék, ale také na povrchu mnoha zdravych bunék; prikladem mize byt TfR1 v led-
vinnych bunkéch. Proto je vhodnéjsi povrch apoferritinu modifikovat pomoci ligandt
specificky cilicich receptory nadorovych bunék, ¢imz se zaruci aktivné cilend doprava
obsahu ferritinu do vybranych bunék [57].
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3

Materialy a metody

3.1 Chemikalie a roztoky

Vsechny chemikalie pouzité v préaci byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich (Saint

Louis, MO, USA), pokud neni uvedeno jinak. pH roztoki bylo méfreno za pouziti

pH metru WTW inoLab (Weilheim, Némecko). Ferritin izolovany z konské sleziny,
obsahujici 22 L 4+ 2H podjednotky (A3660) byl zakoupen od firmy Sigma-Aldrich.
Ostatni ferritiny pouzité v této praci, tedy konsky ferritin obsahujici 24 L podjedno-

tek, lidsky ferritin obsahujici 24 H podjednotek a ferritin archea PFU byly poskyt-

nuty od Dr. Vladimira Pekatika (Fyziologicky ustav, Lékarska fakulta Masarykovy

univerzity v Brné).

Pro testovani disociaci a reasociaci ferritinti byly pouzity pufry o rtznych pH

a iontovych silach:

pH 1,0 — 150mM KCI, pro tpravu pH pouzita HCI;

pH 1,5 — 150mM KCI, pro tpravu pH pouzita HCI;

pH 2.0 — 150mM KCI, pro tpravu pH pouzita HCI;

pH 2.5 — 150mM KCI, pro tpravu pH pouzita HCI;

pH 3,0 — 150mM octan sodny, pro upravu pH pouzita kyselina octova,
pH 3,5 — acetat sodny-roztok kyseliny octové (200mM);

pH 4,0 — acetat sodny-roztok kyseliny octové (200mM);

pH 5,5 — acetat sodny-roztok kyseliny octové (200mM);

pH 6,0 — NayHPO4-NaH,PO, roztok (200mM);

pH 6,5 — Nap,HPO4-NaHsPO, roztok (200mM);

pH 7,0 — NapHPO4-NaH,PO, roztok (200mM)

pH 7,5 — NayHPO,-NaH,PO, roztok (200mM)

pH 8,0 — NayHPO4-NaH,PO, roztok (200mM);

pH 8,5 — 150mM glycin, pro upravu pH pouzit NaOH;

Y

Y

Y

pH 9.0 — 150mM glycin, pro upravu pH pouzit NaOH;

pH 9,5 — uhli¢itan sodny-hydrogenuhli¢itan sodny (100mM);
pH 10,0 — uhli¢itan sodny-hydrogenuhli¢itan sodny (100mM);
pH 10,5 — uhli¢itan sodny-hydrogenuhli¢itan sodny (100mM);
pH 11,0 — 100mM NaHCO3, pro upravu pH pouzit NaOH,;
pH 11,5 — 100mM NaHCOg, pro upravu pH pouzit NaOH,;
pH 12,0 — 150mM KCl, pro tpravu pH pouzit NaOH;

pH 12,5 — 150mM KClI, pro upravu pH pouzit NaOH;

pH 13,0 — 150mM KClI, pro tpravu pH pouzit NaOH;
citratové roztoky o pH 3 az pH 6: 200mM kyselina citrénova-citrat trisodny;
50mM HEPES + 1 000mM 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 + 100mM NaCl;
50mM HEPES + 50mM NaCl;
50mM HEPES + 25mM NaCl;
50mM HEPES + 10mM NaCl;
50mM HEPES + 5mM NaCl;
50mM HEPES + 2,5mM NaCl;
50mM HEPES + 1mM NaCl;

miliQ voda.

Pro denaturacni elektroforézu byly pouzity:

denatura¢ni nanaseci pufr (PLB): 20% glycerol, 0,1% bromfenolovd modr,
50mM Tris-HCI a 2% dodecylsiran sodny (SDS);

separacni gel: 12,5% akrylamid /bisakrylamid (29:1), 375mM Tris-HCI, pH 8,8,
0,1% SDS, 0,083% N,N,N“ N ’-tetramethylethylendiamin (TEMED) a 0,05%
peroxodisiran amonny (APS);

zaostfovaci gel: 4,5% akrylamid/bisakrylamid (29:1), 135mM Tris-HCI, pH 6,8,
0,1% SDS, 0,083% TEMED a 0,05% APS:

separac¢ni pufr: 25mM Tris, 192mM glycin, 0,1% dodecylsiran sodny, pH 8,3.

Pro barveni denaturac¢nich a nativnich geli byly pouzity:

coomassie roztok A: 0,05% Coomassie Brilliant Blue R250 (CBR-250); 25%
2-propanol a 10% kyselina octova,

coomassie roztok B: 0,005% CBR-250; 10% 2-propanol a 10% kyselina octové;
coomassie roztok C: 0,002% CBR-250 a 10% kyselina octové;

coomassie roztok D: 10% kyselina octova.

Pufrovany fyziologicky roztok (PBS): 137mM KCl spolu s 1,4mM KH,PO, a 4,3mM
Na,HPOy, pH 7,4. PBS-T: 500 ] Tween-20 v 11 PBS.

3.2 Zarovnani aminokyselinovych sekvenci

Sekvence proteinu ve fasta formatu byly ziskdny z NCBI, véetné jejich ID (PFU
16V 0I9; konsky ferritin H podjednotka Q8MIPO; mysi ferritin H podjednotka P09528;
lidsky ferritin H podjednotka P02794; mysi ferritin L. podjednotka P29391; kon-
sky ferritin L. podjednotka P02791; lidsky ferritin L. podjednotka P02792). Vicena-

sobné zarovnani bylo provedeno pomoci CLUSTAL vicendsobné sekvencni zarovnani
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MUSCLE (3.8). Pro vizualizaci fylogenetického stromu byl pouzit ETE Toolkit s vy-

uzitim newick formatu a metody Neighbor-joining.

3.3 Priprava gelti pro denaturacni polyakrylamidovou

gelovou elektroforézu (PAGE)

Pro separaci proteinti byla pouzita denaturacni PAGE s SDS. Byl pouzit diskon-
tinudlni 12,5% separacni SDS-PAGE gel s 4,5% zaostiovacim SDS-PAGE gelem.
Jako marker molekulové hmotnosti byl pouzit Unstained Protein Ladder, Broad
Range 10-250 kDa (New England Biolabs, MA, USA). Vzorky byly pfipraveny smi-
chanim 0,5 pl ferritinu (o koncentraci 6 mg/ml) s 7,63 ul roztoki o ruznych hodno-
tach pH nebo iontovych silach a inkubaci po dobu 15min pti 20°C a 600 rpm. 1 ul
takto pripraveného vzorku byl odebran na méreni velikosti a zbytek vzorku bylo
smichano s 5 ul denaturaénitho PLB. Vzorky byly naneseny do jednotlivych jamek
gelu. Zeb¥icku bylo naneseno 5 ul. Elektroforéza probihala 35 min pfi 200V a 4°C.

Gel byl obarven rychlym barvenim coomassie modii. U rychlého barveni coomas-
sie modii je nejdiive gel v roztoku A zahrivan do varu na vysoky vykon v mikrovinné
troubé. Poté je v tomto roztoku tfepan 5 min pti 20 °C a 600 rpm. Gel je proplachnut
demineralizovanou vodou a zahfivan v roztoku B. Nasleduje proplachnuti a zahti-
vani v roztoku C. Po ném se jiz gel neoplachuje, ale je umistén do odbarvovaciho
roztoku D, zahtivan a posléze tfepan 5 min pti 20 °C a 600 rpm. Toto odbarveni je

mozné opakovat podle potreby.

3.4 Urceni velikosti proteinu

Primeérnd velikost proteinu byla urcena pomoci kvazielastického dynamického roz-
ptylu svétla na pristroji Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Malvern, Velka
Britanie). 1 ul vzorku pripraveného v bodu 3 byl smichdn s 99 ul roztoku o dané
hodnoté pH nebo iontové sily. 50 ul roztoku bylo naneseno do jednorazové poly-
styrenové kyvety Zen0040 (Brand GmbH, Wertheim, Némecko). Parametry méteni
byly nésledujici: tthel detektoru 173°, vinova délka 633 nm, teplota 25°C, ekvilib-
racni ¢as 120 s, poc¢et méreni kazdého vzorku 6, index lomu vzorku 1,450; index lomu

rozpoustédla 1,333.

3.5 Priprava gela pro nativni PAGE

Pro separaci proteinti v nativni konformaci byl pouzit diskontinudlni 6% sepa-

racni nativni PAGE gel s 4,5% zaostfovacim nativnim PAGE gelem. Vzorky byly
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pripraveny stejné jako pro SDS PAGE, ale byly smichany s 5yl PLB pro nativni
elektroforézu. Vzorky byly naneseny do jednotlivych jamek gelu. Elektroforéza pro-
bihala 35min pii 200V a 4°C. Gely byly obarveny rychlym barvenim coomassie
modii stejné jako v pripadé SDS PAGE.

3.6 Enkapsulace doxorubicinu do apoferritinu

Alikvot 200 pl 1 mg/ml doxorubicinu byl pfidan ke 20 pl 26 mg/ml ferritinu (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) a 100 ul vody. U koniského ferritinu 22 L.+ 2 H pod-
jednotky bylo pridano 0,450 ul 1M kyseliny chlorovodikové za tcelem snizeni pH
roztoku (pH 4,0) (WTW inoLab, Weilheim, Némecko) a disociaci podjednotek ferri-
tinu. Roztok byl michdn po dobu 15min. Poté bylo pfidano 0,4 4l 1M hydroxidu
sodného za tc¢elem zvyseni pH (pH 6,3) a enkapsulace doxorubicinu dovnitt ferritinu
(vytvoreni apodox). Pro konsky L ferritin bylo pouzito 1,9 ul 1M kyseliny chlorovo-
dikové (pH 3,5) a 1,47 ul 1M hydroxidu sodného (pH 6,5); lidsky H ferritin: 1,034 pl
IM kyseliny chlorovodikové (pH 4,0) a 0,6 ul 1M hydroxidu sodného (pH 7,0); PFU
ferritin: 3,45 ul 1M kyseliny chlorovodikové (pH 3,0) a 3,07 ul 1M hydroxidu sod-
ného (pH 6,9). Smés byla udrzovana pii 20°C po dobu 15min a nasledné 2x pro-
myta vodou s pouzitim Amicon Ultra — 0,5ml 3K (Merck Millipore, Billerica, MA,
USA). Vzorky byly naneseny na nativni PAGE gel. Absorp¢ni a emisni spektrum
apodox bylo nasledné méteno za pouziti Tecan Infinite 200 PRO (Tecan, Ménnen-
dorf, Svyrcarsko, excitacni vinova délka 480 nm a emisni vlinové délky 515-815nm).
Fluorescence doxorubicinu byla prolozena s bandy proteinu ziskanymi po separaci

proteinu na gelu a obarveni pomoci coomassie blue barveni.

3.7 Transmisni elektronova mikroskopie

Priprava vzorku: 300 pl miliQ vody, 20 ul ferritinu izolovaného z konské sleziny o kon-
centraci 50 mg/ml, 1M HCI — pro pH 2,0 pfidédno 8,7 ul; pro pH 4,0 ptidano 0,9 pl.
Po 15 min rotaci priddno 1M NaOH — pro pH 2,0 pridano 6,7 uul; pro pH 4,0 ptridano
0,4 I NaOH; 15min rotace. Vizualizace disociace a reasociace ferritinu byla pro-
vedena pomoci transmisni elektronové mikroskopie (TEM) s negativnim barvenim
roztokem uranyl acetatu pro vzorky ferritinu disociovaného na pH 2,0 a pH 4,0; or-
ganowolframovou slou¢eninou Nano-W (Nanoprobes, Yaphank, NY, 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 pl naneseny na médénou miizku pokrytou uhlikovou vrst-
vou. Po zaschnuti vzorku byl vzorek vizualizovan pomoci pristroje Tecnai F20 (FEI,
Hillsboro, OR, USA) pti 80000x zvétseni.
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3.8 Uvolnovani doxorubicinu

Apodox komplexy byly inkubovany pii teploté 37 °C a v ¢asovych bodech 0; 1,5; 3;
6; 24; 48; 72hod byly vzorky centrifugovany 6 000 g po dobu 15min a teploté 4 °C.
Vznikly supernatant byl odebran a byly zméreny optické vlastnosti spektrofotomet-
ricky. Absorbance byla méfena v rozmezi 230-850 nm a fluorescence s excitaci 480 nm
v rozmezi 515-815 nm. Mnozstvi uvolnéného doxorubicinu v supernatantu odpovida
poméru hodnoty absorbance pti 480 nm po centrifugaci vztazené na hodnotu pred

centrifugaci.

3.9 Exprese TfR1 a SCARADS receptort

Adherentni bunééné linie o konfluenci 80 % byly odebrany z kultivacni lahve po-
moci enzymu accutasy. Bunky byly nasledné centrifugovany pii 400g a 4°C po
dobu 5 min. Pelet byl resuspendovan v PBS (4°C) a opét centrifugovan pro odmyti
zbytki média a accutasy. 400 000 bunék bylo resuspendovano v 50 ul 10% FBS v PBS
(4°C) a k této suspenzi bylo pridano 50 ul anti-TfR1 protilatky (ab38171, Abcam,
Cambridge, Velkd Britédnie) nafedéné 1:1000 nebo 50 ul anti-SCARAS5 protilatky
(MA5-24303, Thermo Fisher Scientific) v poméru 1:10 v 3% FBS v PBS (4°C). In-
kubace probihala 1hod pfi 4 °C. Nésledné byly buriky 3x promyty PBS (4°C), vzdy
s centrifugaci pri 400g a 4 °C po dobu 5min. Pelet byl poté resuspendovan ve 100 pul
anti-mysi sekundarni protilatky znacené CFL64 (sc-362287, Santa Cruz Biotechno-
logy, Texas, USA) naredéné 1:500 pomoci 3% FBS v PBS (4°C). Inkubace probihala
30min pfi 4°C ve tmé. Nésledné byly buniky 3x promyty PBS (4°C), vzdy s cen-
trifugaci pti 400g a 4°C po dobu 5min. Pelet byl poté resuspendovan ve 300 pul
3% FBS v PBS (4°C) a fluorescence byla analyzovana pomoci prutokového cyto-
metru Accuri C6 (BD Biosciences, California, USA) s rychlosti prutoku 35 pl/min.
Jako kontrola slouzily bunky zpracované stejnym postupem bez pridavku anti-TfR1
a anti-SCARADS protilatky. Od medidnu intenzity fluorescence vzorku oznaceného
primérni a sekundarni protilatkou byla odec¢tena hodnota vzorku oznaceného pouze

sekundarni protilatkou a vysledek byl vynesen do grafu.

3.10 Princip detekce asociace ferritini s bunnkami prs-
nich linii
Pro urceni miry asociace ferritinti s bunkami prsu byly ferritiny oznaceny pomoci

Cyanine5 NHS esteru (Lumiprobe, Hannover, Némecko). 40 pl ferritinu o koncent-
raci 12 mg/ml bylo smichano s 4 ul (400 pmol) Cyanineb NHS esteru a 500 pl 0,05M
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boratového pufru o pH 8.,5. Inkubace probihala pri 600 rpm a 20 °C po dobu 1 hod.
Nenavazané molekuly Cyanined NHS esteru byly odstranény 5x diafiltraci pres di-
afiltrac¢ni kolonky Amicon 100K, vzdy pii 6000g a 4 °C po dobu 15 min, s vyménou
rozpoustédla za cerstvy 0,00M boratovy pufr o pH 8,5.

150 000 bunék v 250 ul média bylo naneseno do kazdé jamky 24-jamkové desticky.
Po 24 hod bylo médium vyménéno za 250 ul ¢erstvého média obsahujiciho 150 pl/ml
ferritinu oznaceného pomoci Cyanine5 NHS esteru. Po 24 hod kultivaci byly adhe-
rentni bunky odebrany z kultivaéni desticky pomoci enzymu accutasy. Bunky byly
nasledné centrifugovany pii 400g a 4°C po dobu 5min. Pelet byl resuspendovan
v PBS (4°C) a opét centrifugovan pro odmyti zbytka média a accutasy. Poté byl
pelet resuspendovan ve 300 ul 3% FBS v PBS (4°C) a fluorescence byla analyzo-
vana pomoci prutokového cytometru Accuri C6 (BD Biosciences, California, USA)
s rychlosti prutoku 35 ul/min. Jako kontrola slouzily buniky zpracované stejnym
postupem bez pridavku ferritinu. Od medianu intenzity fluorescence vzorku inku-
bovaného s ferritinem byla odec¢tena hodnota vzorku inkubovaného pouze s médiem

a vysledek byl vynesen do grafu.

3.11 Test metabolické aktivity bunék

50 pul média obsahujictho 5000 bunék bylo naneseno do kazdé jamky 96-jamkové
desticky a inkubovano po dobu 24 hod. Poté bylo k médiu pridano 50 pl obsahujicich
ruzné koncentrace doxorubicinu pro uréeni jeho 50% inhibic¢ni koncentrace po 24 hod
(24hIC50, nejvyssi testovand koncentrace 250uM) nebo 25uM doxorubicin ve volné
formé nebo ve formé apodox komplexti. Po kultivaéni dobé 24 hod bylo ptidano
10l MTT (5mg/ml v PBS). Po inkubac¢ni dobé 3 hod, kdy se vytvorily krystaly
modrého formazanu, se médium obsahujici doxorubicin odsalo a bunky se rozpustily
v DMSO. Metabolicka aktivita bunék a tim i jejich zivotaschopnost byla stanovena
spektrofotometricky mérenim absorbance pri 570 nm. Neosetrené bunky kultivované
pouze v médiu byly pozitivni kontrolou. Vysledky jsou vypocteny jako procento

zivotaschopnosti ve vztahu k neosetfenym bunkam.

3.12 Princip detekce cytotoxicity

Do 6-jamkovych desti¢ek bylo nasazeno 600 000 bunék na jamku. Po 24 hod inkubaci
bylo médium vyménéno za 1000 ul ¢erstvého média obsahujiciho 25uM doxorubi-
cin ve volné formé nebo ve formé apodox komplexti. Nasledovala inkubace po dobu
6 hod, po niz bylo odebrano médium obsahujici mrtvé bunky do zkumavek. Adhe-

rentni bunky byly 2x promyty PBS a byl pfidan 1ml accutasy do kazdé jamky.
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Po odsednuti bunék byla accutasa inhibovana 2ml média obsahujictho FBS a vy-
sledna suspenze byla pridana do zkumavek s médiem odebranym z jamek v predcho-
zim kroku. Vzorky byly centrifugovany po dobu 5 min pti 400 g, 4 °C. Néasledné byly
bunky 2x promyty PBS (4°C), vzdy s centrifugaci pri 400g a 4°C po dobu 5min.
Pelet byl resuspendovan ve 200 ul Annexin V pufru a rozdélen na poloviny. 100 ul
bylo smichano s 5 ul roztoku FITC Annexin V. Vzorek byl inkubovan ve tmé a 20°C
po dobu 15 min. Po smichani s 200 ul Annexin V pufru byl vzorek analyzovan na pru-
tokovém cytometru Accuri C6 (BD Biosciences, California, USA) s rychlosti prutoku
35 pl/min a analyzou minimalné 200 000 bunék. Druha polovina resuspendovaného
peletu byla smichana pouze s 200 pul Annexin V pufru bez barveni a zmérena stejnym
zpusobem. Fluorescence na kanale FITC Annexin V pfimo odpovida mife apoptdzy.

Jako negativni kontrola byly pouzity bunky inkubované pouze v pritomnosti média.

3.13 Princip scratch testu

Do kazdé jamky 12-jamkovych desticek bylo nasazeno 250000 bunék na jamku.
Kazdych 48 hod bylo ménéno médium az do dosazeni 100 % konfluence. Poté byla
v kazdé jamce vytvorena umeéla rana na nékolika mistech bunééné monovrstvy a bu-
nécné zbytky byly odstranény 2x promytim PBS. Do jamky bylo pfidano 1000 pul
média obsahujictho 25uM doxorubicin ve volné formé nebo ve formé apodox kom-
plexii, coz bylo stanoveno jako ¢as 0hod. Desticka byla vyfocena na mikroskopu
s vyuzitim fazového kontrastu, zvétseni 40x. Zartstani uméle vytvorené rany bylo
sledovano v c¢asovych intervalech 2, 4, 8, 24 a 48hod, kdy po 24 hod bylo médium
vyménéno za cerstvé neobsahujici doxorubicin.

Ziskané obrazky byly vyhodnoceny v Matlab GUI pro kvantifikaci ristu bunék.
Pro automatickou obrazovou analyzu byly zvoleny geometrické kontury level-set. Byl
pouzit Chan-Vese model [61] véetné metody Sparse-Field level set, podobnou metodé
popsané v [62], pro implementaci aktivniho vyvoje kontury. Vysledkem analyzy je

procento bilych pixeli odpovidajici obsahu volné plochy.
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4 Bioinformaticka analyza

Prakticka ¢ast diplomové prace bude vénovana experimentalnimu testovani disoci-
ace a reasociace ferritinovych kleci pochézejicich z riiznych organismi. Vétsina praci,
které se vénuji cilené dopravé 1é¢iv pomoci ferritinovych kleci, pracuje s ferritinem
izolovanym z konské sleziny [25],[46],[49],[51],[57]. Tento ferritin je tvoren 22L +2H
podjednotkami. I pfes pfiznivé vlastnosti (velkd enkapsulaéni vytéznost, vysoka sta-
bilita enkapsulace nebo velikost 12nm [63]) jeho puvod vede k ¢im dal Castéjsim
otazkam o mozné imunogenicité v organismu pacienta. Tato skutecnost je jednim
z diavodu, proc je v praci testovana moznost enkapsulace nizkomolekularnich 1é¢iv
do ferritinti pochazejicich z riznych organismi. Druhym divodem je pak skutec¢nost,
ze dle literatury dochazi ke kompletni disociaci klece ferritinu izolovaného z konské
sleziny az pri pH 2,5 [44], coz je ale prilis nizka hodnota pH, ktera se naptiklad v en-
dozomech nevyskytuje, tam dosahuje pH kolem 4. Pritom pravé prostredi endozomu
nadorovych bunék jako cilové misto, kde by se ferritin rozlozil a uvolnil obsah du-
tiny, je pro zkoumani naddorovych onemocnéni klicové. Tyto limitace vedly k zac¢atku
testovani alternativnich typt ferritini véetné organismu vlastniho lidského ferritinu
bohatého na tézké podjednotky, konského ferritinu s prevahou lehkych podjednotek
a v neposledni radé ferritinu archea Pyrococcus furiosus (PFU).

Pro uspokojeni otazek tykajicich se pripadné imunogenicity ferritini, at jiz pro hu-
manni medicinu nebo preklinické in vivo testovani pomoci mysich xenograftich mo-
deli, bylo provedeno vicenasobné zarovnani dostupnych sekvenci L a H podjednotek
ferritint lidskych, konskych a mysich, stejné jako archea PFU.

V zarovnani Obr. 4.1 se vyskytuje pouze 26 zakonzervovanych pozic z celkovych
199, coz odpovida priblizné 7% shodé. To je zpusobeno predevsim velkou odliSnosti
archealniho typu ferritinu od ostatnich organismii. L fetézce a H fetézce z mysiho,
lidského a komnského ferritinu vykazuji velmi vysokou homologii, pficemz vétsina
aminokyselinovych zmén ma za nasledek zménu aminokyseliny se stejnym nabojem
a pouze velmi malé zmény struktury.

Na zakladé vicenasobného zarovnani byl ze sekvenci sestaven fylogeneticky strom.
Zatimco by se dalo oc¢ekavat, ze k sobé budou mit geneticky blize ferritiny s prevahou
tézkych nebo lehkych podjednotek z jednoho organismu, z fylogenetického stromu
vyplyva opak Obr.4.2. Nejblize (0,06594) k sobé maji lidsky a mysi ferritin tvoreny
tézkymi podjednotkami, evoluéné blizky (0,04945) je jim i konsky ferritin obsahujici
tézké podjednotky. Co se tyce proteinu z lehkych podjednotek, blizké jsou si lidsky
a konsky ferritin (0,12572), mysi vzorek je oddélen. PFU je geneticky blize skupiné
ferritini obsahujicich lehké podjednotky (0,6504), i presto je jeho sekvenéni podob-
nost minimalni. Nasledky této odlisnosti mezi jednotlivymi typy ferritini budou

diskutovany v experimentalni ¢asti v souvislosti se ziskanymi daty in wvitro.
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Obr. 4.1: Vicendsobné zarovnani aminokyselinovych sekvenci ferritinii z riznych
organismu. Oznaceni Konsky H Q8MIP0O odpovidd H podjednotce konského ferri-
tinu s ID Q8MIPO proteinové sekvence ziskané z NCBI, podobné pro ostatni typy
ferritint. Zde * (hvézdicka) indikuje pozice, které jsou zcela zakonzervované; znak
: (dvojtecka) indikuje konzervaci mezi skupinami silné podobnych vlastnosti a znak

. (tecka) oznacuje konzervaci mezi skupinami slabé podobnych vlastnosti.
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Obr. 4.2: Fylogeneticky strom aminokyselinovych sekvenci ferritinti z rtiznych orga-
nismi ziskany metodou Neighbor-joining. Oznaceni Konsky H Q8MIP0O odpovida H
podjednotce konského ferritinu s ID Q8MIPO proteinové sekvence ziskané z NCBI,
podobné pro ostatni typy ferritini. Méritko délky vétvi uvedeno vpravo pod stro-

mer1n.
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5 Navrh metody pro experimentalni sledo-
vani disociace a reasociace ferritinovych
podjednotek

V této casti diplomové prace budou uvedeny metody pro experimentalni sledovani
disociace a reasociace ferritinovych podjednotek. Ze srovnani aminokyselin riznych
typu ferritinii Obr. 4.1 je patrné, Ze jejich slozeni se lisi. Zatimco sekvence proteinii
jsou znamé, podminky disociace a reasociace jejich struktury nikoli. Standardné
se struktura zjistuje pomoci TEM, pripadné malotihlového rozptylu rentgenového
zareni. Jedna se ale o ¢asové naro¢né metody, které navic vyzaduji vyskolenou ob-
sluhu, proto byla tato prace vénovana navrhu alternativni metody sledovani disociace

a reasociace ferritinovych kleci.

5.1 SDS PAGE

Disociace ferritinu izolovaného z konské sleziny — jako nejbéznéji pouzivaného typu
ferritinu, jehoz struktura je nejdetailnéji popsana a jeho chovani znamé — byla
nejdrive sledovana na SDS PAGE. Vysledek gelové elektroforézy je na obrazkub.1.
Disociace ferritinu byla sledovana v pufrech o pH v rozmezi 3,0-6,0. Ve vyssich
hodnotach pH byl pozorovan protein o velikosti 250+ kDa. Podjednotky o velikosti
priblizné 20kDa jsou vsak viditelné v celé skdle pH, z cehoz vyplyva, ze ferritin
alespon castecné disocioval ve vSech testovanych roztocich. To je pravdépodobné
zpusobeno jeho denaturaci vlivem dodecylsiranu sodného [64]. Ackoliv je tak SDS
PAGE vhodnou metodou pro sledovani proteinového zastoupeni vzorkiu, nelze pouzit

pro sledovani disociaci a reasociaci ferritinovych kleci.
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Obr. 5.1: SDS PAGE pro konsky ferritin izolovany ze sleziny obsahujici 22 L +2H
podjednotky; pH citratového roztoku v rozmezi 3,0-6,0 s inkrementem 0,5. Vlevo

zebricek pro srovnani velikosti (kDa).

5.2 Velikost proteinu

Dalsi testovanou metodou bylo méteni velikosti proteinu pomoci dynamického roz-
ptylu svétla. Z tabulky 5.1 je vSak zfejmé, Ze ani tato metoda neni vhodna. V neutral-
nim pH tvorii ferritin monodisperzni ¢astice (PDI 0,579) o priumérné velikosti 10 nm.
Béhem disociace ferritinu ale dochazi pravdépodobné k vytvoreni agregatii uvolné-
nych proteinovych podjednotek a vzorek se stava vysoce polydisperzni (PDI > 0,300),
a tedy nevhodny pro méreni velikosti pomoci dynamického rozptylu svétla. Prikla-
dem je pH 3,0, pti kterém dochazi k vytvoreni agregatti o primérné velikosti 825 nm
(s PDI 0,151) a neni mozné detekovat disociované podjednotky. Tvorba agregatu
byla pozorovana i u vysokych hodnot pH (712 nm pii pH 13,0 s PDI 0,308).
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Tab. 5.1: Velikost ferritinu z konské sleziny v roztocich o rizném pH. PDI oznacuje

index polydisperzity vzorku.

pH | velikost (nm) | PDI (-)
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
3,9 11,696 0,623
40 13,545 0,954
45 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 Nativni PAGE

Pro sledovani disociace ferritinu byla tedy nésledné pouzita 6% nativni PAGE.
Pro konsky ferritin izolovany ze sleziny lze vidét, ze v neutrdlnim pH je jeho struk-
tura sestavena, coz lze pozorovat jako band separovany priblizné v 1/3 gelu Obr. 5.2.
Pti snizujicich a zvysujicich se hodnotach pH intenzita bandu odpovidajiciho sesta-
venému ferritinu klesa, pricemz se ve spodni ¢asti gelu objevuji disociované podjed-
notky. V souladu s literaturou [44] je pii pH 2,5 jeho struktura rozlozena kompletné.
Zajimavé vsak je, ze k ¢astecnému rozkladu dochazi uz pti pH 4,0, kdy se poprvé
objevi vyrazné podjednotky. K c¢astecné disociaci také dochazi u hodnot pH nad

10,5 a v pH 13,0 je ferritin kompletné rozlozen.
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Obr. 5.2: Nativni PAGE konského ferritinu izolovaného ze sleziny obsahujiciho
221+ 2H podjednotky; pH roztoku v rozmezi 1,0-13,0 s inkrementem 0,5.

5.3.1 lontova sila roztoku

Jelikoz dalsi vlastnosti endozomu je kromé pH také nizka iontova sila [65], byla
ovérena i zavislost disociace struktury ferritini na iontové sile roztoku. V tomto
experimentu byly sledovany komercéni ferritin izolovany z konské sleziny Obr. 5.3,
konsky ferritin tvoreny L podjednotkami, lidsky ferritin tvoreny pouze H podjed-
notkami a PFU ferritin.

Z vysledkt vyplyva, ze zadny z testovanych ferritini neni zavisly na iontové
sile. U vSech ferritini byly v celém rozsahu iontové sily pozorovany pouze sestavené
proteinové klece, bez disociovanych podjednotek. U ferritinti byla tedy dale sledovana

pouze jejich disociace vlivem pH.
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Obr. 5.3: Nativni PAGE pro roztoky o rizné iontové sile. A) komercéni ferri-
tin izolovany z komské sleziny; B) konsky ferritin obsahujici pouze L podjed-
notky; C) lidsky ferritin bohaty na H podjednotky; D) PFU ferritin. lontova sila:
1) 50mM HEPES 4+ 1000mM NaCl; 2) 50mM HEPES + 500mM NaCl; 3) 50mM HE-
PES 4+ 400mM NaCl; 4) 50mM HEPES + 300mM NaCl; 5) 50mM HEPES + 200mM
NaCl; 6) 50mM HEPES + 150mM NaCl; 7) 50mM HEPES + 100mM NaCl; 8) 50mM
HEPES + 50mM NaCl; 9) 50mM HEPES + 25mM NaCl; 10) 50mM HEPES + 10mM
NaCl; 11) 50mM HEPES + 5mM NaCl; 12) 50mM HEPES + 2,5mM NaCl; 13) 50mM
HEPES + 1mM NaCl; 14) miliQ) voda.

5.3.2 Hodnota pH roztoku

Po vylouceni zavislosti ferritinti na iontové sile roztoku byla jiz sledovana zavislost
pouze na pH roztoku, ve kterém je ferritin disociovan. Proces rozlozeni proteinové
klece do podjednotek byl testovan také pomoci nativni PAGE, kdy jsou vysledky
pro vSechny typy ferritinti popsany nize.

Z gelu pro konsky L ferritin Obr. 5.4 je patrné, ze na rozdil od komeréniho kon-
ského ferritinu, obsahujiciho 22 L. + 2 H podjednotky Obr. 5.2, je konsky ferritin tvo-
feny pouze L podjednotkami vice stabilni. K ¢astecné disociaci dochézi pri pH 3.5,
kdy se poprvé objevi vyrazné podjednotky ve spodni ¢asti gelu. Konsky L ferritin
je kompletné disociovan v pH 2,0, kdy uz neni viditelna sestavena klec v horni ¢asti
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gelu, jako je tomu u vyssich hodnot pH. Podobné jako v pripadé ferritinu z konské
sleziny, v prostfedi roztoku o pH 13,0 dochazi i u konského L ferritinu ke komplet-
nimu rozpadu. Tyto hodnoty pH se ale fyziologicky v organismu nevyskytuji a nejsou

ani vhodné pro naslednou reasociaci ferritinové klece.

— e
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L5 2,5 355 4,5 S 6,5 7,5 8,5 9527 10,5.4-1135 12,5

Obr. 5.4: Nativni PAGE konského L ferritinu; pH roztoku v rozmezi 1,0-13,0 s in-

krementem 0,5.

U lidského vzorku ferritinu bohatého na H podjednotky je zfejmy ¢astecny roz-
pad v pH 4,0, kdy se ve spodni c¢asti objevuje vyrazny band Obr. 5.5. Ke komplet-
nimu rozpadu proteinové klece nedojde ani pti extrémnich hodnotach pH roztoku,
at uz kyselych, tak zasaditych. Zajimavy artefakt byl pozorovan v pH 3,0, kdy do-
slo k blize nespecifikované reakci rozpadu. Tento jev byl pozorovan u rtiznych typua
ferritini v tomto konkrétnim prostredi. Byla tedy testovana rtzna chemicka slo-
zeni pufru o pH 3,0 (citratovy pufr a fosfatovy pufr), pricemz k artefaktu dochazelo
nezavisle na chemickém slozeni pufru.

Posledni testovany byl archealni ferritin PFU, kdy ke kompletnimu rozpadu
struktury nedochazi pti zadné hodnoté pH, ale podjednotky jsou viditelné jak v ky-
selém pH<3,0, tak v zdsaditém prostiedi o pH>10,5 Obr.5.6. Césteéné disociace
struktury tedy nastava za 2 moznych podminek.

Ze ziskanych vysledku vyplyva, ze nejstabilnéjsi je konsky L ferritin (struktura
sestavena v pH 4,0-12,5, ¢emuz odpovida band v horni ¢asti gelu a zadné vidi-
telné podjednotky Obr.5.4) a lidsky H ferritin (struktura sestavena v pH 4,5-12)5
Obr. 5.5).

Naopak jako nestabilni se jevi vzorek konského ferritinu izolovaného ze sleziny,
kdy jsou viditelné podjednotky v celé skale s vyjimkou pH 7,0-9,0, kdy je band
v horni c¢asti gelu vyrazny a pouze v tomto rozmezi je struktura sestavena Obr. 5.2.

Podobné je tomu i u PFU ferritinu, ktery je také nestabilni jak v kyselém, tak
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Obr. 5.5: Nativni PAGE lidského H ferritinu; pH roztoku v rozmezi 1,0-13,0 s inkre-

mentem 0,5.
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Obr. 5.6: Nativni PAGE ferritinu PFU; pH roztoku v rozmezi 1,0-13,0 s inkrementem
0,5.

v zasaditém prostredi. Sestavenou strukturu si uchovava v roztocich o pH 3,5-10,0
Obr. 5.6.

Ke kompletnimu rozlozeni struktury dochazi pouze u konskych ferritinu (Obr. 5.2,
Obr. 5.4), kdy ve vysoce kyselém prostiedi zcela zmizi band v horni ¢asti gelu — tzn.
protein je kompletné disociovan na podjednotky, které jsou viditelné ve spodni ¢asti
gelu (s odkazem na jejich malou velikost). U lidského ferritinu (Obr. 5.5) ani u PFU
(Obr. 5.6) k rozlozeni struktury pouze na podjednotky nedochézi nikdy. V celé skéle
pH roztokt je alespon c¢astecné viditelny band v horni ¢asti gelu.

Dosazené vysledky o disocia¢nich mechanismech ferritinti neodpovidaji presné
literatute [44], podle které by se ferritin mél zachovat v nativni strukture pii pH

vyssim nez 3,4 a naopak struktura se rozevrit pouze v pH pod 3.4.
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5.3.3 Reasociace

Na nativni PAGE byla testovana i reasociace ferritini Obr. 5.7. Z literatury [44] je
ziejmé, ze schopnost reasociace je omezend, kdy nedochazi ke kompletnimu sesta-
veni vSech 24 podjednotek do sférického tvaru ferritinové proteinové klece. Tento
predpoklad byl ovéren u vSech testovanych proteinii. Nejefektivnéjsi reasociace pro-
biha u konského 22 L.+ 2 H ferritinu a PFU ferritinu, u kterych 1ze pozorovat band
ve stejném misté jako u nativni formy vzorku bez parazitniho signadlu mimo tuto
oblast. U konského L reasociovaného vzorku jsou patrné podjednotky ve spodni ¢asti
gelu, stejné jako je tomu u lidského reasociovaného ferritinu. To je zptisobeno tim,
ze nékteré z celkovych 24 podjednotek struktury se nedokazaly navratit do ptvod-
niho seskupeni a vytvorit sférickou proteinovou klec, zustaly volné v roztoku. Obsah
pouze H podjednotek v lidském ferritinu zfejmé zptisobil tento jev. Nizsi stabilita
H podjednotek ma za nasledek, zZe pii disociaci dojde k uvolnéni vice podjednotek,
které nemaji tak vysoky pocet solnych mustki zajistujicich stabilitu podjednotky
[41], a proto je néslednd reasociace méné efektivni. U komského L ferritinu nao-
pak mohlo dojit k vytvoreni agregati uvolnénych podjednotek, které se jiz nebyly

schopny reasociovat do ptuvodni struktury:.

Obr. 5.7: Reasociace ferritinu. 1) nativni forma konského 22 L4 2 H ferritinu; 2) rea-
sociovana forma konského 22 L 4+ 2 H ferritinu; 3) nativni forma konského L ferritinu;
4) reasociovana forma konského L ferritinu; 5) nativni forma lidského H ferritinu; 6)
reasociovand forma lidského H ferritinu; 7) nativni forma PFU ferritinu; 8) reasoci-

ovand forma PFU ferritinu.
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5.4 Snimky z TEM

Disocia¢ni a reasocia¢ni mechanismy ziskané nativni PAGE byly ovéreny na TEM
pro komercéné dostupny ferritin slozeny z 22 L. + 2 H podjednotek. Nejdiive byl vy-
focen snimek nativni formy proteinu Obr. 5.8. Na obrazku lze vidét, ze pii pH 7,0
je proteinova klec sestavena do dutého sférického tvaru o velikosti 12nm. U pH 4,0
Obr. 5.9 lze sledovat ¢astecéné rozvolnéni struktury, kdy je sféricky tvar nekompletni,
coz odpovida ¢astecnému rozkladu na podjednotky, ktery byl pozorovan na nativni
PAGE. Kompletni rozlozeni proteinové klece je pozorovatelné u vzorku o pH 2,0;
na snimku vidime podjednotky valcovitého tvaru, zatimco sféricky tvar odpovidajici
sestavené struktufe se zde nenachazi. Jedné se vsak o nevratny proces, kdy pH 2,0
je prilis nizka hodnota, nez aby byl mozny proces opétovného sestaveni do nativni
podoby proteinu pri pH 7,0. Ferritinové podjednotky prochézi ¢astecnou denatu-
raci a strukturdlnimi zménami [44], které nejsou slucitelné se zachovanim schop-
nosti Uspésné reasociace. Jinak je tomu u zpétného sestaveni struktury z pH 4,0.
Na snimku 5.9 jsou viditelné jak struktury plné sférického tvaru, tak ty, u kterych
nedoslo ke kompletnimu procesu reasociace, nékteré podjednotky ztistaly volné. Me-
chanismy disociace a reasociace bez vyjimky odpovidaji teoretickym predpokladiim,
zaroven vsak koresponduji s vysledky ziskanymi nativni PAGE, ¢imz je potvrzena

moznost pouziti této alternativni metody.

50 nm

Obr. 5.8: Nativni forma ferritinu izolovaného z konské sleziny.
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Obr. 5.9: Ferritin izolovany z konské sleziny disociovan v pH 2,0 (vlevo nahofe)
a reasociovan (vpravo nahote); disociovan v pH 4,0 (vlevo dole) a reasociovan (vpravo
dole).
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6 Enkapsulace cytostatického léciva

Vysledky ziskané pomoci nativni PAGE vedly k ziskani informaci o procesu disociace
ferritinovych podjednotek. Poznatky o pH roztoku, ve kterém se ferritin rozpad4,
byly otestovany spolu s navratem na neutralni pH o hodnoté 7,0, kdy se struktura
proteinu opét sestavuje a lze do jeho dutiny enkapsulovat nizkomolekularni lécivo.

V této praci byl testovan doxorubicin. Jedna se o jedno z nejcastéji pouzivanych
chemoterapeutik pro lé¢bu nadorovych onemocnéni [66]. Ackoli jeho schopnost inhi-
bice rychle se délicich bunék je znama jiz nékolik desetileti, terapeuticka davka je
limitovana vysokou toxicitou pro zdravé bunky, predevsim jeho kumulativni kardi-
otoxicitou [67].

Smes ferritinovych podjednotek a molekuly doxorubicinu vytvari zakladni roztok
pro proces enkapsulace. Zvysenim hodnoty pH tohoto roztoku je struktura apoferri-

tinu reasociovana, pricemz molekuly doxorubicinu jsou zapouzdfeny uvnit? dutiny.

6.1 Kolokalizace doxorubicinu s proteiny ferritinu na
nativni PAGE

Proces disociace a reasociace byl sledovan u ferritinu izolovaného z komnské sleziny
obsahujiciho 22 L + 2 H podjednotky pro pH 4,0, kdy dochézi k ¢astecnému rozpadu
struktury; u konského L ferritinu pro pH 3.5; lidského ferritinu obsahujicitho H pod-
jednotky pro pH 4,0 a také u PFU pro pH 3,0 Obr.6.1.

Po separaci reasociovanych ferritini na nativni PAGE a nasledném obarveni
gelu pomoci rychlého barveni coomassie modii pak lze potvrdit, zda doslo k na-
vratu struktury do nativni podoby. Z obrazku 6.1 lze potvrdit tspésnou reasociaci
u vSech sledovanych vzorku na zakladé porovnani reasociované formy (jamky gelu
¢islo 2, 4, 6 a 8) s nativni podobou proteinu (jamky 1, 3, 5 a 7). Lze vSak vidét,
ze ani u jednoho z ferritinii nebyla reasociace kompletni, jelikoz jsou u vsech pozo-
rovany uvolnéné podjednotky. Nejhorsich vysledkt bylo dosazeno u PFU ferritinu,
kde je i po reasociaci stale mozné pozorovat vyrazné disociované podjednotky. Vy-
sledky lidského a obou konskych ferritint jsou pak velice podobné a mnozstvi stéle
disociovanych podjednotek je u téchto 3 typt malé.

S vyuzitim fluorescence doxorubicinu (po excitaci pfi 480 nm) bylo na nativni
PAGE mozné pozorovat, zda byl béhem procesu disociace a reasociace doxorubicin
enkapsulovan do dutiny ferritinu nebo se ve vzorku nachazel ve volné formé Obr. 6.2.
Doxorubicin, ktery fluoreskuje zelenou barvou, je ve vzorcich pfitomen. U kontrol-

nich vzorki samotnych ferritini v jamkéach gelu s ¢isly 1, 3, 5 a 7 se doxorubicin
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Obr. 6.1: Reasociace ferritinovych kleci po ¢asteéné disociaci — 6% nativni PAGE
po obarveni coomassie modii: 1) konsky ferritin 22 L+ 2H podjednotky; 2) kon-
sky ferritin 22 L.+ 2H podjednotky po disociaci a reasociaci; 3) konsky L ferritin;
4) konsky L ferritin po disociaci a reasociaci; 5) lidsky H ferritin; 6) lidsky H ferritin

po disociaci a reasociaci; 7) PFU ferritin; 8) PFU ferritin po disociaci a reasociaci.

nevyskytuje, a neni tak vidét jeho fluorescence. Naopak po enkapsulaci doxorubi-
cinu do jednotlivych ferritini (jamky gelu éislo 2, 4, 6 a 8) lze pozorovat silnou
fluorescenci, jejiz lokalizace se lisi v zavislosti na typu ferritinu.

U komeréniho komnského apoferritinu s enskapsulovanym doxorubicinem (apo-
dox) v jamce ¢islo 2 lze vidét, ze ne vsechen doxorubicin se enkapsuloval do pro-
teinové klece, ale fluoreskuje i volny doxorubicin v fasinkach gelu. Vétsina molekul
doxorubicinu je ale kolokalizovana s reasociovanou kleci ferritinu v horni ¢asti gelu.
Tento apodox je slozen z 22 L.+ 2 H podjednotek. Konsky apodox slozeny pouze z L
podjednotek (jamka 4) také Vykazoval kolokalizaci doxorubicinu s proteinovou kleci,

vV,

doxorubicinu v Tasinkéch.
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Obr. 6.2: Enkapsulace doxorubicinu — fluorescence doxorubicinu: 1) konsky ferritin
22 L.+ 2 H podjednotky; 2) konsky ferritin 22 L. + 2 H podjednotky s doxorubicinem;
3) konsky L ferritin; 4) konsky L ferritin s doxorubicinem; 5) lidsky H ferritin; 6) lid-

sky H ferritin s doxorubicinem; 7) PFU ferritin; 8) PFU ferritin s doxorubicinem.

6.2 Charakterizace

K efektivni enkapsulaci (60 %) doslo v pripadé apodox lidského vzorku bohatého na
H podjednotky, coz by mohlo korespondovat prave se slozenim podjednotek ferritinu
Tab.6.1. Diky strukturalnim vlastnostem je apoferritin bohaty na L podjednotky
mnohem stabilnéjsi nez apoferritin bohaty na H podjednotky [41]. V pripadé ferri-
tind bohatych na L podjednotky tedy ziejmé nedojde k dostatecnému rozvolnéni
struktury, aby se mohl vSechen doxorubicin tspésné enkapsulovat, zatimco lidsky
ferritin bohaty na H podjednotky se rozlozil ispésné a doxorubicin byl zapouzdien
ve vyssi mite. Tomu odpovida i rozdil mezi konskymi vzorky, kdy ferritin obsahu-
jici 22L +2H podjednotky (jamka gelu ¢islo 2, enkapsulacéni vytéznost 63 %) ma
méné doxorubicinu v fasinkach v porovnani s ferritinem pouze z L podjednotek
(jamka gelu ¢islo 4, enkapsulacni vytéznost 42 %). PFU ferritin je svym slozenim
blize L ferritintim, coz odpovida podobnému mnozstvi rezidua doxorubicinu v rasin-
kach gelu. Co se tyce enkapsulacni vytéznosti, prekvapivé dosahuje nejvyssi hodnoty
ze vSech testovanych vzorka (85 %). Z vicendsobného zarovnani aminokyselinovych
sekvenci ferritint Obr. 4.1 je vSak zfejmy velky rozdil ve slozeni oproti ostatnim tes-
tovanym ferritiniim. I presto, Ze je svym slozenim blize L ferritinim, je jim evolu¢né
velmi vzdaleny (0,6504 Obr.4.2). Pravdépodobné je tak schopnost PFU enkapsulo-

vat cytostatické lé¢ivo ovlivnéna i jinymi faktory.
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Vlivem enkapsulace nebyla prekroc¢ena hranice velikosti 200 nm, coz je limit pro
uspésnost nanotransportéru, u zadného z ferritinti. Nadory maji ve srovnani se zdra-
vou tkani cévy s narusenym endotelem, coz zptisobuje jejich netésnost. Nanocastice
jsou prijimany prednostné do nadorové tkané pres penetrovany endotel nadorového
cévniho zasobeni a jsou zde akumulovany v dusledku snizené lymfatické drenaze —
EPR efekt [5]. VSechny apodox komplexy maji zaporny naboj, stejné jako v nativni
formé.

Kombinaci vsech zjisténych vlastnosti se jako optimélni jevi lidsky H ferritin.
Nizkd hodnota PDI (0,260 dle Tab. 6.1) koresponduje se systémem obsahujicim ¢as-
tice o velikostech, které se od sebe prilis nelisi. Nedochézi tedy k rozsédhlé fragmentaci
ani agregaci podjednotek. Pro lidského pacienta predstavuje pouziti lidského ferri-
tinu minimalni riziko imunitni odpovédi organismu. Se svou enkpasulaéni vytéznosti
a diskutovanymi vlastnostmi se tedy lidsky H ferritin jevi jako nejvhodnéjsi z testo-

vanych ferritini.

Tab. 6.1: Zhodnoceni apodox komplexti z hlediska velikosti, PDI, (-potencialu a en-

kapsulacni vytéznosti doxorubicinu.

typ velikost | PDI | (-potencial | enkapsulac¢ni vytéznost
apodox (nm) (-) (mV) doxorubicinu (%)
konsky 22L+2H 68 0,226 -22,1 63
konsky L 44 0,762 -16,7 42
lidsky H 106 0,260 -15,0 60
PFU 33 0,343 -21,0 85

Vzhledem k tomu, Ze intravendzni podani je hlavnim zpusobem administrace
cytostatickych léciv, jednim z dulezitych parametri tc¢inného nanotransportéru lé-
¢iv je stabilita enkapsulace prendsenych molekul v prostfedi krve [74]. Proto byla
studovana dlouhodobd (az 72hod) stabilita ziskanych apodox komplext v roztoku
simulujicim krevni plasmu Obr. 6.3.

Pro konsky 22 L+ 2 H ferritin je mnozstvi uvolnéného doxorubicinu do roztoku
80 %, coz znamend, ze pouze 20 % zustalo enkapsulovano, a tento ferritin tak dosa-
huje nejhorsich vysledkt. U konského L ferritinu a PFU ferritinu se v ¢ase asi 2 hod
uvolni 40 % doxorubicinu, ten je ale pozdéji opét asociovan a komplex je pomérné
stabilni na hodnoté blizké 15 % uvolnéného doxorubicinu. Po 48 hod u PFU ferritinu
dochézi ke zvysené mife uvolnovani doxorubicinu (az na 26 % po 72hod). Lidsky
H ferritin mé sice v ¢ase 2hod uvolnéno 65 % doxorubicinu, dulezitou vlastnosti
je ale casova stabilita, kdy se s prodluzujici se dobou komplex stava stabilnéjsim
a mnozstvi uvolnéného chemoterapeutika volné do roztoku klesa na 10 % po 72 hod
Obr. 6.3.
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Obr. 6.3: Graf mnozstvi uvolnéného doxorubicinu v zavislosti na c¢ase, hodnoty zis-

kané ze supernatantu.
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7 Vyuziti komplexi ferritin-doxorubicin pro
terapii malignich karcinomu prsu

Karcinom prsu je hlavni pri¢inou imrti na nddorova onemocnéni u zen po celém
svété. Studie zalozené na profilech genové exprese identifikovaly riizné molekularni
subtypy nadoru prsu, jako jsou lumindlni A a B bunky a nadorové bunky. Jejich
charakteristikou jsou pozitivita nebo negativita na estrogenovy receptor (ER), pro-
gesteronovy receptor (PR) a lidsky epidermalni ristovy faktor 2 (HER2) [68].

Nejbéznéji diagnostikovany subtyp karcinomu prsu je subtyp pozitivni na es-
trogenovy receptor (ER +). Priblizné dvé tretiny pacientu s karcinomem prsu jsou
diagnostikovany s nadory pozitivnimi na hormonalni receptor. U pokrocilych one-
mocnéni prokazala endokrinni terapie ii¢innost u vice nez poloviny pacientii. Bohuzel
se casto objevuje rezistence, a to jak de novo, tak ziskanad pozdéji, coz ¢ini vyzkum
zvlasté relevantnim pro inovativni 1écbu [69].

Pro terapii apodox komplexy byly vybrany nésledujici karcinomy prsu, které
kombinuji rizné subtypy nadort Tab. 7.1. Tyto rozdily pak ovliviuji senzitivitu na
lé¢bu. Jako kontrolni bunécéna linie byla zvolena HBL-100, jez byla ziskana z pri-
marnich kultur bunék odvozenych ze vzorku casné laktace lidského mléka. U dérce
mléka nebyl prokizan vyskyt prsni léze. Jednd se tak o zdravé bunky prsni tkédné
[70].

Tab. 7.1: Charakteristika malignich karcinomt prsu pro terapii. ER — estrogenovy
receptor; PR — progesteronovy receptor; HER2 — lidsky epidermalni rustovy faktor 2;
negativni (-); pozitivni (+) [70].

nazev ER | PR | HER2
MDA-MB-231 | - - -
MDA-MB-468 | - - -

T-47D + + -

MCF-7 + + -

Z tabulky vyplyva, ze MDA-MB-231 a MDA-MB-468 jsou histologicky shodné,
stejné jako T-47D a MCF-7. MDA-MB-231 linie je idedlnim modelem chemore-
sistentnich karcinomi, MDA-MB-468 ¢asto na chemoterapii velice dobfe reaguje,

MCF-7 je vétsinou perfektnim modelem pro hormonélni terapii.
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7.1 Expresni profil SCARA5 a TfR1 u malignich a ne-
malignich prsnich linii

U malignich karcinomt prsu, stejné jako u kontrolni zdravé tkané prsu byla sledo-
vana exprese dvou typu receptori: SCARAS a TfR1. Zatimco ferritin bohaty na L
podjednotky je do bunék internalizovan pomoci SCARAS [59], ferritin s prevahou H
podjednotek se vaze na TfR1 [33]. Expresni profily téchto dvou receptort se mezi bu-
néénymi liniemi 1isi. Vysoké miry exprese SCARAS dosahuje MDA-MB-468 a T-47D;
MDA-MB-231 spolu s MCF-7 maji dokonce nizsi expresi nez zdravé bunky HBL-100
Obr. 7.1.
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Obr. 7.1: Expresni profil receptoru SCARAS u bunécénych linii.

U TfR1 dosahuje nejvyssi miry exprese MDA-MB-231 a T-47D, naopak linie
MDA-MB-468 a MCF-7 maji ¢tyrnadsobné nizsi expresi nez zdravé bunky HBL-100
Obr. 7.2. Tyto rozdily jsou jednou z motivaci vybéru vice bunéénych linii, protoze
ackoli jsou dvojice MDA-MB-231 a MDA-MB-468; T-47D a MCF-7 histologicky
totozné, v jinych aspektech se lisi.

7. expresnich profili obou typu receptori vyplyva, Ze u linie T-47D by mélo
dochéazet k tispésné internalizaci ferritini jak s prevahou L podjednotek, tak H pod-
jednotek; expresni profil SCARA5 i TfR1 je totiz vysoky. Naopak je tomu u linie
MCF-7, ktera obsahuje nejméné receptoru ze vsech studovanych linii, dokonce méné
nez kontrolni zdravé bunky HBL-100. Nizkd mira exprese SCARAS, vysoka mira
exprese TfR1 u MDA-MB-231 by méla odpovidat ispésné internalizaci H podjedno-
tek (lidského H ferritinu, pfipadné konského 22 L + 2 H ferritinu) a nizké internalizaci
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Obr. 7.2: Expresni profil receptoru TfR1 u bunéénych linii.

podjednotek L (konského L ferritinu). Pfesné naopak by tomu mélo byt u druhé tripl
negativni linie MDA-MB-231.

7.2 Citlivost prsnich linii na lIécbu doxorubicinem

Citlivost prsnich linii na 1é¢bu doxorubicinem byla ovérena MTT testem. Jedna
se o kolorimetricky test, ktery méri metabolickou aktivitu bunék a je vhodny pro
analyzovani jejich proliferace, zivotaschopnosti a cytotoxicity materidlu. Terminem
zivotaschopnost se rozumi urceni pomeéru zivych a mrtvych bunék v populaci. Test
je zaloZen na redukei zIuté solubilni tetrazoliové soli MTT (3-(4, 5-dimethylthiazol-
2-y1)-2, 5-difenyltetrazolium bromid) na nerozpustny formazan, ktery je ve formé
modrych krystalki. Reakce probihd na mitochondridlni membrané vlivem mito-
chondridlnich dehydrogenas zivych bunék. Pocet zivych bunék je tedy indikovan
mnozstvim redukovaného MTT. Formazanové krystalky se nasledné rozpusti prida-
nim okyseleného izopropanolu a spektrofotometricky se stanovi hodnota absorbance
roztoku. Protoze transformace je mozna pouze v zivotaschopnych bunkach, mnozstvi
modrého formazanu je timérné poctu téchto bunék [71].

Pro moznost sledovani cytotoxicity apodox komplexti bylo nejdrive nutné zjistit
cytotoxicitu samotného doxorubicinu na vybrané prsni linie. Z grafu7.3 je ziejmé,
ze vSechny prsni linie reaguji na doxorubicin podobné (s vyjimkou MDA-MB-468 a

HBL-100 linie, které jsou na doxorubicin citlivéjsi), proto nasledujici experimenty
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Obr. 7.3: Vliv koncentrace doxorubicinu na zivotaschopnost bunék u vybranych prs-
nich linii.

nebudou timto faktorem ovlivnény. V tabulce 7.2 jsou uvedeny koncentrace doxoru-
bicinu, pri kterych byla pravé polovina bunék zivotaschopna. Jako optimalni kon-

centrace doxorubicinu pro nésledujici experimenty byla zvolena koncentrace 25uM.

