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Abstrakt:

Teranostika spojuje dvé medicinska odvétvi, a to diagnostiku a terapii. Umoznuje
v jednom kroku transport 1éciva a diagnostické zobrazovaci ¢inidla. Pro teranostické aplikace
lze vyuzit riizné nosice, jako jsou nanocastice, nanotrubky, lipozomy, apoferitin a jiné.
Apoferitin (APO) je protein z rodiny feritint, ktery se vyznacuje prazdnou kavitou, do které
1ze uzaviit, neboli ,,enkapsulovat®“ 1é¢ivo. Enkapsulace probiha pomoci zmény pH, kdy pfi
snizeni pH dojde k rozpadu struktury APO a pfi opetovném zvyseni pH se jeho struktura opét
sestavi. APO lze ruzné povrchové modifikovat, ¢imz je mozné dosahnout cileného transportu
naptiklad Kk proti nadorovym bunkam. V praci je popsadn postup piipravy cileného
nanotransportéru za vyuziti APO, charakterizace vSech meziprodukti pii jeho piipravé
anasledné byly popsany in vitro a in vivo experimenty. Bylo zjisténo, Zze nami vytvotreny
nanotransportér plni svoji funkci cileného dopravovani 1é¢iva k nadorovym buikam
a soucasn¢ byla diky enkapsulaci snizena toxicita 1éCiva na okolni tkan a organy.

Klicova slova:

Teranostika, apoferitin (APQO), doxorubicin (DOX), cileny transport

Abstract:

Theranostics is connecting two medical branches, diagnostic and therapy. It enables
transport of drugs and diagnostic imaging in one step. Nanoparticles, nanotubes, lipozomes or
apoferritin can be used as platform for targeted transport. Apoferritin (APO) is a protein from
ferritin family, which is characterized by an empty cavity. Is possible encapsulate some cargo
(e.g., drug) into this cavity. Encapsulation is done by pH change. There is a possibility to
modify APO surface. It causes targeted transport to for example cancer cells. In this study,
process of preparation of targeted nanotransporter based on APO is described; next, its
characterization by in vitro experiments is shown. The prepared targeted nanotransporter
delivered drug to cancer cells and in the same time was decreased toxicity on surrounding
tissue and organs.

Key words:

Theranostics,  apoferritin (APO), doxorubicin (DOX),  targeted  transport
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1 UvOoD

Zobrazovaci techniky jsou metody vyuzivané v oblasti biochemie a mediciny
k zobrazovani tkani a bunék, jejich pfiblizeni a podrobn&jSimu zkoumani povrchovych
struktur, vnitini anatomie, pfipadné dalSich potieb. Zejména v oblasti mediciny zobrazovaci
techniky napomahaji k zachyceni odchylek od normalniho stavu, identifikace problému
v organismu, nebo k diagnostice onemocnéni nebo uréitych abnormalit v organismu. Tim Ize
urychlit vyfeSeni daného problému a zvoleni vhodné 1éCby.

Lékarské zobrazovani zaznamenalo v poslednich dvou desetiletich zna¢ny rozmach.
Zatimco v prvni poloviné dvacatého stoleti byl jedinou dostupnou zobrazovaci technikou
vyuzivanou v Iékafstvi rentgen, dnes se bézn¢ vyuziva cela skala zobrazovacich technik, které
poskytuji informace o anatomii, fyziologii, metabolismu a funkci organismu. Mezi
nejpouzivanéj$i zobrazovaci techniky Vv 1ékafském zobrazovani tadime ultrazvuk (UZ),
rentgen, rentgenovou pocitacovou tomografii (CT), nuklearni magnetickou rezonanci (NMR),
jednofotonovou emisni tomografii (SPECT) nebo pozitronovou emisni tomografii (PET).
Vsechny tyto zobrazovaci metody jsou zalozeny na pokrocilych technologiich. Dilezitou roli
zde hraji senzory a vypocetni technika. Lékaiské zobrazovaci techniky spojuji nékolik oblasti,
jako je matematika, fyzika, chemie, vypocetni technika [1].

V poslednich letech je pozornost ve velké mife vénovana fluorescencnim zobrazovacim
metodam, které vyuZivaji latky s vhodnymi optickymi vlastnostmi. