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Abstrakt

Nadorovd onemocnéni zaujimaji celosvétové druhé misto v nejcastéjSich
pricinach umrti. Kjejich 1é¢bé se nejcastéji vyuzivaji rizné kombinace
chirurgického zakroku, chemoterapie, radiacni terapie, hormondlni terapie,
imunoterapie a cilené 1écby. Vposledni dobé se do popredi dostava
nanomedicina, ktera se uplatniuje zejména pri cilené 1écbé a chemoterapii, a je
zaloZenda na novych typech komplexti v nanoméritku. Tyto komplexy by mély mit
vyssi ucinnost vici nddorovym buiikam, a pfitom nezatéZovat a neposkozovat
organismus.

Vramci prace byly syntetizovany 12-14 nm velké rutheniové castice
s povrchem potaZenym polyvinylpyrolidonem Nasledné byly modifikovany
pomoci polyoxyethylen(40)stearatu pro umoZnéni navazani doxorubicinu.
Cytotoxicita nanocastic byla testovana na buiikach karcinomu prsu (bunéc¢na linie
MDA-MB-231), 1C50=0,98 pg/ml, karcinomu vaje¢niku (bunéc¢na linie A2780),
[C50=3,91 pg/ml a neuroblastomu (bunécna linie UKF-NB-4), 1C50=1,95 pg/ml.
Testovani apoptézy a nekrozy prokazalo, pri pouZiti rutheniovych nanocastic
modifikovanych doxorubicinem ve srovnani s rutheniovymi nanocasticemi,
narust apoptézy o 60—64 %. Modifikace rutheniovych nanocastic mirné zvysila
genotoxicitu ¢astic vii¢i nemalignim burikkdm, vyznamné miru oxida¢niho stresu a
vyrazné zlepsSila hemokompatibilitu. Testovani prokazalo zvysenou citlivost viici
nadorové tkani a o¢ekavanou protinadorovou aktivitu. Byla také prokazana vyssi
toxicita takto modifikovanych nanocastic vii¢i bunécnym liniim A2780, MDA-MB-
231 a UKF-NB-4 nez je toxicita jednoho z nejcastéji pouzivanych cytotoxickych
1é¢iv cisplatiny (ICs0=21 ug/ml pro A2780, IC50=9 pg/ml pro MDA-MB-231 a pro
UKF-NB-4 1Cs50=4 pg/ml).
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Abstract

Neoplastic diseases hold the second place of the most common causes of death
worldwide. Available treatments include various combinations of surgery,
chemotherapy, radiation, hormone therapy, immune therapy and targeted
therapy. The emphasis is currently laid on nanomedicine, where new nanosized
complexes are developed and applied for the targeted treatment and
chemotherapy. The aim is to significantly improve the anticancer effect and
decrease the damage to organism.

In this thesis, ruthenium nanoparticles with a size of 12-14 nm were
synthesized and their surface modified with polyvinylpyrrolidone. Furthermore
these were subsequently modified with polyoxyethylene(40)stearate for binding
of doxorubicin. These nanoparticles were tested on breast carcinoma cells (MDA-
MB-231), ovarian carcinoma cells (A2780) and neuroblastoma cells (UKF-NB-4).
Apoptosis and necrosis testing showed 60—64 % increase in apoptosis when
comparing ruthenium nanoparticles modified with doxorubicin to nonmodified
ruthenium nanoparticles. The modification increased level of oxidative stress in
tumorous cells and slightly a genotoxicity to non-tumorous cells, nevertheless the
hemocompatibility was significantly improved. Testing has proven with ICso
0.98 ug/ml, 3.91 pg/ml and 1.95 pg/ml higher sensitivity to these cells and
confirmed expected anticancer activity. Compared to one of the most common
chemotherapeutic agents cisplatin the modified ruthenium nanoparticles are
significantly more toxic to cell lines A2780 (ICs0=21 pg/ml), MDA-MB-231
(IC50=9 pg/ml) and UKF-NB-4 (ICs0=4 pg/ml).
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1 UVOD

Mezi nejCastéjSimi pricinami Umrti ve svété maji prvenstvi onemocnéni,
nasledovana vnéjSimi pricinami, jako jsou dopravni nehody, znecisténi pitné vody
a radou dalSich. Pétici nejcastéjSich pricin umrti z onemocnéni tvoii nemoci
kardiovaskuldrniho systému, nadorova onemocnéni, onemocnéni dychaciho
systému, HIV/AIDS a diabetes II. typu. Dominantni postaveni v rozvinutych zemich
maji neptfenosné choroby, zatimco v zemich Afriky nalezi prvenstvi v imrtnosti
prenosnému onemocnéni AIDS.

Druhd pricka vrozvinutych zemich i celosvétové patifi nadorovym
onemocnénim, jez zpisobuji kazdé 7. amrti na svété. Vznik a rozvoj nadorovych
onemocnéni zavisi na Zivotospravé jedince, genetickych predpokladech a dokonce
i na pohlavi. U muzi je riziko onemocnéni vétsi nez u Zen. Do jisté miry je mozné
onemocnéni predchazet zdravym zZivotnim stylem a stravou. Vzhledem
k rozmanitosti a komplexnosti onemocnéni, neni lé¢ba jednoducha a casto tak
kombinuje chirurgicky zakrok, radioterapii, chemoterapii, hormonalni terapii,
imunoterapii a cilenou 1é¢bu. Sance na uspésné vyléceni se zvySuje s brzkou
diagnézou.

Kvili obrovskému poctu nové diagnostikovanych piipadi za rok je snaha o
zvySeni informovanosti o moZnostech prevence, screeningu a vcasného zahajeni
1écby. Klade se diraz na zlepSeni terapeutickych moznosti, a to jak ve smyslu
zvySeni ucinnosti, tak ve smyslu sniZzeni vedlejSich ucinki. Moderni medicina se
snazi pomoci nanocastic zdokonalit cilenou 1é¢bu a nalézt nové Nanostrukturované
komplexy, jeZ by byly vysoce u¢inné proti nddorovym bunkam a zaroven Setrné
k organismu. Nékolik takovych komplextli na bazi doxorubicinu, paklitaxelu, platiny
a ruthenia se jiz dostalo do klinické, respektive preklinické faze, a tak se potencial
téchto latek dale rozviji a snazi se nalézt nové, citlivéjsi nadortim a méné toxické
vici zdravé tkani.



7z

2 NADOROVA ONEMOCNENi

Nadorovd onemocnéni provazi Clovéka uz od pradavna. Rentgenové snimky
archeologickych nalezi kosternich pozlstatki zpravéku prokazaly zmény
na skeletu, které odpovidaji kostnim nadoriim ¢i metastdzam. Nejstarsi popisy
karcinomil a metod jejich 1é¢by pochazi ze starovékého Egypta a jsou datovany
doroku 1600 pred naSim letopoctem [1]. Nepresny pojem rakovina zavedl
Hippokrates, ktery popsal a prozkoumal mnoho variant karcinomd. Mimo jiné si
také vSiml vizudlni podoby mezi karcinomy a krabem (,karkinos“ - fecky krab),
kdy charakteristické vedlejsi vyriistky vybihaji z centra do rGznych smért a
pripominaji tak kraba. Hippokrates také =zavedl nazev karcinom, ftecky
ykarkinoma“, jedna se o slozeni dvou slov ,karkinos“ - krab a ,onkos“- tumor
[1LI2].

Nadorova onemocnéni mohou ovlivnit jakoukoli ¢ast téla, v soucasnosti je
znamo vice nez 200 riznych druhi karcinomt. Podle klinickych a morfologickych
projevil jsou rozliSovany benigni a maligni nadory. Benigni nadory jsou
charakterizovany pomalym rlistem a absenci metastaz. Maligni tumory maji rychly
postup, tendenci se rozsifovat, vysoky metastaticky potencial a vysokou miru
opétovného vyskytu [2],[3].

JelikoZ témér jakakoli buiika v organismu miZe zapric¢init vznik nddorového
bujeni, jsou nadorovd onemocnéni povazZovana spiSe za bunécnd onemocnéni
nez onemocnéni organt. Nadorové bujeni je charakterizovano poruchou regulace
bunécné proliferace a diferenciace [2]. Nador poc¢ind zménou v jedné buriice, kdy
dochazi kjejimu nekontrolovatelnému ristu a Sifeni do dalSich casti téla.
Ke zménam normalnich bunék na nddorové dochazi v nékolika fazich, a vétSinou je
to zplisobeno kombinaci vnitinich prevazné genetickych faktori a vnéjsich vlivii:
fyzikalnich, chemickych a biologickych. Tyto faktory se oznacuji jako karcinogenni
[2],[4]. Nadorové bujeni nejdrive zasahuje okolni tkan, ale postupné se rozsiruje a
metastazuje i do vzdalenéjSich tkani. Okolni tkan je casto tumorem utlacovana
nebo prostupovana [2],[4].

Hlavni pri¢innou umrtnosti nddorovych onemocnéni jsou metastazy [4].
Rakovina je na prednim misté celosvétového Zebricku nemoci zapric¢inujicich smrt
[5]. Nejvyssi umrtnost je u karcinomi plic, jater, zaludku, kolorekta, prsu, jicnu a
slinivky brisni. Podily jednotlivych typl, vramci imrti zpiisobenych rakovinou
jsou na Obr. 2.1 [6].



Nadory s nejvyssi mirou imrnosti v roce 2012
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Obr. 2.1: Nadory s nejvyssi mirou imrtnosti ve svété v roce 2012

Vroce 2012 bylo v celosvétovém meéritku diagnostikovano priblizné
14 milion novych ptipadii nddorovych onemocnéni [6]. NAdorova onemocnéni
maji vysokou prevalenci, udava se, Ze kazdy druhy muZ a kazdy treti Zena
ve vyspélém svété onemocni rakovinou [5]. Nejcastéjsi typy nové
diagnostikovanych karcinomt v daném roce jsou uvedeny v grafu na Obr. 2.2 [4].
U muzi jsou nejcastéji diagnostikovany tumory plic, prostaty a kolorekta, Zeny
nejvice postihuji karcinomy prsu, kolorekta a karcinom plic [6].

Nejcastéjsi typy nadorli na svété v roce 2012
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Obr. 2.2: Nejcastéjsi typy nadorovych onemocnéni ve svété v roce 2012



2.1 Karcinom prostaty

Nadory prostaty jsou nejcastéjSimi malignitami postihujicimi muZe, vétSinou
vyssiho véku. Témér u vSech pacientl s diagnostikovanym karcinomem prostaty se
jednd o adenokarcinom, jenZz vznika v sekrec¢nich bunkach prostatickych acind.
Tento typ tumoru se diagnostikuje v 90 % pripadi [1],[7].

Karcinom prostaty ma nejcastéji genetické predispozice, kterymi jsou
prevazné zarodecné mutace. Dulezitou roli hraje i Zivotni styl a Zivotosprava
jedince. Zejména strava bohatd na ZivociSné tuky a maso, s malym obsahem
zeleniny a ovoce a obezita zvySuje riziko rozvinuti nddoru prostaty. Vice ohroZeni
jsou také muzi, jiz brzy zahdjili sexudlni aktivitu a jsou promiskuitni [1],[7].

Tento nador roste pozvolna a zpocatku se nemusi symptomaticky
projevovat, piiznaky jsou c¢asté az v pokrocilejSim stadiu. Dlouho si zachovava svou
hormonalni zavislost. Krozvoji tumoru dochazi prevazné na periferii Zlazy, kdy
dochazi k utla¢eni mocové trubice a obvykle tak piisobi dysurické obtize. Casto
metastazuje do kostni direné, lymfatickych uzlin panve a okoli mocovodi, proto se
v pokrocilejsim stadiu ¢asto projevuje i bolestmi kosti [1],[7],[8].

Pfi diagnéze karcinomu prostaty je Casto vyuZivano vySetreni per rectum,
které vsak odhali aZ pokrocilejsi stadia. Samoziejmosti jsou zobrazovaci metody
jako transrektalni ultrazvuk a magnetickd resonance pro zjiSténi objemu
patologického loZiska a vztahu k jeho okoli a pouZiva se i pocitacova tomografie
pro posouzeni uzlinového postiZeni. Nepostradatelné je také laboratorni vySettent,
v némz se stanovuje prostaticky specificky antigen PSA [1],[7]. Kvili ¢asto pozdni
diagnostice se vsouCasnosti také hledaji jiné specifické markery karcinomu
prostaty, jako je sarkosin [7].

Pro odstranéni nador prostaty se nejcastéji vyuziva chirurgicka lécba,
radioterapie, brachyradioterapie- transrektalni nebo trasperinealni aplikace zrn
obsahujicich radionuklid do tkané prostaty, hormondlni terapie, imunoterapie a
chemoterapie. V uplynulych 20 letech se vyrazné zlepSila chirurgicka a radiac¢ni
terapie, a vyznamné pokleslo riziko nezadoucich ucinkd, pricemz byla zachovana
efektivni kontrola lokalniho prostatického loziska. V chemoterapii se vyuzivaji
cytostatika, jako jsou taxany, docetaxel a cabazitaxel, které poSkozuji mikrotubuly

[1LI71.8].

2.2 Karcinom prsu

Nadory prsu jsou nejcastéji diagnostikovanymi tumory u Zen, avSak karcinom prsu
se objevuje i u muzi, ktefi tvori asi 1 % z diagnostikovanych pacienti. Zridka se
vyskytuji u mladych Zen do 20 let, ale s nartistajicim vékem riziko nartsta. Nejvice
jsou ohroZeny Zeny starsSi 50 let. Rizikovymi faktory jsou kromé véku i dédicné
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genetické mutace nebo hladina exogennich a endogennich ovaridlnich hormoni
[1L.[7].

Prsni karcinomy vznikaji v anatomickych strukturach mlécné zlazy, kterymi
jsou zlazové téleso prsu, fibrézni a tukova tkan. Nejcastéji pak v terminalnich
lalti¢cich prsni zlazy a jejich vyvodi [1].

Pocatky onemocnéni byvaji asymptomatické. Az s narlistem se tumor zacne
projevovat jako hmatna bulka, vétSinou nebolestiva. Casté jsou vzhledové zmény
prsou jako zména konfigurace, zmenseni nebo zvétSeni, zména tvaru, zarudla kize
nebo zvyraznéni Zilni pletené. U pokrocilého stadia se objevuje oplosténi nebo
vpaceni bradavky, vytok zbradavky a bolesti v kostech, jeZ jsou zpiisobovany
metastazami ve skeletu [1].

Ve vyspélych zemich se v poslednich letech rozsirily pravidelné screeningy
na mamografech a samovySetreni prsou. Diky nim je vice karcinomii zachyceno
v pocatcich a zvySuje se tak Sance na vyléCeni a preZiti. Mamografie se vSak
uplatniuje i ve spojenti s klinickym vySetfenim a ma tak dominantni postaveni mezi
zobrazovacimi a diagnostickymi metodami. Ostatni zobrazovaci metody se
vyuzivaji spiSe pro upresnéni postizeni zplisobeného tumorem a piipadnému
potvrzeni metastaz v kostech [1],[7].