Tab. 7.2: Koncentrace doxorubicinu, prfi které je zivotaschopnost bunék 50 % pro
vybrané bunécné linie.

bunécna linie | koncentrace doxorubicinu (uM)
HBL-100 14
MDA-MB-231 30
MDA-MB-468 8
T-47D 30
MCF-7 27

7.3 Asociace ferritinti s buikkami prsnich linii

V tomto experimentu byla sledovana asociace jednotlivych ferritint s pouzitymi
bunkami, kterd je nutnym predpokladem pro jejich internalizaci do téchto bunék.
U vsech prsnich linii je patrna nejvyssi mira asociace PFU ferritinu. Jelikoz z li-

teratury neni znamy zadny mechanismus internalizace tohoto archealniho ferritinu
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do eukaryotickych bunék, nelze fict, ¢im je tento trend zplisoben. Zajimavych vy-
sledkii bylo dosazeno i u linie MCF-7. Ackoli obsahuje nejmensi mnozstvi SCARA5
a TfR1 receptort, asociace vsech ferritinti je vysoka. Zrejmé se jednd o jinou formu
internalizace, kterd v literature zatim nebyla popsana.

Linie T-47D obsahuje nejvice SCARA5 i TfR1, coz odpovida velice podobné aso-
ciaci vsech ferritini, bez rozdilu slozeni jejich podjednotek Obr. 7.4. Ackoli vysledky
koreluji s expresnimi profily, nutno zminit, Zze pritokovy cytometr nerozlisuje mezi
internalizaci dovnit¥ bunék a asociaci s povrchem bunécéné membrany. Vysledkem
fluorescencéniho meéreni je informace o pritomnosti fluorescenéné oznaceného ferri-

tinu, nikoli o jeho lokalizaci.
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Obr. 7.4: Intenzita fluorescence korespondujici s mirou asociace ferritinii s bunéc-

nymi liniemi, bez FBS.

Asociace ferritinii s bunkami prsnich linii byla zkouména za dvou podminek:
pritomnost nebo absence fetalntho bovinniho séra (FBS), které obsahuje proteiny,
hormony a ristové faktory pro podporu ristu bunék. Pritomnost FBS znamena vyssi
pravdépodobnost tvorby proteinovych koron na povrchu ferritint. Tim by mohla byt
nanocastice ovlivnéna jak z hlediska schopnosti internalizace z divodu zmény jeji
biologické identity vedouci k nerozpoznani receptorem, tak z divodu velikosti [72].
Obsah média byl zkouméan u vSech prsnich linii, rozdil v internalizaci mezi FBS
pozitivnim a FBS negativnim prostredim byl sledovan pouze u konského L ferritinu
a lidského H ferritinu Obr. 7.5. Pritomnost FBS ma u lidského H ferritinu za nasledek

nizsi miru internalizace do bunéénych linii, u konského L ferritinu je tomu naopak.
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Obr. 7.5: Intenzita fluorescence korespondujici s mirou asociace vybranych dvou
ferritini bez FBS a s FBS.

7.4 Vliv komplexi ferritin-doxorubicin na zivotaschop-

nost bunék

Pro zjisténi vlivu komplexi ferritin-doxorubicin na zivotaschopnost bunék byly pro-
vedeny nasledujici experimenty: MTT test apodox komplexli, vypovidajici o me-
tabolické aktivité bunék; mechanismus cytotoxicity, vypovidajici o mnozstvi bunék
prochazejicich apoptozou; scratch test, ktery odpovida vlivu na proliferacni poten-

cidl bunék.

7.4.1 MTT test apodox komplexii

Cilem MTT testu je ovéreni vlivu apodox komplexti na zivotaschopnost bunécénych
linii po 24 hod inkubaci. T-47D nevykazuje u zadné nanoformulace statisticky sig-
nifikantni rozdil v porovnani s 1é¢bou volnym doxorubicinem, u vSech ostatnich linii
jsou vsak rozdily patrné Obr.7.6.

Zdrava linie HBL-100 je v porovnani s lécbou doxorubicinem chranéna vsSemi
navrzenymi apodox komplexy. Naptiklad konsky L ferritin tuto linii chrani nejvice,
obecné je ale méalo toxicky pro vSechny bunécéné linie (vysokd hodnota zivotaschop-
nosti bunék), proto pro terapii vhodny neni. Lidsky H ferritin a PFU ferritin chrani
zdravé bunky HBL-100 linie, ale tispésné snizuji zivotaschopnost nddorovych bunék
(s vyjimkou MDA-MB-231).
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Obecné dosahuji zdravé buriky HBL-100 maximéalné 30% zivotaschopnosti bunék,

coz je pomérné nizka hodnota. Nutno podotknout, zZe ferritin v této formulaci je

pouze zakladnim materidlem a bylo by vhodné modifikovat jeho povrch pro aktivni

cileni, které dosahuje uspokojivéjsich vysledku a zdravé bunky ochrani 1épe [73].
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Obr. 7.6: Vliv apodox komplexti na zivotaschopnost bunééné linie. A) doxorubicin;
B) konsky 22L +2H apodox; C) konsky L apodox; D) lidsky H apodox; E) PFU

apodox. Symbol * oznacuje statisticky signifikantni narust, vztazeno k volnému do-

xorubicinu.
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7.4.2 Mechanismus cytotoxicity

Pro zjisténi mechanismu cytotoxicity pouzitych nanoformulaci byla testovana mira
indukce apoptézy ve sledovanych bunkach. Mnozstvi apoptotickych bunék odpovida
cytotoxicité navrzenych apodox komplexti. Z grafu7.7 je patrné, ze nejlepsich vy-
sledkt dosahuji lidsky H ferritin a PF'U ferritin, které nejvice chrani zdravé HBL-100,
zéroven ale na nékteré bunky pusobi jesté 1épe nez volny doxorubicin (napi. MCF-7).
Zajimava je citlivost prsnich linii MDA-MB-468 a MDA-MB-231, kdy jsou sice nej-
vice responzivni na doxorubicin, nanoformulace apodox u nich vsak dosahuji jen
necelé poloviny miry apoptézy. Terapie apodox komplexy u téchto linii tedy neni
uspésna. Naopak u T-47D a MCF-7 dosahuje terapie apodox komplexy srovnatel-
nych nebo dokonce lepsich vysledkii v porovnani s volnym doxorubicinem. Moznym

vysvétlenim je histologicka specifikace téchto linii.
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Bunécna linie

Obr. 7.7: Mira apoptozy vyvoland u bunécénych linii vlivem pouzitého léc¢iva. Symbol
* oznacuje statisticky signifikantni narust apoptozy, symbol ** oznacuje statisticky

signifikantni pokles apoptézy, vztazeno na kontrolu.

7.4.3 Scratch test

Zatimco vyse uvedené experimenty vypovidaly o schopnosti apodox komplexti inter-
nalizovat do bunék a jejich nasledné cytotoxicité, vystupem scratch testu je schop-
nost migrace bunék a jejich proliferacni potencidl. Protokol je nasledujici: kom-
paktnost bunééné linie je narusena vytvorenim umeélého zranéni (¢as 0 hod) a takto

vytvorend plocha je oznacena jako 100 %. V ndsledujicich ¢asovych bodech méteni je
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vypoéteno, kolik procent z pivodni volné plochy ztstava. Cislo 0 % znamena, Ze celd
plocha znovu zarostla a zranéni uz v obraze neni detekovatelné. V idedlnim pripadé
by se zranéni v pripadé nadorovych bunék po lécbé apodox komplexy nemélo casem
ménit — buriky by nemély mit schopnost proliferovat [74]. U zadné z prsnich linif
tomu tak nebylo. Z toho lze usuzovat, ze pokud po odstranéni nadorové tkané z téla
pacienta néjaké nadorové bunky v organismu zistanou, existuje moznost znovuvy-
tvoreni maligni nadorové tkané. Schopnost migrace a proliferace ziistava u bunék
zachovana i pTres prokazanou toxicitu nanoformulaci.

Jako priklad jsou nize uvedeny dvé linie — zdrava prsni tkan HBL-100 a karcinom
prsu T-47D. Z grafu 7.8 je vidét, ze lidsky H ferritin a PFU ferritin vykazuji po 8 hod
schopnost zabranit zartistani volné plochy v porovnani s kontrolnimi nelécenymi
bunkami. Smérodatné odchylky po 24 hod, respektive 48 hod dosahuji velkych hod-
not, z ¢ehoz lze usuzovat velké rozdily mezi jednotlivymi misty zartstani desticky.

Zarustani volné plochy je demonstrovano i na snimcich z mikroskopu Obr. 7.9.

m kontrola lidsky H PFU

100 - — I

90 - [.1 . .

80 - .

70 -

60 *
50 - *
40 -

30 -

20 -

10

0 - | | | I_T_

0 hod 2 hod 4 hod 8 hod 24 hod 48 hod
Cas (hod)

Volna plocha (%)

Obr. 7.8: Casovy vyvoj volné plochy po vytvofeni umélého zranéni v bunécné linii
HBL-100. Symbol * oznacuje statisticky signifikantni nirust volné plochy, vztazeno
na kontrolu.

Casovy v¥voj volné plochy po vytvoreni umélého zranéni v nadorové linii T-47D
je uspokojivy do casu 8hod. Nelécené bunky pokryvaji mensi plochu nez bunky
lé¢ené lidskym H a PFU apodox. Po uplynuti 24 hod vsak dojde ke kompletnimu
zaceleni rany, coz by znamenalo schopnost znovuvytvoreni nddorové tkané v misté
predchoziho odstranéni Obr. 7.10.
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Obr. 7.9: Casovy vyvoj volné plochy po vytvoreni umélé rany v bunécné linii
HBL-100, kde A) lidsky H apodox; B) PFU apodox.
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Obr. 7.10: Casovy vyvoj volné plochy po vytvoreni umélé rany v bunééné linii T-47D.