Terapie karcinomu prsu vyuZziva vSech dostupnych modalit, casto zahrnuje
chirurgicky zakrok, jemuz u nékterych typtl piredchazi chemoterapie s radioterapii.
K chemoterapii pak vétSinou dochazi i po samotném chirurgickém odstranéni
tumoru. K chemoterapii se vyuziva Siroké Skaly latek srlznymi mechanismy
ucinku [1],[7],[8].

2.3 Neuroblastom

Neuroblastom je nejcastéjSim nadorovym onemocnénim u déti. Priblizné 50 %
diagnostikovanych pacientli s neuroblastomem jsou déti do 2 let a 90 % vSech
diagnostikovanych pacienti neni starsi 10 let [9].

Neuroblastom je maligni embryonalni nador, ktery vychazi z nezralych a
jeSté nediferencovanych sympatickych bunék. Primarni tumor je nejcastéji
lokalizovan v oblasti dutiny biSni, kde obvykle postihuje dieni nadledviny, dale je
typicky pro krk, zadni mediastinum a malou panev. Nadory ze sympatickych
ganglii maji vysokou biologickou variabilitu, kvili které existuji formy nadori
sriznym stupném malignity a projevuji se Sirokym spektrem priznakd.
Pro neuroblastom jsou typické metastazy do lymfatickych uzlin, kosti a kostni
diené, jater, kliZe a orbit [9]-[11].

Nahodné byva neuroblastom zjistén jiZ na prenatadlnim ¢i postnatalnim
screeningovém ultrazvukovém vySetieni bficha. Dale pomoci rentgenovych
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snimkd a vySetfeni magnetickou resonanci. K potvrzeni diagnézy se pouziva
stanoveni metaboliti vmoc¢i - zvySeni Kkyseliny vanilmandlové (VMA) a
homovanilové (HVA) v95 % ptipadl. K findlnimu urceni diagnézy dochazi na
zakladé histopatologického vySetieni vzorku z biopsie [11].

Podle Kklinickych, biologickych a genetickych prognostickych faktorl se
pacienti déli do skupin nizkého, stiedniho a vysokého rizika. U pacienti s nizkym a
sttednim rizikem je prognéza vyléceni velmi dobra (aZ 95 %), zatimco u pacientii
s vysokym rizikem se pohybuje pouze mezi 15-20 % [10]. Terapeutické postupy
spocivaji vinicidlni chirurgické operaci a nasledné chemoterapii, jejiZ intenzita
zavisi na rizikové skupiné [11].

2.4 Lécba nadorovych onemocnéni

vivs

ostatnich chorob, jelikoZ se jednad o zasah vici vlastnim bunilkdm nemocného.
Pii usmrcovani nadorovych bunék témér vidy dochazi i k poSkozeni nebo
usmrceni normalnich zdravych bunék a tkani. Tim vznikaji zavazné nezadouci
ucinky, kdy je docasné a nékdy i trvale zhorSena kvalita Zivota [12].

Lécbu nadorovych onemocnéni lze rozdélit na dva zakladni typy, a to
protinddorovou lécbu, jejimZ ukolem je usmrceni nddorovych bunék, a podpiirnou
(paliativni) 1é¢bu, kterd se snazi o zlepSeni kvality Zivota pacienta béhem celého
pribéhu onemocnéni a samotné usmrceni nadorovych bunék neni jejim
primarnim cilem [12].
1é¢by. Nejcastéjsim lécebnym postupem je prvotni chirurgicky zakrok, kdy se
odstrani ¢ast tumoru, v kombinaci snaslednou radioterapii nebo chemoterapii
[12].

U malignich chorob se pro hodnoceni ucinku lé¢by pouziva termin
dlouhodobé bezpriznakové preZiti, jez se odvozuje z platd faze kiivky preziti, ktera
vyzaduje dlouhodobé sledovani. Castéji se tak vyjadfuje jen bezpriznakové preZiti,
pocet procent lécenych prezivsich po urcitou dobu od 1écby bez priznaki.
Nejcastéji se hodnoti preziti do 3, 5 a 10 let. Dal$i moZnosti pro zhodnoceni 1écby je
celkové preZiti, které procentuadlné vyjadiuje pocet pacientt Zijicich po urcité dobé
od zahajeni 1é¢by bez ohledu na ptritomnost priznaki [12].



3 CHEMOTERAPIE

Pri chemoterapii jsou do organismu vpravovany produkty chemické syntézy, jez
maji léCebny ucinek. Chemoterapeutika se pouZzivaji klécbé bakterialnich,
plisiiovych a jinych onemocnéni. Nejcastéji se vSak chemoterapie spojuje s 1écbou
nadorovych onemocnéni, kde se pojmem chemoterapie oznacuje podavani léki
syntetického i prirodniho ptvodu, které maji cytostaticky ucinek [1],[8].
Chemoterapie pouziva sloucCeniny, které pusobi prevdazné na mitoticky aktivni
buniky s cilem zni¢eni nddorovych bunék [13]. Podle mechanismu ucinku a
zplUsobu poskozeni nukleové kyseliny se cytostatika rozdéluji do nékolika skupin
[11.[8].

Primarnim mechanismem uc¢inku mnoha druhii chemoterapeutik proti
nadorovym butikam je tvorba reaktivnich forem kysliku (reactive oxygen species=
ROS) nebo volnych radikalti. Mezi terapeutika vytvarejici ROS patii alkylacni
Cinidla, antracykliny, podofylotoxinové derivaty, koordina¢ni komplexy platiny a
kamtoteciny [13].

VétSina volnych radikall, které se uvoliiuji pii chemoterapii, je casto
pricinou mnoha vedlejSich ucink(i, napf. nefrotoxicity, ototoxicity a periferni
neopatologie, které jsou casto vyvolany cisplatinou a dal$imi chemoterapeutiky
nabazi platiny. Antracykliny jako doxorubicin zase vykazuji vyraznou
kardiotoxicitu [14].

[ pres nezadouci ucinky hraje chemoterapie vyznamnou roli v1écbé
malignich nddorl. MiiZe 1é¢it rozsahlé nebo metastatické nddorové procesy, a tak
plsobit tam, kde radioterapie nebo chirurgicka l1é¢ba neni dostatecné ucinna [15].

Podle ucelu podani chemoterapie je rozliSovano nékolik typd. Kurativni
chemoterapie ma za cil vyléceni pacienta. Adjuvantni chemoterapie nasleduje
po chirurgickém odstranéni tkané karcinomu, kdy je predpoklddana pritomnost
mikrometastdz, jeZz by méla adjuvantni chemoterapie znicit. Pokud jsou
pred chirurgickym zakrokem podavdna chemoterapeutika, jejichz ukolem je
lokdlni zmenSeni tumoru a zni¢eni pripadnych mikrometastdz, jedna se o
neoadjuvantni chemoterapii. Paliativni chemoterapie spoc¢ivda v podavani
chemoterapeutik, jejichZ hlavnim cilem je zlepSeni kvality Zivota pacienta, kdy
nedochazi k aplnému vyléceni, ale pouze zmirnéni priznakd a zmenSeni tumoru

8].

3.1 Cytostatika

Prvni cytostatika byla zavedena do onkologické lécby jiz v poloviné 20. stoleti,
sirsitho uplatnéni se vSak dockala az v 60. letech. Z pivodné dopliikové metody se
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tak stala metoda zakladni a rovnocenna chirurgické 1é¢bé s radioterapif [1]. Cilem
pouziti cytostatik je dosazeni maximalniho cytotoxického efektu, ktery se pohybuje
mezi minimalni G¢innou hladinou a dolni hranici prijatelné toxicity [15].

Jsou typické velmi malou terapeutickou $iri, velkou variabilitou vstiebavani
a omezenou chemickou stabilitou. Pri uziti téchto 1éCiv je nutné znat doporucené
Fedéni a zpisob podani, dilezita je i znalost vedlejSich uc¢inkd. Navic se u kazdého
Clovéka lisi metabolismus pro dané cytostatikum a je nutna personalizace uziti
1éc¢iva [12].

3.1.1Mechanismus ucinku

Podstatou cytostatik je plisobeni na rizné c¢asti bunécného cyklu tak, aby doslo
kjeho preruSeni a nedochazelo k proliferaci bunék [12]. Neptisobi selektivné,
prevazné pusobi na bunky ve fazi déleni, a to jak nadorové tak i nenadorové buiiky.
Kviili tomu je nezbytné podavat cytostatika v cyklech, aby nenddorové bunky mély
dostatek ¢asu na regeneraci [15].
Cytostatika maji tyto mechanismy ucinku:
e Alkylace nukleovych kyselin - mezi dvéma vlakny nukleovych kyselin
jsou vytvareny kovalentni spoje, které brani jejich identické replikaci
e Interkalace - mezi zavity dvouSroubovice deoxyribonukleové
kyseliny DNA se zasunou cytostatika, roztla¢i = interkaluji ji, ¢imz
zabrani replikaci
e Blokada repara¢niho mechanismu nukleovych kyselin
e Blokada topoizomerazy - inhibice topoizomerazy [ a I, které jsou
nezbytné pro syntézu nukleovych kyselin
e Zastava tvorby bunécnych mikrotubulil - inhibice tvorby a rozkladu
mitotickych vietének, dalSich tubuldrnich struktur a zastaveni
bunécného cyklu
e Indukce apoptdzy - poruseni procesti v burice, delsi zastaveni ve fazi
G1/Go pro opraveni genomu, kdyZ k nému nedojde, aktivuje se vlastni
enzymaticky systém Stépeni DNA a smrti buriky
e Antimetabolity - inhibice enzym dileZitych pro syntézu nukleovych
kyselin v S-fazi bunécného cyklu [12].

3.1.1.1 Derivaty platiny

Cisplatina (CDDP)

Anorganicky kovovy komplex cis-diamindichloroplatina (CDDP), byl
objeven B. Rosenbergem v roce 1965 [16]. Jedna se o prvni platinové cytostatikum,
které bylo pouzito. Tvori interkalacni vazby mezi retézci, tim brani replikaci a
poskozuje DNA. Aktivuje se vintracelularnim prostredi [12]. Ma vysoky
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protinddorovy ucinek, ale také vyrazné nezadouci ucinky. Proto se hledaly dalsi
derivaty platiny, u kterych by byly tyto nezadouci uc¢inky omezeny [3],[12],[17].

Ma Sirokou indikaci sintravendzni, intraperitonealni a intrapleuralni
aplikaci [12]. Nejvyssi ucinnost byla prokdzana proti tumoriim vylucovaciho a
pohlavniho systému. Nejcastéjsi toxické projevy jsou nauzea a zvraceni, Casta je
nefrotoxicita, kdy mtze vyvolat zavaznou rendlni dysfunkci a nékdy i dysfunkci
akustického nervu [12].

Karboplatina

Karboplatina je platinovym derivatem druhé generace, jedna se
o komplexni platinovou slouceninu. Mechanismus ucinku je shodny s CDDP, kdy
dochazi k poSkozeni DNA, ma vSak obecné mensi neZadouci ucinky, predevSim
nizsi nefrotoxicitu, ale naopak vyssi hemotoxicitu. Indikace je shodna s CDDP
[12],[15].

Oxaliplatina

Oxaliplatina je odvozena od CDDP nahrazenim atomu chloru molekulou
oxalatu. Indikuje se nejvice u kolorektalniho karcinomu. Nezadoucimi ucinky je
periferni senzorickd neuropatie, nevolnost a zvraceni [12]. Na Obr. 3.1 jsou
pro porovnani uvedeny chemické vzorce vSech tfi zminénych platinovych
cytostatik [17].

0]
cl Cl N o_°
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Cisplatina Oxaliplatina Karboplatina

Obr. 3.1: Chemické vzorce platinovych cytostatik

3.1.1.2 Doxorubicin

Patfi mezi antracyklinovd antibiotika, které jsou nejuzivanéjsimi cytostatiky.
Zakladem téchto latek je tetracyklicky antrachinonovy skelet, na ktery se vaze
aminocukr daunosamin. Diky antrachaminonovému jadru ma cervenou barvu.
Chemicky vzorec doxorubicinu je na Obr. 3.2 [3].

Toto cytostatikum ma tfi mechanismy ucinku. Prvnim je vysoce afinni
interkala¢ni vazba na DNA, s niZ souvisi blokada syntézy nukleovych Kkyselin.
Druhym dochdazi k ovlivnéni tekutosti a transportu iontd vazbou doxorubicinu
na membrany. Tretim mechanismem je tvorba semichinonovych volnych radikala
a kyslikovych radikalti reduk¢nim procesem, coz zptlisobuje poskozeni bunécné
membrany volnymi radikaly, vedouci ke kardiotoxicité [3],[12].
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Obr. 3.2: Doxorubicin

Indikace je Siroka, pouZziva se u lécby solidnich nadori a krevnich chorob.
Obvykle se aplikuje vkombinaci sdal$imi léky, snimiz pasobi synergicky a
dosahuje se tak delsi remise [3]. Doxorubicin zplisobuje alopecii, nevolnost,
zvraceni, drazdi cévni intimy a kumulativné zvysuje riziko kardiotoxicity [3],[12].

3.1.1.3 Alkaloidy

Alkaloidy jsou malou skupinou pouzivanych 1é¢iv origindlné rostlinného ptivodu,
ktera inhibuji tvorbu mitotického vieténka, topoizomerazu I a topoziomerazu II
[12].

Patfi sem vinka alkaloidy, které byly ptivodné ziskany z rostliny Vinca rosea
(barvinku rtizového). Vazi se pevnou vazbou na tubulin bunécnych mikrotubulg,
¢imZ blokuji jejich funkci. Dochazi k zastaveni formace mikrotubulli, vyvolava
rozpus$téni mitotického vieténka a zastavuje mitézu. Podavaji se intraven6zné a
jejich nejvyraznéjsim vedlejSim ucinkem je neurotoxicita [12].

Druhou skupinu tvoii podofylotoxinové alkaloidy. Toxicka latka
podofylotoxin byla ziskdna z himalajské rostliny Podofylllum pelatum a jsou z néj
odvozeny derivaty. Inhibuji topoizomerazu II, ¢imZ je pozastaveno opétovné
spojeni DNA tetézce a dale blokuji transport nukleosidl pies bunécné membrany.
Pripravky jsou mutagenni, zpiisobuji myelosupresi, nevolnost, zvraceni, alopecii.
BéZzné uZivanymi jsou etoposid klécbé monocytarni leukemie, nadort varlat a
malobunécného karcinomu plic a teniposid pro 1é¢bu rtiznych lymfomi [3],[12].

Z rostliny Camptotheca acuminata byl izolovan alkaloid kamtotecin,
od néhoZ jsou odvozeny topotekan a irinotekan. Spolecné tak tvori skupinu
kamtotecinovych analog, ktera blokuji topoizomerazu I a tim dochazi k naruSeni
DNA zlomy. Topotekan se pouziva pii lécbé ovarialnich karcinomi, hlavni indikaci
irinotekanu jsou nadory gastrointestinalniho traktu a bronchogenniho karcinomu.
Z vedlejsich ucinki je nejcastéjsi prijem a myelosuprese [3],[12].

Posledni skupinu tvoii taxany, které plisobi na délici vieténko zvySenou
polymerizaci tubulinu. Taxany jsou odvozeny od rostlinného alkaloidu taxolu,
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ktery se ziskava z kliry tisu Taxus brevifolia. Patti sem paklitaxel, uZivany pri 1é¢bé
karcinomu prsu a ovarii, a docetaxel, ktery se pouziva pri pokrocilém karcinomu
prsu. NeZadoucimi ucinky jsou neutropenie, neurotoxicita a alergie [3],[12].

3.1.2Terapeuticky index

K urceni hrani¢ni davky bezpecnosti se pouziva terapeuticky index (TI), jedna se
o pomér porovnavajici koncentraci léku s pozadovanym ucinkem ku koncentraci
s nezddoucim uc¢inkem. Pti studiich na zviratech se jedna o koncentraci zptisobujici
smrt a u studif na lidech pak o koncentraci vykazujici toxicitu [3],[18].

Ve studiich na zviratech se definuje vztahem:

LDsg
TI = ,
EDsg

(3.1)

kde LDso je smrtelnd davka pro 50 % populace a EDso minimalni U¢inna
davka pro 50 % populace [18].
U studii na lidech je definovan vztahem:

TDs
TI = —=,
EDsg

(3.2)

kde TDso je toxickd davka pro 50 % populace a EDso minimalni Gi¢cinna davka
pro 50 % populace. Je tedy definovan jako pomér davky, ktera se jevi jako efektivni
v Klinickych testech pro median ucastniki bez nepfijatelnych vedlejSich ucinka
[18].

Tento farmakodynamicky parametr je pro klinickou praxi dilezity, urcuje
jak bezpecna nebo toxicka je pouzivana latka [19]. U lidi vSak témér nikdy neni
zndmy s dostateCnou presnosti. Z klinickych testd jsou urcovdna bézna rozmezi
davek ucinnych a eventualné toxickych. V praxi velmi ¢asto dochazi k prekryvu
rozmezi ucinnych a toxickych davek a je nutné tak zvazit zavaZnost léceného
onemocnéni a vedlejsich ucinkt [3].

S nardstajicim TI nartistd bezpec¢nost uziti 1é¢iva. Léky s malym rozmezim
TI maji vSeobecné strmy vztah mezi koncentraci a odpovédi pro efektivnost a
toxicitu, proto je tu maly rozsah mezi rizikem a prinosem. VSeobecné se povazuje
za bezpecné terapeutikum s hodnotou vétsi nez 10 [18].

EDso a TDso se vypocitavaji z kvantalnich krivek davky a ucinku, které
reprezentuji frekvenci kazdé davky léciva, kterda vyvola poZadovanou odpovéd
nebo toxicky efekt na populaci. Kfivky poukazuji na mozZnou variabilitu reakci
jednotlivci na 1écivo [3],[19]. Obr. 3.3 znazornuje kvantalni vztah mezi davkou a
ucinkem. Distribuce frekvenci davek latek potrebnych k vyvolani pozadovaného
efektu je vyjadiena tmavymi plochami a jim odpovidajicimi kiivkami. Svétlé plochy
s prislusnymi krivkami pak vyjadruji kumulativni frekvencni distribuci odpovéd;,
vyjadreno semilogaritmicky [3].
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Obr. 3.3: Grafické vyjadieni kvantalniho vztahu mezi t¢inkem a davkou

3.1.3Nezadouci ucinky

Cytostatika ptlisobi proti vlastnim bunkam téla. Velmi casto dochazi k neZadoucim
vedlejSim ucinkim, kdy jsou poskozeny fyziologické bunky. Mira poskozeni je
specificka pro kazdého jedince a zavisi na podané davce cytostatika. Toxicita se
projevuje na radé tkani.

Myelosuprese (potlaceni funkce krvetvorné kostni diené€) je plsobena
témér vSemi cytostatiky. Vyjimkou jsou pouze vinkristin, bleomycin a
asparaginazy. Je tak nejcastéjSim dlsledkem cytostatické 1écby, a to se vSemi
komplikacemi, jeZ s ni souvisi. Zavisi na davce a mechanismu uc¢inku cytostatika a
také na fazi 1écby [12]. DalSimi hematologickymi ucinky jsou vznik hemolyzy,
zvétSeni cervenych krvinek- makrocytdza a poruchy krevniho srazeni [1],[12].

Mezi nejvyznamnéjsi nezadouci ucinky patii kardiotoxicita, ktera se muize
objevit u jakéhokoli cytostatika. Projevuje se poruchou rytmu, srde¢nim selhanim
nebo ischémii. Je zavisla na velikosti kumulativni davky. Projevuje se v priibéhu,
ihned po ukonceni, ale i podelsi dobé od skonceni 1écby. Nejzavaznéjsi
kardiotoxicita je zplisobend antracykliny a antracenovym derivatem mitoxantronu
[1].[12].

S podavanim cytostatik souvisi i zvySené riziko infek¢nich komplikaci,
které nejCastéji postihuji sliznice dychaciho traktu [12]. PoSkozeni sliznic
gastrointestinalniho traktu se nazyva mukozitida. Epitel sliznic ma ochranou
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funkci, s poSkozenim tak stoupad i riziko infekce. PoSkozeni zavisi na davce 1éku a
zpocCatku muze zplsobovat prijmy, které pozdéji prechazeji v zacpu. Miize také
dojit k prodéravéni streva [1],[12].

Prekvapujici je fakt, Ze k poSkozeni jater, jez hraji v metabolismu diileZitou
roli, pii cytostatické 1écbé prilis ¢asto nedochazi. Poskozeni jater je spojeno s jiz
stavajici jaterni chorobou. Nejcastéji dochazi k tukové degeneraci a nekréze
jaterni tkané [1],[12].

Na kiizi se cytostatika nejcastéji projevuji zménami pigmentace, vznikem
celulitidy a poSkozenim vlasovych folikuli - alopecie. Mtze také dochazet
k tvorbé sekundarnich nadoru [1],[12].

Néktera cytostatika ptisobi destruktivné na plicni parenchym. Casto vsak
druhu podané latky je po cytostatické 1é¢bé ¢asta nauzea a zvraceni [12].

Velmi vyznamnym vedlejSim ucinkem je poSkozeni ledvin - nefrotoxicita.
Ta byla prokazana po podani CDDP. MiiZzeme ji pozorovat i po podani dalSich
platinovych komplexii. Nejcastéji se projevuje posSkozenim proximalnich a
distalnich tubuld.

Mezi neurotoxicka cytostatika patii alkaloidy, taxany a terapeutika
s obsahem tézkych kovi. Poskozuji jak centralni nervovou soustavuy, tak i periferni
nervy. Projevuji se poruchami védomi, encefalopatii, cerebelarnimi syndromy a
neuropatii [1],[12].

Pro alkyla¢ni cytostatika je typickd gonadalni toxicita, projevujici se
destrukci zarode¢nych bunék. Reverzibilita poSkozeni zavisi na druhu a davce
podavaného cytostatika [1],[12].

VSechna cytostatika v zavislosti na podané davce zplisobuji mutagenni
ucinek, miize knému dochazet na somatickych i gametickych buiikdch. Nékdy
dochazi podanou latkou i k zadsahu do vlastni protinddorové imunity a k podpote
nadorového bujeni - kancerogenni ucinek [1],[12].
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4 NANOCYTOSTATIKA

Farmaceutické nanotechnologie znamenaly prilom v pécéi o zdravi. Jako
nanofarmaceutikum mohou byt oznacena léciva, pfi jejichZ vyrobnim procesu
hralo vyznamnou roli nanoinZenyrstvi a pokud pouzity nanomaterial je zasadni
pro terapeutickou aktivitu piipravku nebo dodava unikatni a dalsi vlastnosti jiz
aktivni lécivé entité. Realita je vSak nékdy sporna a jako nanofarmaka jsou
oznacovany i latky, které tato Kkritéria zcela nespliiuji [20]. Bionanomaterialy
nejcastéji nachazi uplatnéni pri zlepSovani systému doruceni 1éciva,
v zobrazovacich a diagnostickych metodach, zatimco ostatni materialy
nanorozméri jsou rozsifeny v elektronickém a optickém pramyslu. Diky
nanotechnologiim se mohou vyvijet nova 1éciva s vy$$im terapeutickym ucinkem.
Pouziti nanofarmaceutik ma i sva rizika, ktera souvisi s jejich toxicitou. Existuji
spole¢nosti jako americky Ufad pro kontrolu potravin a 1é¢iv- Food and Drug
Administration (FDA) a Svétova zdravotnickd organizace (WHO), které
ve spolupraci s védci hodnoti uc¢innost a zdravotni riziko pripravku a reguluji tak
jejich mnozstvi a pouziti [21].

Vyznamnym milnikem ve farmaceutickych nanotechnologiich byl rok 1995,
kdy byl americkou FDA schvalen Doxil® - lipozomalni doxorubicin. Nasledovalo
schvaleni necelé padesatky nanoproduktd pro 1é¢bu metabolickych a genetickych
chorob a nddorovych onemocnéni [21].

V soucasné dobé je komercné dostupnych 43 nanonofarmaceutik, ktera se
podle pouzitého nanomateridlu déli do 9 skupin: lipozomalni; na bazi lipidg;
PEGylované proteiny, polypeptidy, aptamery; nanokrystaly; na bazi polymerd;
protein-lékové konjugaty; na bazi povrchové aktivnich latek; na bazi kovi a
virozomdalni. Prehled komerc¢nich nanofarmak suplatnénim v onkologii,
mechanismem dcinku a indikaci je uveden v Tab. 4.1 [19],[20].

Lipozomalni nanofarmaka jsou formovana z fosfolipidii a cholesterolu
ve vodnim prostredi, charakteristické vnitinim vodnim prostiedim, nékteré jsou
obklopeny jednou nebo vice fosfolipidovymi biovrstvami. Velikost je ovliviiovana
zplUsobem pripravy, bézné se pouzivaji lipozomy o velikosti 50-200 nm. Lipozomy
se uplatnuji jako nosice IéCiv a pro cilenou dopravu léciv, zaloZené na schopnosti
uzavrit hydrofilni molekuly ve vnitinim vodnim prostifedi a hydrofobni molekuly
ve fosfolipidové biomebrané. Lipozomadlni 1é¢iva pracuji na zakladé trech
mechanismii, kdy vSechny zahrnuji farmakokinetiku volného léciva. Prvnim je
efekt zvySené permeability a retence (EPR), zaloZeny na poSkozené vaskulatuie a
znicené lymfatické drenazi solidnich tumort [19]. Tyto nanonosice vykazuji
dostatecné dlouhy polocas cirkulace, malé davky léCiva se pasivné akumuluji
v interstindlni tkani solidniho nadoru, pricemZ se vyhybaji zdravé tkani diky
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neschopnosti prochazet pres neposkozené cévni stény. K prodlouZeni Zivotnosti
lipozomi v obéhovém systému se nejCastéji pouzivd modifikace lipozomalniho
povrchu polyethylenglycolem (PEG). Diky tomuto byl umozZnén vyvoj Doxilu®, jenz
je charakteristicky pritomnosti PEG retézce na lipozomalni struktuie, kdy je PEG
navazan na fosfolipidy lipozomalni membrany. Druhym mechanismem je cileni
mononuklearnim fagocytarnim systémem. Intravenézné podané lipozomy
vyhledavaji nebo se vyhybaji burikkdm a orgdntim mononukledrniho fagocytarniho
systému v zavislosti na vyskytu PEG retézce na lipozomalnim povrchu. Na zakladé
tohoto efektu se PEGylované lipozomy oznacuji jako Stealth®. Treti mechanismus
vyuziva  multilamelarnich  lipozomi, které vytvari nékolikavrstevnou
biomembranu. Jednotlivé vrstvy jsou postupné odbouravany specifickymi
mechanismy a dochazi tak k postupnému uvoliiovani léciva. Nejvétsi vyhodou
lipozomalnich nanolécCiv je snizeni podavané davky a toxicity pro zdravé tkané
[20].

PEGylace biologicky aktivnich molekul obecné zvySuje jejich
hydrodynamicky primeér, prodluzuje jejich cirkulacni a retencni cas, snizZuje
proteolyzu a renalni exkreci a chrani antigenni determinanty pred imunni detekci,
aniz by naruSovala misto interakce substratu uzavieného uvnitr [19].

Nanofarmaka na bazi polymert jsou velmi heterogenni skupinou.
U Eligardu®, Genexolu® a Zinostatin Stimalameru® je aktivni 1éCiva latka vloZena
do nanocastic na bazi polymerti, ¢imz je vyrazné zménéna farmakokinetika. Tyto
produkty jsou na nadory cileny pasivné diky EPR efektu [19].

Protein-1ékové konjugaty jsou tvoreny albuminem, ktery vylepSuje
farmakokineticky profil volného 1éc¢iva. Prototypem této skupiny se stal
Abraxane®, coZ jsou 130 nm Castice pripravené zalbuminu s konjugovanym
paklitaxelem [19].

Nanofarmaka na bazi kovi jsou nanofarmaky podle definice v pravém slova
smyslu, jelikoZ jsou plné dilem clovéka. Zastupcem této skupiny v onkologické
lé¢bé je NanoTherm® ktery byl vyvinut némeckou spolec¢nosti a nedavno schvalen
v Evropé. Jde o aminosilan pokryty superparamagnetickymi nanocasticemi oxidu
7eleza o velikosti 15 nm. Castice jsou vloZeny piimo do tkané solidnfho tumoru.
Jadra castic se pri vloZeni do stridavého magnetického pole, které méni svou
polaritu 100 000x za sekundu, velmi zahfrivaji. V zavislosti na délce expozice
magnetickému poli je mozné dosahnout vysoké intratumoralni teploty, kdy
dochazi primo k ni¢eni nadorovych bunék, nebo se zvySuje jejich citlivost
pro chemoterapii [19].

Virosomalni nanoléciva, jsou zaloZena na prirozené vlastnosti vird vkladat
svou genetickou informaci do nadorovych bunék. Prvnim schvalenym
genoterapeutikem pro trh byl Gendicine® s rekombinantni Ad-p53 genovou terapii
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pro Supinové bunky karcinomi krku a hlavy. Prvni cilené injektovany molekularné

geneticky pripravek byl Rexin-G®. Jedna se o ekotropicky virus mysi leukemie

v proteinovém obalu, do néhoz byl vloZen kolagen vazici motiv se zachovanou

amfotropni infek¢nosti. Z retroviralniho jddra byly odstranény vSechny virové

geny a nahrazeny genem pro negativné dominantni mutaci lidského cyklinu Gi,

ktery je schopny blokovat prirozeny bunécny cyklus [19].