1**

Symbo oznacuje statisticky signifikantni pokles volné plochy, vztazeno na kont-

rolu.
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8 Automaticka obrazova analyza pro scratch
test

Jelikoz cilem analyzy obrazt ziskanych ze scratch testu je oddéleni volné plochy
(réany) od oblasti porostlé burikami, tedy vyrazné rozdilnych ¢asti, byl zvolen ptistup
prahovani. Obraz byl naprahovan, kde prah byl nalezen automaticky pomoci Otsu
metody [75].

Cilem je najit konturu objektu, ktera lezi na hranadch mezi bunkami porostlou
¢asti a ranou uprostied. U geometrickych kontur level-set byl pouzit Chan-Vese mo-
del [61] vCetné metody Sparse-Field level set, podobnou metodé popsané v [62], pro
implementaci aktivniho vyvoje kontury. Vysledkem automatické obrazové analyzy
je pak pocet bilych pixelti, ktery odpovida obsahu volné plochy.

Mezi pocatecni dpravy obrazu patii prevod snimku na sedoténovy, dale kon-
verze puvodniho intervalu hodnot na interval <0,1>. Problémova jsou ta mista
v obraze, kde bunikami zarostla plocha neni kompaktni nebo dochézi k postupnému
otevirani ploch vlivem migrace bunék. Do predzpracovani obrazu byly proto za-
hrnuty Sedoténové morfologické operace otevieni a uzavieni. Ve findlnim binarnim
obraze byly odstranény malé objekty a byla vyplnéna prazdnd mista mezi bun-
kami. Tim jsou osSetfeny pfipadné zmény morfologie bunék mimo zajmovou oblast
detekce zptusobené naptiklad nekrézou bunék, ¢asovym vyvojem viability bunécéné li-
nie nebo nekompaktnim zartistanim plochy. V kazdém snimku je uréena inicializac¢ni
maska pro geometrickou konturu. Vysledek analyzy lze vidét na obrazku8.1, kdy je
pro porovnani predlozen origindlni snimek, obraz po predzpracovani morfologickymi
operacemi, automatické nalezeni prahu Otsu metodou a segmentace geometrickymi
konturami level-set.

Implementace metody pro sledovani ¢asového vyvoje zarustani plochy v obraze
vyuzivajici geometrické kontury level-set byla provedena v programovacim prostiedi
Matlab. Pro snadné ovladani programu bylo navrzeno uzivatelské rozhrani Obr. 8.2
s moznosti analyzy obrazu v case 0 (tedy ihned po vytvoreni umélé rany) a v libo-
volném casovém bodé méreni ¢t. Vystupem zpracovani obrazli je obsah volné plochy
vyjadieny procentualné vuci celkové plose obrazu k dispozici jak numericky, tak

graficky. Nechybi moznost restartu hodnot nebo exportu ziskanych dat do Excelu.
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Obr. 8.1: Ukazka implementace metody: origindlni snimek (vlevo nahore); obraz
po predzpracovani morfologickymi operacemi (vpravo nahote); naprahovany obraz

(vlevo dole) a vysledna segmentace geometrickymi konturami pro vypocet obsahu
volné plochy (vpravo dole).

4 scratch_test
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Obr. 8.2: Grafické uzivatelské rozhrani pro analyzu snimkia ziskanych ze scratch
testu.
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9 Zavér

V této praci byla popsana struktura ferritinu jako vhodného nanotransportéru pro
cilenou dopravu nizkomolekuldrniho 1é¢iva k nadorové tkani. Poznatky ziskané z li-
teratury byly ovéreny na TEM predlozenim snimkii poskytujicich detailni vizualizaci
strukturalnich zmén ferritini v pribéhu procesu disociace a nasledné reasociace.

Mechanismy disociace a reasociace ferritinovych kleci byly sledovany i pomoci
alternativnich metod: SDS PAGE, mérenim dynamického rozptylu svétla a nativni
PAGE. Jako optimalni byla stanovena nativni PAGE, ktera jako jedind dosahuje
stejnych vysledki jako TEM, avsak za nesrovnatelné kratsi cas. Disociacni pod-
minky byly stanoveny pro komeréné dostupny a bézné pouzivany konsky ferritin
slozeny z 22 1.4 2 H podjednotek, ale i pro ferritiny dosud pro terapii nikdy nepou-
zité: konsky L ferritin, lidsky H ferritin a PFU ferritin.

Ziskané vysledky o disociaci podjednotek byly pouzity pro enkapsulaci nizkomo-
lekularniho chemoterapeutika doxorubicinu do proteinové klece ferritinu, a to v pH
roztoku, kdy poprvé doslo k ¢astecnému rozkladu struktury ferritinu. Mezi ferritiny
byly zjistény rozdily jak na trovni disociace, tak pri zpétné asociaci a zapouzdieni
doxorubicinu do komplexu apodox. To miize byt zptsobeno odlisSnym slozenim pod-
jednotek ferritinti, kdy nékteré maji prevahu L a jiné H podjednotek. Prevaha H
podjednotek koresponduje s nizsi stabilitou, dochéazi tedy k efektivnéjsimu rozpadu
proteinu a nésledné enkapsulaci cytostatika. Naopak ferritiny s majoritni skupinou
L podjednotek vykazuji vyssi stabilitu a lze usuzovat, Ze to je divodem nizsi en-
kapsulacni vytéznosti, kdy vice molekul doxorubicinu ziistalo mimo reasociovanou
strukturu.

Vsechny apodox komplexy byly pouzity pro terapii malignich karcinomt prsu,
stejné jako kontrolni zdravé prsni tkdné. Nejdrive byly ziskdny expresni profily re-
ceptorti, pomoci kterych ferritiny do bunék internalizuji. Mezi prsnimi liniemi byly
zjistény rozdily v expresi receptori jak pro L, tak pro H podjednotky. Po néasledné
korelaci expresnich profilii s vysledky asociaci ferritinii s bunkami bylo dosazeno za-
jimavych vysledkti jak mezi testovanymi ferritiny, tak v rdmci histologicky odlisnych
prsnich linii. Zatimco PFU ferritin dosahoval nejvyssi miry asociace, jeho cytotoxi-
cita zpusobujici apoptozu byla nejnizsi. Podobnych vysledki dosahoval i konsky L
ferritin, ktery se vyznacuje druhou nejvyssi mirou asociace, Gspésné ochranil zdravé
bunky pfed toxicitou enkapsulovaného doxorubicinu, byl vSak minimalné toxicky
i pro vSechny nadorové linie. Témito vlastnostmi se PFU ferritin spolu s konskym
L ferritinem radi mezi nevhodné pro terapii.

Naopak pozitivnich vysledki bylo dosazeno u lidského H ferritinu. Dlouhodoba
casova stabilita apodox komplexu — enkapsulac¢ni vytéznost se v case témér ne-

meéni — je jednou z dillezitych vlastnosti. Patii mezi né i schopnost chranit zdravé
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bunky, avsak tspésné snizeni zivotaschopnosti nadorovych bunék. Nejlepsich ti¢inki
dosahoval i pfi testovani migrace bunék a jejich proliferacniho potencidlu. Ackoli
u vSech nadorovych prsnich linii ziistala schopnost migrace i proliferace zachovana,
v porovnani s kontrolnimi nelééenymi bunkami dosahuje terapie lidskym H apodox
komplexem slibnych vysledkt. V neposledni radé je diilezitym parametrem i jeho
pivod z lidského organismu, pro pacienta tedy hrozi minimélni riziko imunogenicity.

Soucasti predlozené diplomové prace je i funkce spolu s grafickym uzivatelskym
rozhranim implementovana v programovacim prostiedi Matlab umoznujici automa-
tickou analyzu obrazii scratch testu z mikroskopu. Je tak dosazeno presnéjsi detekce
volné plochy na desitkach analyzovanych snimki, samotné vyhodnoceni je rychlejsi

v porovnani s bézné pouzivanym manualnim vypoctem.
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Seznam symbolii, veli¢in a zkratek

apodox
APS
CBR-250
EPR

FBS
H

ID
kDa

L
MTT
NCBI

PAGE
PBS
PDI
PFU
PLB
SDS
TEM
TEMED
TfR1

apoferritin s enskapsulovanym doxorubicinem
peroxodisiran amonny — Ammonium Persulfate

Coomassie Brilliant Blue R250

zvysSenda permeabilita a retence — Enhanced Permeability and
Retention

fetalni bovinni sérum

tézky — Heavy

identifikator — Identifier

kilodalton

lehky — Light

3-(4, 5-dimethylthiazol-2-y1)-2, 5-difenyltetrazolium bromid
narodni centrum biotechnologickych informaci — National Center for
Biotechnology Information

polyakrylamidova gelova elektroforéza

pufrovany fyziologicky roztok — Phosphate Buffered Saline
polydisperzni index

Pyrococcus furiosus

nanaseci pufr pro proteiny — Protein Loading Buffer
dodecylsiran sodny — Sodium Dodecyl Sulfate

transmisni elektronova mikroskopie

N,N,N " N’-tetramethylethylendiamin

transferrinovy receptor 1

angstrom
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A Obsah priloh

V priloze je vlozena elektronickd verze diplomové prace, hlavni program pro auto-
matickou analyzu obrazt a grafické uzivatelské rozhrani.

e korenovy adresar prilohy
LDiplomové prace Katefrina Krausova

Diplomova prace Katefina Krausova.pdf ...... elektronickd verze DP

scratch_test.zip................ komprimované soubory s programem

aktivni_kontura.m..............c.ccnn.... hlavni funkce programu

scratch_test.fig................ .. .. grafické uzivatelské rozhrani

scratch test.m........coonuiiiiiiiiiiiii i hlavni program
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