Tab. 4.1: Pirehled komerc¢nich nanofarmak s uplatnénim v onkologii

Nazev Popis Mechanismus Indikace Typ
S AIDS spojeny
Doxorubicin Pasivni cllenf EPR Kaposiho sarkom,
asivni cileni
Doxil® hydrochlorid uzavireny fekt mnohocetny Lipozomalni
efektem.
v Stealth® lipozomech myelom, karcinom
vajecnikl
cileni
mononukledrnim
Mifamurtid zaclenény fagocytarnim .
. . - Nemetastazujici
do velkych systémem. Lécivo, o . L,
Mepact™ . ., . .. . resekabilni Lipozomalni
multilamelarnich imunni stimulant, je
. R D osteosarkom
lipozomt zakotven v negativné
nabité lipozomalni
dvojvrstvé.
Cileni
mononukledrnim
Doxorubicin uzavien fagocytarnim
do 180 nm systémem, vytvari ) L,
Myocet® . ., ., S Lipozomalni
oligolamelarnich malé zasobni vacky,
lipozomt které se postupné
uvoliluji do krevniho
recisté
. Akutni ,
PEGylovany L- o, PEGylované
Oncaspar® L lymfoblasticka .
asparaginaza . proteiny
leukemie
. Lueprolidovany acetat i ., Pokrocily tumor Na bazi
Eligard® .., Postupné uvoliiovani .
v nanocasticich prostaty polymert
Metastaticky tumor
Paklitaxel v 20-50 nm Pasivni cileni EPR Y Na bazi
Genexol® o, prsou, tumor .
micelach efektem . polymert
slinivky
Konjugovany protein i
bo kopolymer Primarne
ne
Zinostatin . p B Y . Pasivni cileni EPR neresekabilni Na bazi
) styrenmalické kyseliny L, .
stimalaner® L, , efektem hepatocelularni polymert
a protinadorového umor

proteinu NCS
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Indikace Typ

Nazev Popis Mechanismus
Pasivni cileni EPR
efektem. Disociace do
individualnich vazeb
., . léku s albuminovou L,
Nanocastice (130 nm) , Metastaticky tumor
. molekulou, které o, ;
Abraxane® z albuminu mohou mediovat prsu, Protein-1ékovy
konjugovaného s o, nemalobunécny konjugat
> endotelialni .
paklitaxelem h tumor plic
transcytozu
paklitaxelu pres
drahu albuminového
receptoru.
Imunokonjugat,
Kadcvla® monoklonalni Metastaticky tumor | Protein-lékovy
adcyla
Y protilatka konjugovana prsu konjugat

thioetherem s lé¢ivem
Tepelna ablace:

injekované ¢astice
jsou vystaveny

stiidavému v glioblastomech, L. .
Na bazi kovi
tumorech prostaty

a slinivky

Aminosilan pokryty Lokaln{ ablace

superparamagnetickym

NanoTherm® Castice oxidu Zeleza, magnetickému poli,

osciluji a generuji

teplo pfimo

v nadorové tkani.

Adenoviralni ¢astice
cili na infikovani

nadorovych bunék a
dorucuji adenovirovy

cca 15 nm

genom Supinové buiiky

Rekombinantni
Gendicine® adenovirus s expresi s terapeutickym p53 tumord hlavy a Virozomy
p53 genem do jadra. krku
Exprese p53 se
uplatiiuje u
protinadorovych
aktivit
Gen pro dominantné-
negativni mutaci Cilena genoterapie.
. 11dskeh(v) cyl,(lmu GI, Spec,lﬁfk},’ cili na Viechny solidni .
Rexin- G® vloZeny do nechranény kolagen tumory Virozomy
rertoviralniho jadra bézny matastatickych
tumorech.

bez virdlnich gend. Cca
100 nm castice
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5 NANOCASTICE NA BAZI KOVU

Kovy se v mediciné zacaly vyuZivat jiz pred 5000 lety. Srozvojem anorganické
chemie se velmi prohloubily znalosti o koordinacnich a redukénich vlastnostech
kovovych iontl. Uziti kovovych komplexi ma Siroky potencidl v mnoha
medicinskych aplikacich. Vyvoj novych komplexi je komplikovan sSkodlivymi
ucinky zptisobenymi hromadénim kovovych iontd v téle. Proto je nutné testovat
fyziologické odpovédi na danou latku invitro a in vivo neZ je moZné prejit
ke klinickému testovani. Pro navrh a vyvoj novych komplexi je Kklicové
porozuméni mechanismu ptisobeni daného kovu [22].

0d kladnych vysledkii v onkologické 1é¢bé pri pouziti komplexli platiny se
projevuje snaha o nalezeni uc¢innéjSich a méné toxickych latek, pricemz se
pozornost vénuje i pifechodnym koviim s protinddorovym uc¢inkem [23].

Po objevu CDDP, byly vnadorové terapii vkladany velké nadéje
do komplexti platiny. CDDP vstupuje do bunék pasivni difuzi, ale i aktivnim
transportem za pomoci transportéru meédi. Zpusobuje vSak zavazné vedlejsi
ucinky. Kvili tomu byla snaha vyvinout dalsi platinové komplexy se SirSim
protinddorovym uc¢inkem a redukovanymi vedlejSimi uUcinky. Nicméné vétSina
novych komplexii neprokazala Zzddné vyznamné vyhody proti CDDP [24]. Dale se
vyzkum zaméruje na komplexy ruthenia, zlata, Zeleza a manganu. Vétsi pozornost
se zacina vénovat i titanu, iridiu, kobaltu, rhodiu, stfibru a médi, které byly dosud
opomijené. Je snaha o nalezeni idedlné netoxického zpiisobu doruceni léciva,
vykazujici rozpustnost, s modifikaci molekulami pro specifické cileni
do nadorovych bunék, zlepsSeni vstupu do bunék a adekvatni farmakokinetické
vlastnosti, které umozni bezpe¢né doruceni 1éCiva [22],[24].

Velké pozornosti se dockaly produkty s obsahem zlata, jejichZ cytotoxicita
nesouvisi s DNA, ale se zménami mitochondrialnich funkci a syntézy proteint.
Siroké spektrum protinddorové aktivity in vivo vykazuje tetrahedralni komplex
zlata. Je zkoumano nékolik dalSich komplexi zlata s cytotoxickymi ucinky na lidské
nadorové bunécné linie [22],[24],[25]. Dalsi uplatnéni nachazeji zlaté nanocastice
jako kontrastni latky rentgenového zareni, inhibitory nadorového rtistu zménami
vregulaci bunécného cyklu a jako nanonosice cytostaticky aktivnich latek
napft. doxorubicinu [26].

Magnetickd rezonance vyuziva paramagnetickych vlastnosti gadoliniovych
nanocastic, které se uplatiiuji jako kontrastni agenty T1 i T2. Castice o priblizné
velikosti 1 nm pfriin vivo testovani prokazaly zanedbatelnou toxicitu a zvySeni
kontrastu vnadorové tkani mozku u mysi. Velmi atraktivnimi se staly i kvili
schopnosti zvysit radiosenzitivitu. VSeobecné jsou dobre tolerovany a pro zvyseni
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radiosenzitivity se pouZivaji u solidnich malignit mozku, plic a prostaty. Nékteré
gadoliniové komponenty se uplatiuji i pri fluorescen¢nim zobrazovani [27],[28].

Perspektivnimi se také jevi kvantové tecky, tvorené jadrem s obsahem kovq,
kterému je kvili biokompatibilité nutno dodat hydrofilni plast. Plast miiZe byt
tvoren hydrofilnimi thioly, fosfiny, karboxylovymi Kkyselinami, dendrony,
polymery, fosfolipidy i peptidy nebo protilatkami. I presto je klinicka aplikace stale
limitovdna toxicitou teCek. Kvantové tecky se uplatiiuji pifi bunécéném a
molekularnim zobrazovani a onkologii. Kvantové tecky ZnS a s pfidavkem Zeleza
mohou byt stabilizovany ve vodnim prostredi pomoci merkaptoethanolu. Tyto
Castice pak tvori komplexy salbuminem bovinniho séra. Tecky
s merkaptopropionovou kyselinou na povrchu jsou ve vysSs$i mife vychytavany
nadory, k jeSté vétSimu vychytavani prispiva pridatné pokryti albuminem lidského
séra. Gadoliniem obohacené kadmium-teluridové tecky jsou vyuzitelné pro dualni
zobrazeni nadort magnetickou resonanci a fluorescencné [25].

Jako kontrastni latky pro magnetickou resonanci, substraty pro doruceni
léku a 1écbu rakoviny se dale uplatiiuji magnetické nanocastice. Struktura téchto
Castic determinuje jejich vlastnostmi. Obvykle jsou tvofeny magnetickym jadrem
potaZzenym biokompatibilni substanci (napf. dextranem) svazebnymi misty
pro aktivni molekuly. Nejcastéji se v biomedicinskych aplikacich uplatiuji
kobaltové a Zelezné, o néco méné zlaté a stribrné. Povrch Zeleznych castic je nutno
upravit, aby nedochdazelo k toxicité. Magnetické nanocastice vstupuji do nadorové
tkané aktivné i pasivné, dochazi k vyssi lokalni koncentraci. Toho se vyuziva
pri hypertermii, kdy se pomoci stfidavého magnetického pole zacili na tumor a
magnetické castice vjeho okoli. Zména magnetického pole zahriva Castice, které
zahtivaji nadorovou tkan a dochazi khypertermii a ablaci nadorové tkané.
Stiidavého magnetického pole lze vyuzit i pro rizené uvolnéni léc¢iva v dany
okamzik. Pro zlepSeni cileni se vyuzivaji superparamagnetické ¢astice oxidu Zeleza
[27], které jsou stabilizovdny organickym plastém. Mohou byt homogenné
rozptyleny ve ferofluidnich roztocich, které reaguji s vnéjsim magnetickym polem
pro zobrazovani a aktivné dopravuji nanocastice do poZzadovanych lokalit [26].

V onkologii nachdzi nanocastice na bazi kovl Siroké uplatnéni. Velky
potencidl maji jako nanonosice cytostatickych latek zvySujici jejich Ucinnost a
sniZujici cytotoxicitu. Magnetickych a paramagnetickych vlastnosti se vyuziva
prizvySovani  kontrastu  zobrazovacich  technik a pri  hypertermii.
Superparamagnetické vlastnosti se uplatiiuji pfi cileni 1é¢iva. Zkoumaji se i kovové
komplexy jako moZné protinadorové latky [22],[24]-[27].
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6 RUTHENIUM

Ruthenium je tvrdy a kiehky prvek, sedé, sedobilé nebo stiibrobilé barvy, fadici
se mezi kovy vzacnych zemin. Spole¢né s rhodiem, palladiem, osmiem a iridiem
patii do skupiny platinovych kovi. Jedna se o typicky prechodny kov, vyskytuje se
v nékolika oxidac¢nich stavech, nejcastéji ve II, III a IV. Neni ovliviiovan vzduchem,
vodou a kyselinami, reaguje s roztavenymi zasadami a halogeny a miize dochazet
k jeho explozivni oxidaci. [28],[29].

Ruthenium patii mezi nejvzacnéji se vyskytujici prvky zemské Kkiry.
V prirodé je moZné jej najit spolecné s dalSimi platinovymi kovy. Komercné je
dostupné jako pentlandit - sulfid Zeleza a niklu, ktery obsahuje malé mnozZstvi
ruthenia [28],[29]. Nachazi uplatnéni v elektronickém primyslu, metalurgii a
chemickém primyslu. V posledni dobé zacalo pronikat i do zdravotnictvi [29].

Ruthenium se ukazalo jako slibna protinadorova a antimetastaticka latka
pro k platiné rezistentni karcinomy nebo jako alternativa k platiné. Nékteré
rutheniové slouceniny maji vysokou ucinnost proti metastdzam, ale vuci
primarnim nadorim je jejich i€inek minimalni [30].

Béhem 30 let se vyvinulo a testovalo mnoho rutheniovych sloucenin
s protinddorovou aktivitou. Rutheniové slouceniny vykazuji jedine¢né biochemické
vlastnosti, diky nimZ se primarné hromadi v neoplastickych tkanich a do svého
aktivniho stavu prechazi pouze po vstupu do nadorovych bunék [30]. To je
zapri¢inéno pritomnosti transferinu, pomoci néhoZ ruthenium vstupuje
do nadorové tkané. V neoplastickych tkanich se vyskytuje velké mnozstvi
transferinovych receptord, pii navazani komplexu na tyto receptory se uvolni
ruthenium, jeZ se mize do nadorovych bunék internalizovat. Zlistava v relativné
inaktivnim oxida¢nim stavu Ru(III) dokud nedosahne tumoru, kde se plisobenim
kyselejSiho prostredi s niZsim obsahem kysliku, neZ je v normalni tkani, redukuje
na aktivnéjsi oxidacni stav Ru(Il). Dlsledkem této reakce, takzvané aktivace
redukci, dochazi kselektivnimu cileni nddoru a primé cytotoxické aktivité
k hypoxickym tumortm [30].

Antimetastatického efektu ruthenium dosahuje inhibici buné¢ného déleni
nadorovych bunék, invazi/migraci a opétovnym prilnutim k novému substratu.
Tento mechanismus determinuje protinddorovou aktivitu stejné jako Kklinickou
toxicitu [30].

Do dnesSniho dne postoupily do 1. faze klinického testovani dvé rutheniové
protinddorové slouceniny a to NAMI-A (Imidazolium trans-[tetrachlorido(1H-
imidalzol)S-dimethylsulfoxidu)-ruthenitého(Ill)]) a KP1019(Indazolium/sodium
trans-[tetrachloridobis(1H-indazol)ruthenity(II)]), které i pres strukturalni
(chemicka struktura obou molekul je na Obr. 6.1) a chemickou podobnost maji
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rozdilné protinadorové chovani [30]. NAMI-A vykazuje prevazné antimetastaticky
ucinek, zatimco KP1019 je vysoce ucinny proti primarnim tumorim [30],[31].
Pri intravendznim podani se rutheniova léciva vazi na plasmatické proteiny, které
1é¢ivo transportuji do tkané solidniho nadoru, dochdazi k aktivaci redukci, ktera
zvySuje reaktivitu k biomolekuldm [31].

. _

. NH H+ on/

N S Ha
CI\R| _cl CI\R‘ _cl /N

u u

Cl/llI\CI CI/I\\I"CI ( /,’

o~ \NH \ \7 HN
/\—NH

KP1019 NAMI-A
Obr. 6.1: Chemicka struktura KP1019 a NAMI-A

U nanokomplexli a nanocastic se pomoci povrchové aktivni latky pridané
pii pripravé zvysuje stabilitu, vychytavani bunék endocytézou a pasivni cileni
do maligni tkané diky EPR efektu. Zaroven tyto latky zvysuji fyzickou stabilitu,
pomahaji dosdhnout specifické velikosti castic a stabilizuji jejich seskupeni.
Nejcastéji jsou pouzivany poloxamery, polysorbaty a polyvinyl alkohol. Mély by
zarucovat biodegradabilitu, biokompatibilitu a sniZovat toxicitu pro zdravé burky.
Casto jsou pouzivany polyaktid a polyglykolid, jeZ jsou fyziologickymi produkty
nékolika metabolickych drah [31].
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7 MATERIALY A METODY

Tato Cast prace je vénovana materidlu a metoddm pouzitym pro vypracovani

experimentalni ¢asti diplomové prace.

7.1 Chemikalie

VSechny pouzité chemikalie jsou od firmy Sigma Aldrich (MO, USA), pokud neni
uvedeno jinak

CellEvent® Caspase-3/7 Green Detection Reagent (Life Technologies, OR, USA)
CellROX® Green Reagent (Life Technologies, OR, USA)

Dekahydrat siranu sodného (Na2S04-10H20)

Destilovana voda

Dihydrat citratu sodného ((Nas citrat)-2H20)

Dihydrat disodné soli kyseliny ethylendiamintetraoctové (NazEDTA)
Dihydrat chloridu vapenatého (CaClz:2H20)

Dihydrat vinanu sodného ((Naz vinan)-2H20)

Dimethyl sulfoxid (DMSO)

Doxorubicin hydrochlorid (Dox)

Ethanol

Ethidium bromid

Glycin

Hexahydrat chloridu hotec¢natého (MgClz:6H20)

Hoechst 33342, Trihydrochlorid, (Life Technologies, OR, USA)
Hydrogen fosforecnan sodny (NazHPO4)

Hydrogen ftalat draselny

Hydrogen uhlic¢itan sodny (NazHCO3)

Hydroxid sodny (NaOH)

Chlorid draselny (KCI)

Chlorid sodny (NaCl)

Iscove‘s modified Dulbecco’s medium, suplementované 10% FBS a smési
antibiotik ZellShield (1x)

Krystalova violet

Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA)

Kyselina octova

Laktat sodny

Methanol

Milli-Q voda
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e Peroxid vodiku (H202)

e Polyoxyethylen(40)stearat (POES)

e Polyvinylpyrolidon (PVP)

e Pufrovany fyziologicky roztok (PBS)

e Pyruvat sodny

e RPMI 1640 MEDIUM, suplementované 10% FBS a smési antibiotik ZellShield
(1x)

e RuClz-2,5H20

e Siran sodny (Na2S04)

e SYTOX® AADvanced™ Dead Cell Stain, (Life Technologies, OR, USA)

e Tetrahydrat chloridu vapenatého (CaClz-4H20)

e Tetrahydroboritan sodny (NaBHa4)

e Tetrazolium Bromid, Thiazolylova modi (MTT)

e Triton™ X-100

e Trizma® (TRIS base) (Tris)

e Trypsin

e Vicetcelova agaréza MP (Roche, Svycarsko)

7.2 Pristrojové vybaveni

e Analytické vahy BAS 31(Boeco, Némecko)

e C(Cita¢ bunék Countess II FL (Thermo Fisher Scientific, MA, USA)

o Elektroforetickd vana Wide Mini-Sub Cell GT Systems (BIO-RAD, CA, USA)
e Fluorescencni mikroskop Olympus IX 71S8F-3-5 (Olympus, Japonsko)

e Fluorimetr Tecan Infinite 200 PRO (Tecan, Svycarsko)

e Fotoaparat NIKON D40 (Nikon, Japonsko)

e Hybridizac¢ni inkubator GFL 7601 (GFL, Némecko)

e InfraCerveny spektrometr Nicolet iS10 FT-IR (Thermo Electron Inc., WI, USA)
e Inkubator bunék Galaxy 170 R (Eppendorf, Némecko)

e Laboratorni centrifuga 5424 R (Eppendorf, Némecko)

e Laboratorni centrifuga LMC-3000 (Biosan, LotySsko)

e pH metrinoLab pH 730 (WTW, Némecko)

e Tecnai F20 transmisni elektronovy mikroskop (FEI, OR, USA)

e Thermomixer (Eppendorf, Némecko)

e Ultracentrifuga CS 150 NX (Hitachi, Japonsko)

e Ultrasonicky homogenizator Sonopuls mini20 (Bandelin, Némecko)
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e Vodnilazen WB-4MS (Biosan, LotySsko)
e Zdroj pro elektroforézu PowerPack P25T (Biometra, Némecko)
e Zetasizer Nano ZS model ZEN3600 (Malvern, UK)

7.3 Priprava nanocastic

Pro experiment bylo nejprve nutné pripravit nanocastice. Kjejich syntéze se
v 10 ml milli-Q vody rozpustilo 0,101 g RuCl; - 2,5H,0. Dale se pripravilo 40 ml
roztoku z 0,135 g PVP. Do roztoku PVP se pridalo 5 ml roztoku ruthenia a nechalo
se 1 hod pfi 20 °C promichavat. Poté se k roztoku pridalo 50 mg NaBH4. Vysledny
roztok byl pro vytvoreni rutheniovych nanocastic 3 hod promichavan pri 20 °C a
poté se doplnil do finalniho objemu 50 ml.

0,101 g RuClz: 2,5H,0

+

10 ml mili-Q vody >ml

40 ml mili-Q vody
+

0,135 mg PVP

3 hod
50 mg NaBH4

50 m| RuNPs

Obr. 7.1: Schéma pripravy rutheniovych nanocastic

7.4 Modifikace nanocastic

K 250 pl rutheniovych nanocastic bylo pridano 250 ul 20% POESu, smés byla 20
min ultrazvukové homogenizovana pii Am 50-80 %, puls 59,5 sec 1,0 sec, dodana
energie cca 22 000 az 41 000 k], poté se ke smési pridalo 100 ul doxorubicinu o
koncentraci 4 mg/ml, a opét se 20 min pri stejném nastaveni homogenizovalo.
Nasledné byly castice stoCeny na centrifuze pri 3000 rpm po dobu 10 min, aby se
procistily od nenavazanych slozek. Po stoCeni byl odebran supernatant a pelet byl
resuspendovan v 600 pl milli-Q vody.
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RuNPs

250 pl
UZ homogenizace
20 min
/ RuNPs+POES RuP
250 pl
20% POES 500 pl
100 pl
4 mg/ml Dox
UZ homogenizace
20 min
i
RuPDox +
nenavazany
Dox
3000 rpm, 10 min
600 pl
mili-Q voda > pelet
i
RuPDox

Obr. 7.2: Schéma pripravy modifikovanych rutheniovych nanocastic

7.5 Charakterizace nanocastic

Syntetizované ¢astice byly pro dalsi pouZiti charakterizovany. Absorp¢ni spektrum
¢astic bylo méreno v rozsahu 230-850 nm. Pomoci dynamického rozptylu svétla
byla zmérena velikost syntetizovanych c¢astic ve vodé. Nefedéné nanocastice byly
vloZeny do polystyrenové latexové mérici cely a méreny s pouzitim nasledujicich
parametrt: dhel detektoru 173°, vinova délka 633 nm, teplota 25 °C sindexem
lomu vzorku 0,928 a indexem lomu rozpoustédla 1,333. Pro kazdé méteni byla
pouZzita jednorazova kyveta ZEN040 (BRAND GMBG +CO KG, Némecko), obsahujici
50 pl vzorku. Ekvilibra¢ni ¢as byl 120s. Méreni byla provedena v triplikatech.
Stejné bylo postupovano pii méreni velikosti modifikovanych nanocastic.

Pomoci elektroforetické mobility byl zméren zeta potencial nanocastic pred
a po modifikaci s POES a doxorubicinem. Naredéné Castice byly vloZzeny do mérici
cely a méfeny s nasledujicimi parametry: index lomu vzorku 0,928 a index
rozpoustédla 1,333. Pro kazdé méreni byla pouZzita kyveta DTS1070 (Malvern, UK)
obsahujici 840 pl vzorku. Méreni provedena v triplikatech.
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Velikost a tvar Castic byly pozorovany transmisnim elektronovym
mikroskopem (TEM). 4 ul vzorku byly naneseny na médénou desticku s uhlikovou
vrstvou. Po odpareni vody byly desticky fotografovany s 80 000x zvétSenim.

U nanocastic bylo zméfeno jejich infracervené spektrum s Fourierovou
transformaci. 5 ul nanocastic bylo naneseno na diamantovou celu pro méreni
zeslabeného totalniho odrazu. Po spontannim odpareni vody byla zaznamenana
infracervena spektra v rozsahu 650-4000cm! s rozliSenim 2 cm-! pii 22 °C. Kazdé
spektrum bylo vytvoreno slozenim 64 interferogrami. Pro zaznamenani
infraCervenych spekter byl pouzit software OMNIC™ a pro vyhodnoceni spekter
software JDXvieW v0.2.

7.6 Kultivace bunék

K experimentu byly vyuZzity bunécné derivaty nadorovych i nenadorovych tkani.
K testovani na nadorovych bunkach byly vyuZzity buniky karcinomu prsu linie MDA-
MB-231, 46.—48. pasaz, nadorové bunky ovarii A2870, 12.—14. pasaz a bunky
neuroblastomu UKF-NB-4, 12.—14. pasaZz. Buiky (MDA-MB-231 a A2780) byly
kultivovany v médiu RPMI 1640 MEDIUM s pridavkem 10% fetalniho bovinniho
séra (FBS) a s pridavkem antibiotik ZellShield pti 37 °C a v atmosféie s 5% CO-.
Pro A2780 bylo pouzito Iscove’s modified Dulbecco’s medium s 10% FBS a
s pridavkem antibiotické smési ZellShield

Pro ¢asti experimentu vyZadujici nemaligni buniky byly pouzity bunky
kozniho epitelu HaCaT, 40. pasaz, kultivovany v médiu RPMI 1640 MEDIUM
s pridavkem 10% fetalniho bovinniho séra (FBS) a antibiotické smési ZellShield
pti 37 °C a v atmosfére s 5% COz.

7.7 Kinetika uvolnovani léciva

Test byl proveden u modifikovanych nanocastic s doxorubicinem. Byly pouzity
kyselé (pH 4.6, 142 mg/l Na:HPOs4, 6650 mg/l NaCl, 71 mg/l Naz50s, 29 mg/I
CaClz>»2H20, 450 mg/1 Glycin, 4084,6 mg/l K hydrogen ftaldt) a neutrdlni (pH 7,6,
212mg/l  MgCl26H20,6415 mg/l  NaCl, 318 mg/l CaClz4H20, 179 mg/I
Na:S04+10H20, 148 mg/l Na:HPO4, 2703 mg/l NaHCOs, 180 mg/I (Naz vinan)-2H:0,
144 mg/l (Nas citrat)-2H:0, 175mg/l Na laktdt, 118 mg/l Glycin, 172 mg/I
Na pyruvdt) bunécné roztoky, imitujici intracelularni prostredi a kyselé prostredi
endosomu a Ringertv (8 600 mg/I NaCl, 300 mg/I KCl, 330 mg/I CaClz-2Hz0) roztok,
imitujici prostiedi plasmy. 500 pl ¢astic s Dox (RuPDox) bylo centrifugovano (3000
rpm, 10 min) a k peletu bylo pridano 500 pl od kazdého roztoku. Vzorky byly
ptilehkém tfepani a 37 °C inkubovany po dobu 1, 2, 4, 8, 16 a 24 hod a poté
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centrifugovany pii 3000 rpm po dobu 10 min. Nasledné byl odebran supernatant a
zméfeno jeho absorpcni spektrum. Absorpéni spektrum bylo zméreno i
supernatantu vzorku ihned po vloZeni ¢astic do roztoku.

7.8 Testovani toxicity

7.8.1MTT test

Test byl proveden na 96 jamkové desticce, do kazdé jamky bylo vloZzeno 50 ul
meédia s 5000 bunkami, které se inkubovaly 24 hod pti 37 °C v atmosfére s 5% CO..
Poté bylo kbunkam pridano 50 pl média s danou koncentraci rutheniovych
nanocastic, ve vzestupné radé od Cistého média k maximdalni Kkoncentraci
500 pg/ml RuPDox castic a RuNPs. Opét se inkubovaly 24 hod pri37°C
v atmosfére s 5% CO.. Nasledné bylo do kazdé jamky pridano 10 pl MTT (5 mg/1) a
po dobu 2 hod se nechalo inkubovat, poté bylo odsato médium a ptridano 100 pul
DMSO. Vyhodnoceni probéhlo absorbanci pti vinové délce 570 nm.

Test byl proveden na bunécnych liniich MDA-MB-231, A2780 a UKF-NB-4.
Kazda linie byla oSetfena RuNPs, RuPDox a samotnym doxorubicinem
v koncentracni radeé.

7.8.2Stanoveni hemokompatibility

Z Cerstvé odebrané krve byly pomoci centrifugace pti 3000 rpm, 10 min a
promyvani 150 mM NacCl ziskany cervené krvinky, které byly nasledné naredény
PBS o pH=7,4 vpoméru 1:1. Ktakto pripravenym erytrocytim byly nasledné
vpoméru 1:1 (150 pl krvinek a 150 pl sledované latky) pridany 0,1% Triton X-100,
PBS a castice RuNPs, RuPDox a doxorubicin v koncentracich ICso (1, 2, a 4 pg/ml)
urcenych pomoci MTT testu. Pripravené vzorky se nasledné 1 hod za lehkého
trepani pii 37 °C inkubovaly, poté byly 5 min centrifugovany pii 5000 rpm,
nasledné byla provedena fotodokumentace a u kazdého vzorku byla zmérena jeho
absorbance supernatantu pri vinové délce 540 nm. Vysledné procento hemolyzy
bylo vypocteno podle nasledujiciho vztahu:
%hemolyza = (—(At_AC) ) x100, (7.1)
(A100%—Ac)
kde At je absorbance supernatantu vzorku; Ac je absorbance supernatantu
negativni kontroly (PBS) a A1o0% je absorbance supernatantu pozitivni kontroly -
100% hemolyza (0,1% Triton X-100)
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7.8.3Testovani genotoxicity

K testovani genotoxicity byla pouzita alkalickd kometova esej. Nejprve byla
pripravena podloZni sklicka, jeZ se ocistila, odmastila a potahla 0,5% agarézou,
s naslednym suSenim pii 50 °C se po dobu 2 hod. Po aplikaci RuPDox o koncentraci
3ug/ml a 150 uM H202 byly bunlkky 6 hod inkubovany pti37°C s5% COa.
Po inkubaci byly buriky vloZeny do PBS (100 bunék na 200 pl PBS), nasledné bylo
10 ul  bunék smichano se75pul 0,5% low-melting agarézy. Naneseno
na predpripravené podlozni skli¢ko, prekryto sklickem krycim a vloZeno na 5 min
do lednicky ke ztuhnuti. Po sundani krycich sklicek byla sklicka vloZena
do vychlazeného lyzacniho pufru (2,5M NaCl, 100 mM Na:EDTA, 10 mM Tris,
1% Triton X-100, 10% DMSO, pH=10), ve kterém se ve tmé inkubovala 12 hod.
Pripravena sklicka se vzorky byla vloZena do horizontalni elektroforézy
s elektroforetickym pufrem (300 mM NaOH, 1 mM Na:EDTA, pH>13), kde byla
30 min pouze vpufru bez proudu a poté byla provedena -elektroforéza
pfinastaveni 1.25 V/cm po dobu 30 min.

Po oplachnuti neutraliza¢nim roztokem (0,4 M Tris a pH=7,5) byly vzorky
obarveny 50 ul ethidium bromidu o koncentraci 2 pg/ml, ktery byl
po 5 minutovém plsobeni v temnu oplachnut destilovanou vodou. Obarvené
vzorky byly prikryty krycim sklickem a vizualizovany mikroskopicky s pouZitim
excita¢niho filtru
520-550 nm a emisniho filtru TRITC(U-MWG2) 580 nm. Index poskozeni byl

vypocten podle nasledujiciho vztahu:
(0,1XNO+1XN1+2XN2+3XN3+4XN4)
N )

Index poSkozeni =

kdeN:N0+N1+N2+N3+N4.
Pro kometovou esej byly pouzity fyziologické kozni bunky linie HaCaT,

(7.2)

které byly oSetfeny RuNPs, RuPDox a Dox o koncentraci 3 pg/ml a jako kontrolni
vzorky pouze s médiem a vzorky oSetiené peroxidem vodiku.

7.8.4Analyza Klonogenicity

Klonogenni esej byla provedena v 6 jamkové desticce, kdy kazda jamka obsahovala
1000 bunék. Po prisednuti bunék (24 hod), byly bunky oSetfeny RuNPs, RuPDox a
doxorubicinu o koncentracich 1, 2 a 4 pg/ml, dle vysledki MTT a v zavislosti
na bunécné linii, po dobu 24 hod. Poté se vyménilo medium a buriky rostly po dobu
9 dni pri 37 °C s 5% COz. Narostlé kolonie byly po odebrani média a promyti PBS
5 min fixovany smési metanolu a kyseliny octové v poméru 3:1, po odstranéni
fixatniho roztoku byly obarveny 0,5% krystalovou violeti v metanolu. Po 15 min
inkubace byla barva vymyta milli-Q vodou a obarvené kolonie vizualizovany.
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Analyza byla provedena pro bunécné linie MDA-MB-231, A2780, UKF-NB-4,
pro kazdou byly kontrolni vzorky s médiem a vzorky s pridanymi RuNPs, RuPDox a
samotnym doxorubicinem.

7.8.5Testovani apoptozy

Pro testovani apoptézy bylo nasazeno 1x10¢ bunék do 6 jamkové desticky. Po 24
hod byly na buiiky aplikovany roztoky obsahujici RuNPs, RuPDox, doxorubicin
(v koncentracich 1, 2 a 4 ug/ml, dle vysledkit MTT pro danou bunécnou linii) a
nechaly se piisobit dalSich 24 hod. Poté byly burniky uvolnény do 250 ul média,
po pridani 0,25 ul barvy CellEvent™ Caspase-3/7 Green Detection Reagent se
pii 37 °C po dobru 25 min inkubovaly, poté se pridalo 0,25 ul barvy SYTOX® a
inkubovalo se 5 min pri 37 °C. Inkubace vZdy probihala vtemnu. CellEvent™ se
vaze na nukleové Kkyseliny, kde detekuje pritomnost kaspaz 3 a 7, které stépi DEVD
sekvenci a aktivuji fluorochromy a jeZ jsou zodpovédné za apoptické pochody.
Fluorescen¢ni barvivo SYTOX® je vazano nukleové kyseliny vSech mrtvych bunék.
Testovani bylo vyhodnoceno fluorescen¢ni mikroskopii s pouZzitim emisnich filtri:
zeleného FITC(U-MWIBA3) a cerveného TRITC(U-MWG2). Test byl proveden
pro bunécné linie MDA-MB-231, A2780, UKF-NB-4, oSetfené RuNPs, RuPDox a
doxorubicinem. Jako kontrolni byly pouzity vzorky pouze s médiem.

7.9 Tvorba volnych kyslikovych radikali

Pro pozorovani volnych Kkyslikovych radikdli byly pouZity bunécné linie
MDA-MB-231, A2780 a UKF-NB-4, které byly nasazeny do 6 jamkovych desticek,
pocet bunék na jamku byl 100 000. Po 24 hod byly buriky oSetfeny roztoky RuNPs,
RuPDox a doxorubicinem (v koncentracich 1, 2 a 4 pg/ml, dle vysledki MTT pro
danou bunéc¢nou linii) a inkubovany po dobu 6 hod.

Po odstranéni média bylo do kazdé jamky kbunkam pridano 100 pl
fluorescentni barvy (1500 pl PBS+ 0,75 pl Hoechst® + 3 pul CellROX®) a pri 37°C se
po 30 min inkubovala. Fluorescen¢ni barvivo Hoechst® se vaZe na bunéc¢na jadra a
CellROX® indikuje bunécny stres. Vyhodnoceni bylo provedeno mikroskopicky,
za pouziti svételné mikroskopie a pouziti emisnich filtrii: modrého filtru DAPI
(U-MANUA 2) pro Hoechst®, zeleného FITC(U-MWIBA3) pro CellROX® a ¢erveného
TRITC(U-MWG?2) pro doxorubicin.
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7.10 Statisticka analyza

Pro statistickou analyzu byl vyuZit program R 3.3.1. Pro porovnani 2 parametra byl
pouZzit dvou-vybérovy t-test s Welchovou korekci a pro porovnani vice parametri
byla pouZita jednofaktorova a vicefaktorova ANOVA. Hladina vyznamnosti p=0,05.
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

Vtéto casti prace jsou uvedeny vysledky experimenti, v nichz byly
charakterizovany vlastnosti rutheniovych nanocastic a rutheniovych nanocastic
s navazanym doxorubicinem a jejich vliv na naddorové i nenadorové burky.

8.1 Charakterizace rutheniovych nanocastic

Pro dalsi kroky experimentu je nutné znat vlastnosti nanocastic, z nichz lze pak
predpokladat chovani v organismu. Nejprve bylo zméreno absorp¢ni spektrum
rutheniovych nanocastic ve vodé o koncentracich 200, 20 a 2 uM. Vysledky (Obr.
8.1) neprokazaly Zzadné vyjimecné vlastnosti pii Zadné vinové délce. Nanocastice
také nevykazovaly Zadnou fluorescenci.
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Obr. 8.1: Absorp¢ni sken RuNPs o koncentracich 200, 20 a 2 pM

Dale byla zmérena velikost syntetizovanych nanocastic ve vodé. S velikosti
byl zméren i zeta potencial ¢astic, ¢im vice je jeho hodnota vzdalena od nuly, tim
stabilnéjsi jsou nanocastice [32]. Pomérné zastoupeni velikosti a zeta potencialu
nanodastic ve vodé je uvedeno na Obr. 8.2. Castice dosahovaly velikosti 12—14 nm.
Hodnota zeta potencialu -22,67 mV ukazuje na stabilitu nanocastic ve vodé.
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Obr. 8.2: Pomérné zastoupeni velikosti RuNPs ve vodé
K dalsi analyze nanocastic byla vyuzita infracervena spektroskopie

s Fourierovou transformaci. Ta je pouZzivdna pro identifikaci a strukturalni
charakterizaci organickych a anorganickych latek. Principem metody je pohlcovani
infracerveného zareni analyzovanym materidlem. Diky aplikaci Fourierovy
transformace je mozné metodu vyuzit i pro silné absorbujici vzorky. Pro analyzu je
tak nutno mit vzorky nejen zkoumané latky, ale i sloZek, které ve zkoumaném
vzorku chceme potvrdit [33].

FTIR analyza byla pouzita pro ovéreni modifikace povrchu rutheniovych
nanocastic pomoci PVP. Analyza prokazala, Ze povrch RuNPs je uUspésné
modifikovan PVP. Pik volného PVP na 1650 cm! a povrchové modifikovanych
nanocastic se prekryva. Na Obr. 8.3 jsou zobrazeny vysledky z FTIR analyzy,
Cervené je spektrum rutheniovych nanocastic a ¢erné je spektrum PVP.
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Obr. 8.3: FTIR analyza RuNPs
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Pro zkoumani tvaru a velikosti nanocastic se vyuzilo pozorovani
transmisnim elektronovym mikroskopem (TEM). TEM snimky RuNPs ve vodé jsou
ve dvou zvétSenich, 100 tisickrat (100kx) a 390 tisickrat (390kx) na Obr. 8.4.
V obrazku A odpovida métitko 50 nm a je pozorovatelné, Ze c¢astice tvori retizkové
shluky. Na obrazku B odpovida méritko 20 nm. Pri TEM pozorovani je velikost
Castic mensi neZz pri meéreni dynamickym rozptylem svétla. Pri vyssich
koncentracich ¢astic vroztoku nemusi byt pristroj schopen od sebe rozeznat
jednotlivé Castice a udana velikost je tak vétsi. Rozdil pri urCeni velikosti témito
dvéma metodami byl pozorovan i u méreni velikosti superparamagnetickych
Castic, kdy velikosti z pristroje byly nepatrné vétsi nez pii TEM pozorovani [35].
TEM snimky ukazuji kulovity tvar ¢astic a velikost 5 nm.

5 O
A0S 3 Ry

Obr. 8.4: TEM snimky RuNPs ve vodé, A- zvétSeni 100kx, méiitko 50 nm a B- zvétSeni 390kx,

meéritko 20 nm

Kvili stabilité ¢astic ve vodé, v niZ se predpoklada jejich uchovavani, byla
zkoumana jejich sedimentace v pribéhu 24 hodin. Pribéh testu v case je
zaznamenan na Obr. 8.5. Castice prokazaly ve vodé vysokou stabilitu, nebot
v mérenych usecich nedochazelo k Zaddné sedimentaci.

A B C D

Obr. 8.5: Sedimentace RuNPs ve vodé A- 0 min, B- 30 min, C- 1 hod po vloZeni, D- 24 hodin po

7 vz

vlozeni ¢astic do roztoku
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8.2 Studium toxicity rutheniovych nanocastic

Pro dalsi experimenty byla nejprve urcena ICso, 50% inhibi¢ni koncentrace, tedy
koncentrace zkoumané latky, ktera usmrti 50 % bunék. Tato koncentrace urcuje
efektivni koncentraci zkoumaného léciva. Za timto ucelem byla pouZita MTT esej,
ktera funguje na principu metabolické redukce MTT (3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-
2, 5-difenyl-2H-tetrazolium bromide) na formazan. Rozpustény fialovy
intracelularni formazan se kvantifikuje fotometricky pri 570 nm [34]. Test se
provadél pro vSechny bunécné linie, které byly dale vyuzivany pro experiment.
Fialové zbarveni zpisobené rozpusténym formazanem, zleva v klesajicich
koncentracich RuNPs na bunéc¢né linii A2780, UKF-NB-4 a MDA-MB-231 je na Obr.
8.6. Fialové zbarveni pro vSechny linie je pozorovatelné v 11 jamkach, coz ukazuje
na nizkou toxicitu vici zkouman}'/m bunikam.

UKF-NB-4 (
/

MDA-MB-231 @)@Q) .

Obr. 8.6: Fialové zbarveni rozpusténého formazanu na bunécné linii A2780, se snizujici se
koncentraci RuNPs zleva

Zavislost preziti bunék na koncentraci RuNPs je uvedena na Obr. 8.7. ICso
RuNPs castic pro linii A2780 je 250 pg/ml, pro linii UKF-NB-4 je koncentrace
15,63 pg/ml a pro MDA-MB-231 je tato koncentrace velmi vysoka presahujici
500 pg/ml. Nanocastice nevykazuji dostatecnou toxicitu vic¢i nadorovym
bunécnym liniim. Ackoli bunéc¢na linie UKF-NB-4 je vii¢i RuNPs nejcitlivéjsi a jeji
ICs0 je vyznamné niZ$i neZ u zbyvajicich dvou linii. Toxicita RuNPs je statisticky
vyznamneé zavisla na bunécné linii, na niz jsou aplikovany.
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Obr. 8.7: Toxicita RuNPs na bunécné linie A2780, UKF-NB4 a MDA-MB-231
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8.3 Modifikace nanocastic

Rutheniové nanocastice s povrchem modifikovanym pomoci PVP neprokazaly
dostatecné vyznamny ucinek v toxicité na nadorové bunky. Proto byl hledan
zplsob, jak jejich ucinek zvysSit a zaroven zachovat ¢i snizit toxicitu vici
nenadorovym burnkam

Vyrazné zvySeni biokompatibility a zaroven zvySeni toxického ucinku

na tumorovou tkan bylo dosaZzeno u nanocastic oxidu Zeleznato-Zelezitého
potaZzenych PVP a polyoxyethylen-25-propylenglykol stearatem v komplexu
s doxorubicinem [36]. Pro rutheniové nanocastice byl aplikovan obdobny postup.
Schéma modifikace nanocastic je zobrazeno na Obr. 8.8.
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Obr. 8.8: Schéma modifikace rutheniovych nanocastic

Pfi optimalizaci modifikace nanocastic byl zméren absorp¢ni sken, ktery je

uveden na Obr. 8.9. Pri porovnani s absorp¢nim skenem RuNPs ¢astic je patrna
zvySend absorbance na490nm u RuPDox castic, jez je charakteristicka
pro doxorubicin.
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Obr. 8.9: Absorpcni sken RuNPs a RuPDox ¢astic
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Doxorubicin je charakteristicky vlastni fluorescenci, té bylo vyuZito
pri optimalizaci vytéZnosti vazby doxorubicinu na ¢astice modifikované rozdilnymi
koncentracemi POESu. Z optimalizace byl urcen jako vhodny 20% POES, u néhoz
vykazoval doxorubicin nejvyssi fluorescenci. Byl tedy schopen navazat nejvétsi
mnozstvi doxorubicinu, 6514 a.u. Fluorescen¢ni spektrum RuPDox s rliznymi
koncentracemi POESu je uvedeno na Obr. 8.10, nejvyssi fluorescence dosahuje
590—610 nm.
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Obr. 8.10: Fluorescen¢ni spektrum RuPDox ¢astic s POESem v riznych koncentracich

P optimalizaci nanocastic byla také zkoumana koloidni stabilita nanocastic
s riznymi koncentracemi POESu. Sedimentace nanocastic byla pozorovana v Case
0, po 30 min, 1 hod a 24 hod. Z Obr. 8.11 je vidét, Ze Castice bez POESu a s 10%
POESem zacaly sedimentovat jiz po jedné hodiné, pticemz u 10% POESu byla
sedimentace rychlejsi. Pro 20% POES byla prokazana stabilita nanocastic 24 hod,
kdy k sedimentaci nedochazelo. Diky vysoké stabilité a vysoké vytéZnosti vazby
doxorubicinu byl 20% POES zvolen jako optimalni koncentrace pro modifikaci

rutheniovych nanocastic.
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Obr. 8.11: Koloidni stabilita modifikovanych ¢astic s riznymi koncentracemi POESu

0% POES

10%POES

20% POES

U modifikovanych castic byla opét provedena analyza infrac¢erveného
spektra. SlouZila k prokazani pritomnosti POESu a doxorubicinu. Na Obr. 8.12 je
vidét svétle modry pik odpovidajici POESu, ktery se nachazi na 2890 cm-l. Pik
POESu se ve spektru modifikovanych nanocastic odrazi a sou¢asné je pozorovany
také pik na 1650 cm! odpovidajici PVP. Doxorubicin ma vice charakteristickych
pikl, nachazi se na 990, 1010, 1190, 1580 a 1630 cm'L. Tyto piky vSak s ohledem
na dalsi slozky castic se ve vysledném spektru RuPDox viditelné neodrazi a
pro presnéjsi prokazani doxorubicinu by byla vhodnéjsi vyssi koncentrace, nebo
kombinace s jinymi metodami. Pritomnost doxorubicinu byla potvrzena pomoci
absorpcniho a fluorescen¢niho spektra. FTIR analyza v kombinaci s absorp¢nim a
fluorescenc¢nim spektrem potvrdila pritomnost vSech poZadovanych sloZek.
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Obr. 8.12: FTIR analyza modifikovanych ¢astic

Na Obr. 8.13 je uvedeno porovnani pribéhd spekter vSech jednotlivych

slozek, RuNPs a RuPDox. Ve vysledném spektru RuPDox je vidét vliv jednotlivych
sloZek, charakteristické piky pro danou slozku se odrazi na pribéhu vysledného
spektra.
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Obr. 8.13: FTIR spektra nanocastic a jejich slozek.

U modifikovanych nanocastic byla velikost ur¢ena pouze pomoci TEM,

protoZe fluorescencni spektrum doxorubicinu se prolind se spektrem lampy
pristroje na méreni dynamického rozptylu svétla a jevi se tak na ném jako velké
agregaty. Nebylo tak pomoci néj mozné rozliSit jednotlivé Castice a spravné urcit
velikost. Na snimcich (Obr. 8.14) je vidét, Ze po modifikaci doSlo k mirnému
zvétSeni nanocastic a kulovity tvar zlstal zachovan.
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Obr. 8.14: TEM snimKky, zvétSeni 240kx, méritko 20 nm, A- RuNPs ve vodé, B- RuPDox

8.4 Kinetika predcasného uvolnovani doxorubicinu

U nanocastic s povrchem modifikovanym POESem a navdzanym doxorubicinem
byl proveden test kinetiky uvoliiovani lé¢iva pro zjiSténi doby potiebné k uvolnéni
1é¢iva, jeho mnozstvi a podminky uvolnéni. Test byl proveden v Ringerové roztoku,
kyselém a neutralnim bunécném roztoku-

Porovnani rychlosti a mnoZstvi uvolnéného 1éciva v jednotlivych roztocich
je na Obr. 8.15. K nejvétSimu a nejrychlejSimu uvoliiovani dochazelo béhem prvni
hodiny v kyselém bunécném roztoku, simulujicim intracelularni prosttedi, kdy se
uvolnilo 50 % léc¢iva. Naopak k nejmensimu uvoliiovani dochazelo v Ringerové
roztoku simulujicim prostiedi krevni plazmy, kdy k maximalnimu uvolnéni doslo
stejné jako u neutralniho buné¢ného roztoku po 2 hod.

Buiiky nddorové tkdné maji kyselejsi prostiedi, coZ je zptiisobeno zvySenou
glykolyzou, ktera je aktivovana zvySenou mirou proliferace nadorovych bunék.
pH nadorové tkané je obvykle v rozmezi 6 a 7, zatimco pH normalni fyziologické
tkané a krevniho prostiedi je priblizné 7,4. Nosice 1éCiva citlivé na kyselé pH diky
témto vlastnostem doruci 1é¢ivo do cilové tkané s minimalnimi ztratami [37].
Z dosazenych vysledkl lze predpokladat uvolnéni léciva aZ po proniknuti
nanocastic do bunék nddorové tkdné. Béhem cesty krevnim reciStém by se uvolnilo
pouze minimalni mnozstvi 1é¢iva, to bude doruceno témér ve 100% mnoZstvi
do cilové nadorové tkané, kde tak miize plisobit.

Pro zamezeni pred¢asnému uvoliiovani 1éc¢iva se vyuziva enkapsulace 1éc¢iva
a Castice. Napriklad superparamagnetické nanocastice oxidi Zeleza
s gemcitabinem, byly enkapsulované do kopolymeru kyseliny mlé¢né a glykolové.
Testovani predcasného uvolnéni 1éciva probihalo v PBS o pH 7,4. K uvolnéni 60 %
doslo po 48 hodinach. Polovina léciva byla uvolnéna po 18 hodinach, ¢imZ byl
prokazan udrzitelny a kontrolovatelny stav nanocastic v prirozeném prostiedi
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[35]. SniZeného pH tumorové tkané bylo vyuZito i u rutheniovych komplext. Diky
enkapsulaci komplexu do pH senzitivniho polymeru, se dosahlo lepsiho cileni
tumorové tkané. A zvySeni ucinnosti komplexu na zmensSeni tumoru [37].
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Obr. 8.15: Uvoliiovani léCiva z nanocastic v zavislosti na case a prostiedi

8.5 Vliv castic na metabolickou redukci MTT

Aby se ovérila predpokladana vyssi toxicita RuPDox Castic byla opét urc¢ena ICso
za vyuziti MTT eseje, fungujici na principu metabolické redukce MTT (3-(4, 5-
dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-difenyl-2H-tetrazolium bromide) na formazan.
Rozpustény fialovy intracelularni formazan byl kvantifikovan fotometricky
pfi 570 nm. Test se provadél pro vSechny 3 bunécné linie, jeZ byly dale vyuZivany
pro experiment.

Fialové zbarveni zplisobené rozpusténym formazanem, zleva v klesajicich
koncentracich zkoumanych roztokli bunécné linii A2780 je na Obr. 8.16.
UZ pouhym okem je identifikovatelny zna¢ny rozdil mezi toxicitou roztokt. RuNPs

vvvvvv

vV

a RuPDox, fialové zbarventi je viditelné v 9 jamkach.

Vysledky byly potvrzeny i fotometrickou kvantifikaci pri 570 nm (Obr.
8.17). Nejtoxictéjsi jsou RuPDox castice, pro néz byla urcena ICso 3,91 pg/ml,
pro doxorubicin je ICso dvojnasobna 7,81 pg/ml.
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Obr. 8.16: Fialové zbarveni rozpusténého formazanu na bunécné linii A2780, se snizujici se
koncentraci zkoumanych roztokii zleva
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Obr. 8.17: MTT test pro bunécnou linii A2780

Toxicita ¢astic vii¢i bunécné linii A2780 byla porovnana s klinicky bézné
uzivanou CDDP. Ke srovnani byl vyuzit MTT test, ktery byl proveden také
pro CDDP. ICso CDDP byla podle testu urcena na 21 pg/ml. RuPDox Castice jsou
vyznamné (statistickd vyznamnost p=0,05) toxic¢téjsi vici bunécné linii A2780.
Zavislost preZivSich bunék na koncentraci CDDP je uvedena na Obr. 8.18.
V porovnani s RuPDox je patrna niZsi toxicita CDDP.
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Obr. 8.18: MTT test CDDP a RuPDox na bunécné linii A2780

MTT provedeny na bunéc¢né linii MDA-MB-231 opét pouhym okem prokazal
jako nejtoxi¢téjsi RuPDox c¢astice (Obr. 8.19), u nichZ bylo fialové zabarveni
pozorovatelné pouze ve trech jamkach s nejnizsi koncentraci. Nejméné toxické
byly opét RuNPs, u nichz se fialové zbarveni projevilo opét v 11 jamkach. Toxicita
samostatného doxorubicinu je mensi neZ RuPDox, fialové zbarveni je viditelné
v 7 jamkach.
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Obr. 8.19: Fialové zbarveni rozpusténého formazanu na bunécné linii MDA-MB-231, se
snizujici se koncentraci zkoumanych roztokii zleva

Vysledky byly opét potvrzeny fotometrickou kvantifikaci pri 570 nm
(Obr. 8.20). Samostatné RuNPs ve sledovanych koncentracich nebyly vyznamné
toxické. Nejtoxictéjsi pro linii MDA-MB-231 byly RuPDox cCastice, pro néZz byla
urcena ICso 0,98 pg/ml, pro doxorubicin byla ICso 125 pg/ml. Tato bunécna linie
byla vyznamné citlivéjSi k RuPDox neZ samotnému doxorubicinu a lze tak
v ptripadé pouziti RuPDox ocekavat vyssi ucinnost proti tomuto typu nadorové
tkané nez u samostatné podavaného doxorubicinu.
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Obr. 8.20: MTT test pro bunécnou linii MDA-MB-231

V porovnani s CDDP byly RuPDox ¢astice i vii¢i témto buinikam statisticky
vyznamné toxi¢téjsi. ICso CDDP byla podle testu urfena na 9 pg/ml. Zavislost
prezivSich bunék na koncentraci CDDP je uvedena na Obr. 8.21. V porovnani
s RuPDox je patrna nizsi toxicita CDDP.
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Obr. 8.21: MTT test CDDP a RuPDox na bunéé¢né linii MDA-MB-231

U bunéc¢né linie UKF-NB-4 pozorovani fialového zbarveni pouhym okem
prokazalo nejvyssi toxicitu pro RuPDox castic, kdy bylo zbarveni pozorovatelné
ve 3 jamkach, o néco méné toxicky byl samotny doxorubicin, u néhoz se projevilo
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zbarveni ve 4 jamkach s nejnizsi koncentraci. Nejméné toxické byly RuNPs, kde
k metabolické pfeméné MTT dosSlo v 11 jamkach.
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Obr. 8.22: Fialové zbarveni rozpusténého formazanu na bunécné linii UKF-NB-4, se sniZujici
se koncentraci zkoumanych roztoki zleva

Fotometrickou kvantifikaci pfi 570 nm byly vysledky pozorovani potvrzeny
(Obr. 8.23). Nejtoxictéjsi byly RuPDox s ICso 1,95 pg/ml. O néco méné toxictéjsi byl
samostatny doxorubicin s ICso 3,91 ug/ml. S ICso 15,63 pg/ml u bunécné linie
UKF-NB-4 vykazovaly RuNPs nejvyssi toxicitu ze zkoumanych bunécnych linii.
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Obr. 8.23: MTT test pro bunéc¢nou linii UKF-NB-4
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I pro bunéc¢nou linii UKF-NB-4 je ICso RuPDox Castic statisticky vyznamné
nizs$i neZ pro CDDP. Ackoli pri nizkych koncentracich do 3 pg/ml je CDDP mirné

vvvvvv

pfi porovnani MTT na Obr. 8.24. [Cso CDDP bylo 4 pg/ml a u RuPDox 1,95 pg/ml.
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Obr. 8.24: MTT test CDDP a RuPDox na bunécné linii UKF-NB-4

U vSech tfi testovanych linii byla prokazana statisticky vyznamné vyssi
toxicita RuPDox neZ CDDP. Byla prokazana i statisticka vyznamnost vztahu toxicity

vV

vivs

RuNPs.

8.6 Stanoveni hemokompatibility

Pri vyuziti rutheniovych nanocastic v chemoterapii se predpoklada intravendzni
podani. Proto je dulezité zjistit, zdali podavané nanocastice nezpiisobi hemolyzu
krve jesté pred tim, neZ doputuji do cilové nadorové tkané.

Idedlni nosice 1éc¢iva jsou biodegradabilni, biokompatibilni a minimalné
toxické. Povrch nanocastic se Casto modifikuje pomoci syntetickych polymert, jako
jsou polylaktid, polyglykolid a jejich kopolymery. FDA dokonce tyto latky schvalila
jako nosice 1éc¢iv. Pridani povrchoveé aktivnich latek pri pripravé Castic, pomaha
udrZet jejich fyzickou stabilitu stejné jako vlastnosti. Uplatnéni nej¢astéji nachazi
poloxamery, polysorbaty a polyvinyl alkohol [31]. ZvySeni biokompatibility a
hemokompatibility bylo dosazeno i u nanocastice Zeleza s povrchem
modifikovanym PVP a polyoxyethylen 25- propylenglykol stearatem a
s navazanym lé¢ivem. Castice s navazanym lé¢ivem byly méné toxické neZ ¢astice
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pouze s povrchem modifikovanym PVP a polyoxyethylen 25- propylenglykol
stearatem [36].

Pro zvySeni biokompatibility byl pri vyrobé pouzit PVP na modifikaci
povrchu nanocastic, za dcelem zvyseni jejich biokompatibility. U modifikovanych
nanocastic jesté dale zvySuje biokompatibilitu POES, na kterém je navazan
doxorubicin. ZvySeni biokompatibility pri pouziti POES a navazani doxorubicinu
oproti samostatnému lé¢ivu bylo timto testem prokazano. Na Obr. 8.25 je srovnani
hemokompatibility pro RuPDox, Dox a RuNPs v porovnani s negativni kontrolou
PBS a pozitivni kontrolou 0,1% Triton. U RuPDox nebyla prokazana Zzadna
hemolyza ani vjednom méfeném casovém rozpéti. Doxorubicin zpisoboval 1%
hemolyzu jiz po dvou hodinach a u samotnych rutheniovych nanocastic se
projevila hemolyza aZ po ctyfech hodinach, kdy presahla 1 %. JelikoZ hemolyza
vZzaddném pripadé nepresahla 2 % lze predpokladat, Ze castice jsou vysoce

hemokompatibilni.
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| v

PBS '

- v

6 hod 3 |
| '«

4 hod i

5 v

v

v

]

U
5 100

stupen hemolyzy [%]

2 hod
T J‘! L]
]

MRuPDox M Dox MRUNPs

Obr. 8.25: Stupen hemolyzy v zavislosti na case
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Statistické  hodnoceni hemokompatibility = prokdzalo, vyznamnost
aplikované latky a vyznamnost ¢asu ptisobeni aplikované latky. Ackoli vyznamnost
korelace mezi ¢asem plisobeni a aplikovanou latkou statisticky prokazana nebyla.

8.7 Kometova esej

Metoda je kombinaci DNA elektroforézy a fluorescencni mikroskopie, slouzi
pro kvantifikaci a analyzu poskozeni DNA jednotlivych bunék. Sviij nazev ziskala
podle komet vznikajici pri elektroforéze. Hlava komety obsahuje neporuSenou
DNA a ocas komety indikuje poSkozenou DNA a jeji fragmenty [38].

Metodou byla testovana genotoxicita nanocastic na nenadorové buiiky, byla
pouzita linie kozZnich bunék HaCaT. Index posSkozeni bunék rutheniovymi
nanocasticemi byl srovnatelny s kontrolou, kdy k poskozeni témér nedochazelo.
Nejvice genotoxické byly RuPDox castice, kdy byl index poSkozeni 2,08. Porovnani
indexti poskozeni je uvedeno v Tab. 8.1. Index poskozeni nabira hodnot od 0 do 4,
kdy 0 indikuje nulové poskozeni na 100 % bunék a index 4 potom maximalni

poskozeni na 100 % bunék.
Tab. 8.1: Index poskozeni bunék po osetreni roztoky

Vzorek Kontrola RuNPs Doxorubicin | RuPDox H20:

Index poskozeni 0,32 0,33 1,96 2,08 3,93

Distribuce jednotlivych stupiii komet v zavislosti na aplikovaném roztoku
je zobrazena na Obr. 8.26. U negativni kontroly je nevyssi zastoupeni stupné nula,
v malém mnoZstvi se vyskytovaly i stupné 1 az 3. Obdobné tomu bylo u vzorku
oSetfeného rutheniovymi nanocasticemi. U pozitivni kontroly se nejvice
vyskytovaly komety 4. stupné a v malém mnoZstvi i stupné 1. Builky oSetfené
doxorubicinem mély nejcastéji stiedni poskozeni stupni 1 az 3, zatimco RuPDox
Castice zplisobovaly nejcastéji poSkozeni stupné 4 a 1. Vizualizace poskozeni bunék
fluorescen¢ni mikroskopii je na Obr. 8.27

Statisticka analyza prokazala vyznamnost po¢tu komet jednotlivych stupnt
v zavislosti na indexu poskozeni a aplikované latce stejné jako pouze na stupni
komet. Pri porovnani zastoupeni daného stupné komet v roztocich oSetfenych
zkoumanymi latkami vic¢i negativni kontrole. U stupid 1, 2 a 3 byl prokazan
statisticky vyznamné rozdilny pocet pro vSechny roztoky a u stupné 0 a 4 byl
statisticky vyznamny rozdil prokdzan u doxorubicinu, RuPDox a H202 v porovnani
s negativni kontrolou.
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Obr. 8.26: Zastoupeni komet jednotlivych stupiiti v zavislosti na roztoku

H,0, Control RuPDox Dox RuNPs

Obr. 8.27: Vizualizace poskozeni bunééné DNA

Obdobnych vysledku bylo dosaZeno u stiibrnych nanocastic. Aplikace
nanocastic stribra na bunky vyznamné navysila poskozeni jejich DNA. S nartstajici
dobou piisobeni bylo poskozeni vétsi. Nanocastice zpisobily vyznamné sniZeni
poctu bunék stupné 0 a vyznamné navysSeni poCtu ve stupnich 2 az 4. NavySeni
bylo vétsi s rostouci koncentraci ¢astic a dobou piisobeni [39].

8.8 Analyza klonogenicity

Analyza klonogenicity dava informaci o ucinnosti zkoumané latky na sniZeni
schopnosti bunék tvorit kolonie, které vznikaji délenim bunék a tvori tak své klony.
Za kolonii je povazovan shluk ¢itajici minimalné 50 bunék [40].
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Analyza byla provedena na 3 bunécnych liniich, na nichz se zkoumal uc¢inek
RuNPs, RuPDox a samostatného doxorubicinu. Vizualizované vysledky jsou
na Obr. 8.28, u vSech bunécnych linii byly RuPDox castice nejucinnéjsi v inhibici
vzniku novych kolonii. Samostatné rutheniové ¢astice mély nizkou efektivitu, pocet
kolonii v porovnani s kontrolou se témér nezmensil.

Kontrola RuNPs Dox RuPDox
e -

MDA-MB-231 A2780

UKF-NB-4

Obr. 8.28: Analyza klonogenicity

8.9 Testovani aktivace apoptozy

Apoptéza a nekréza jsou dva druhy bunécné smrti. Apoptdza je bunécna smrt,
kterd je ve velké mire tizena metabolickymi drahami kaspdz, aktivovanymi i
vnéjSimi vlivy. Nekr6za je bunécnou smrti zplisobenou vnéjsi vlivy a faktory a
najejim vzniku se kaspazy témér nepodili. Kusmrceni a rozpadu buniky dochazi
velmi rychle. Velmi ¢astym diisledkem nekrdzy v organismu jsou zanéty.

Apoptéza zplsobena aplikaci roztoki RuNPs, RuPDox a doxorubicinu byla
zkoumana u tfech bunécnych linii. Zelené fluorescencni barvivo CellEvent™ se vaze
na nukleové kyseliny a podle specifického peptidového retézce (DEVD) detekuje
pritomnost kaspaz 3 a 7 odpovidajicich za apoptézu, fluorescencni signal pak
zobrazuje apoptické bunky. Fluorescen¢ni barvivo SYTOX® se vaZe na nukleové
kyseliny vSech mrtvych bunék, z porovnani snimki je pak moZno rozliSit burnky
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celkové - mrtvé a apoptické. Na Obr. 8.29 jsou zachyceny odpovidajici si oblasti
ze svételné mikroskopie, snimky s pouzitim ¢erveného TRITC filtru, a zeleného
filtru FITC. Prirozeny vyskyt apoptozy je vidét ve vSech zkoumanych vzorcich jak
kontrolnich, tak oSetienych roztoky nanocastic i doxorubicinem. Nejvétsi mnozstvi
mrtvych bunék se vyskytuje u bunék oSetrenych RuPDox. CoZ odpovida také
datim z MTT eseje. (Tab. 4.1). Nanocastice pravdépodobné ve zvySené mire
zplsobuji aktivaci kaspaz zodpovidajicich apoptozu. Stimulativné vsak také ptsobi
na celkovy pocet mrtvych bunék, ktery po osSetieni roztoky narlista, nevyssi nartist
je pozorovatelny u bunék po oSetfeni doxorubicinem. Navazani doxorubicinu
na Castice usmrcuje builky ve vétsi mife apopticky, navazané lécivo je vici
organismu Setrnéjsi.
Tab. 8.2: Apoptické a vSechny mrtvé buiiky po oSeti‘eni roztoky

Apoptoéza [%] VSechny mrtvé [%]
roztok MDA- UKF-NB- MDA- UKF-NB-
A2780 A2780
MB-231 4 MB-231 4
Kontrola 1 0 1 3 4 2
RuNPs 11 8 7 15 11 8
doxorubicin 65 65 67 78 71 78
RuPDox 75 68 71 82 69 77
A2780 MDA-MB-231 UKF-NB-4
Svételna Apoptéza Viechny mrtvé Svételnd Apoptéza Viechny mrtvé Svételnd Apoptéza V3echny mrtvé
g

o
&

Obr. 8.29: Apoptéza a celkovy pocet mrtvych bunék

Vliv na apoptdzu a nekrézu byl zkouman u zlatych nanocastic. Byl odhalen
vyznamny narlist apoptézy a nekrézy, pii plsobeni spole¢né s L-buthionin-
sulfoximinem. Pasobeni samostatnych nanocastic zlata nevykazovalo zvySeni
apoptézy a nekrdzy, ackoli byla prokazana aktivace kaspaz zpilisobena
nanocasticemi [41].
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8.10 Fluorescenc¢ni mikroskopie

Oxidacni stres je nerovnovaha v produkci reaktivnich kyslikovych forem a
obranych antioxidantl tkani. Do jisté miry je oxidacni stres ptirozeny, ale pokud je
produkce volnych radikalt vys$i zptlisobuje poskozeni biologickych molekul.
Rozsah oxidac¢niho stresu je kliCovi v poznavani patologii mnoha nemoci a slouZi
pro zhodnoceni dcinnosti 1€kl [42]. Toxicita doxorubicinu je zplsobena tvorbou
volnych radikald a naslednym zvySenim oxidac¢niho stresu. Ddle se na jeho toxicité
podili peroxidace lipidii, mitochondridlni disfunkce a aktivace proapoptickych
signald. [43].

Pro zhodnoceni oxida¢niho stresu byla pouZita fluorescen¢ni mikroskopie
s vyuzitim fluorescencni barvy Hoechst®, jeZ se vaZe na bunécna jadra, a CellROX®,
indikujici bunécny stres. Pro vyhodnoceni bylo u kazdé linie pouZito fize dvou
obrazi - zemisnich filtri modrého DAPI pro Hoechst®, zeleného FITC
pro CellROX®.

U bunécné linie A2780 (Obr. 8.30), byl jiz u kontrolniho vzorku vysoky
oxidacni stres, k jeho zvySeni doslo po podani RuNPs. Naopak u vzorki po oSetieni
RuPDox a samotnym doxorubicinem doSlo ke sniZeni oxida¢niho stresu, tento
pokles je vyraznéjsi u RuPDox, ackoli v nékolika z takto oSetfenych bunék byl
prokazan doxorubicin, ktery oxidalni stres vyvolava. Po podani samotného
doxorubicinu k jeho detekci v buiikach nedoslo.

Kontrola

.
—nnes Y * S —

Obr. 8.30: Tvorba volnych radikalt u A2780, méritko 20 pm

U bunécné linie UKF-NB-4 (Obr. 8.31) se u kontrolniho vzorku projevoval
prirozeny oxidacni stres, kjeho navySeni doSlo po aplikaci RuNPs i RuPDox.
U bunék oSetrenych doxorubicinem byl oxidalni stres srovnatelny s kontrolnim
vzorkem. Po aplikaci RuPDox, byl ve vSech bunkach detekovan doxorubicin, k jeho
detekci u nékolika bunék doslo i u bunék po aplikaci samotného doxorubicinu a
RuNPs. U bunék oSetfenych RuNPs by doxorubicin detekovan byt nemél, jelikoz se
tu nevyskytoval, jde o pozorovani autofluorescence téchto bunék. U bunék

oSetrenych RuPDox byla fluorescence doxorubicinu mnohem vyraznéjsi.
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Obr. 8.31: Tvorba volnych radikalii u UKF-NB-4, méritko 20 pm

U Kkontrolniho vzorku MDA-MB-231 (Obr. 8.32) byl opét detekovan
prirozeny oxidacni stres, ktery byl po aplikaci RuNPs a doxorubicinu srovnatelny,
po aplikaci RuPDox doslo k jeho vyraznému zvysSeni. Zaroven byl ve vSech burikach
po aplikaci RuPDox detekovan doxorubicin.

Kontrola -

(N ®

Il

Obr. 8.32: Tvorba volnych radikalt u MDA-MB-231, méritko 20 pm

U linif UKF-NB-4 a MDA-MB-231 byl prokazan vyssi oxida¢ni stres u bunék
po oSetfeni RuPDox, zarovenn byl v bunkach prokazan i doxorubicin - cerveny
TRITC filtr. Po podani RuPDox dochazi k pronikani doxorubicinu diky
nanocasticim do bunék, a tak se zvySuje i oxida¢ni stres jim vyvolany.

U bunék linii A2780 a MDA-MB-231 oSetfenych samotnym doxorubicinem
nedochazelo k detekci doxorubicinu, v disledku ¢ehoz nedochazelo k navyseni
oxidac¢niho stresu. Pri¢inou je pouZzitd koncentrace doxorubicinu odpovidajici ICso
RuPDox, kterd neni dostatecnd (viz. Obr. 8.17 a Obr. 8.20) pro doxorubicin u téchto
linif dostate¢nd a 1éc¢ivo proniknuté do bunék a zplsobujici oxida¢ni stres neni
pfi fluorescen¢ni mikroskopii viditelné. Pro linii UKF-NB-4 je tato koncentrace
dostate¢na (viz. Obr. 8.23) a k detekci 1é¢iva v bunikach oSetfenych nenavazanym
doxorubicinem dochazi.

52



Naopak u linie A2780 byl oxidac¢ni stres bunék po oSetieni RuPDox nizsi
nezu ostatnich vzorkd. Vbunkach bylo detekovano jen nepatrné mnoZstvi
doxorubicinu, je mozné, Ze ¢astice do téchto bunék hiife pronikaji.

Oxidacni stres je prirozeny fyziologicky proces. MoZnosti jeho stimulace ¢i
inhibice davaji nové moznosti pri 1é¢bé tumorl a v rozvoji protinddorové terapie
na bazi ROS [44]. Stimulaci oxida¢niho stresu se vyuZiva u nanocastic zlata
zplUsobujicich zvySeny oxida¢ni stres vbuiilkdch nadoru plic s nizkym
intracelularnim glutathionem [41]. U bilirubinovych nanocastic s doxorubicinem
se vyuziva stimulace laserem. Po ozareni dochazi ke zvySeni intracelularniho
stresu a k cilenému uvolnéni 1éc¢iva [45]. Antagonicky bylo oxida¢niho stresu
vyuzito u nanocastic oxidu Zeleza funkcionalizovanych kyselinou kdvovou. Ty maji
naopak schopnost sniZzovat oxidacni stres, kdy vyrovnavaji tvorbu reaktivnich
forem Kkysliku uvnitt bunék. Jejich antioxida¢ni vlastnosti naristaji s vyssSimi
koncentracemi nanocastic [46].
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9 ZAVER

Tato diplomova prace seznamuje obecné s nddorovymi onemocnénimi, pricemz se
vice vénuje nadoriim prostaty, prsu a neuroblastomu, jakozto nej¢astéjSim typtim
umuzli, Zen a déti. Seznamuje s mozZnostmi lécby téchto onemocnéni, kde se
zameéiuje na chemoterapii.

Uvadi cytostatika, ktera se béZné wuzivaji v onkologii a predstavuje
cytostatika na bazi kovi a jejich vyuziti jak v terapii, tak diagnostice. Teoreticka
¢ast kon¢i seznamenim s rutheniem a moZnostem jeho uplatnéni v onkologii.

V praktické c¢asti byly syntetizovany, modifikovany a detailné
charakterizovany nanocastice a pracovalo se tfemi nadorovymi bunéénymi liniemi
a jednou nenadorovou linii, na nichZ se testovaly ucinky nanocastic. Bylo
provedeno testovani cytotoxicity, genotoxicity, hemokompatibility, indukce
apoptdzy a tvorby volnych radikald vznikajicich plisobenim nanocastic.

V praci byla zhodnocena statistickd vyznamnost namérenych vysledkl a
porovnani dosazenych vysledkd toxicity rutheniovych nanocastic s klinicky
pouzivanou cisplatinou.
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Seznam symbolt, veli¢in a zkratek

AIDS
CaCl2-2H20
CaCl2-4H20
CDDP

DNA

DMSO

Dox

EDso

EPR

FDA

H20:2

hod

ICs0

HIV

kx

KClI
KP1019

LDso

M

mg
MgCl2-6H20
min

ml

ul

mM
MTT
NaBH4
NaCl
NAMI-A

Na
NaHCOs3
NazHPO4
Na2S04

syndrom ziskané imunitni nedostatecnosti
dihydrat chloridu vapenatého

hexahydrat chloridu vapenatého
cis-diamindichloroplatina, cisplatina
deoxyribonukleova kyselina

dimethyl sulfoxid

Doxorubicin

ucinna davka pro 50 % populace

efekt zvySené permeability a retence

Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (Food and Drug Administration)
peroxid vodiku

hodina

50% inhibi¢ni koncentrace

virus lidské imunitni nedostatec¢nosti
tisickrat

chlorid draselny

indazolium/sodium trans-[tetrachloridobis(1H-
indazol)ruthenity(I1I)]

litr

smrtelna davka pro 50 % populace

mol

miligram

hexahydrat chloridu horec¢natého

minuta

mililitr

mikrolitr

milimol

Thiazolylova modf, Tetrazolium bromid
tetrahydroboritan sodny

chlorid sodny

imidazolium trans-[tetrachlorido(1H-imidalzol)S-
dimethylsulfoxidu)-ruthenitého(III)]

sodik

hydrogen uhli¢itan sodny
hydrogen fosforecnan sodny
siran sodny

Na2S04-10H20dekahydrat siranu sodného
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nm
NPs
PEG
POES
PSA
PVP
TDso
TEM
TI

Tris
ROS
Ru
RuPDox
RuNPs
WHO

nanometr

nanocastice

polyethylen glycol
polyoxyethylen(40)stearat
prostaticky specificky antigen
polyvinylpyrolidon

toxicka davka pro 50 % populace
transmisni elektronovy mikroskop
terapeuticky index

Trizma® (TRIS base)

reaktivni formy kysliku

ruthenium

modifikované rutheniové ¢astice s Doxorubicinem
rutheniové nanocastice

Svétova zdravotnicka organizace
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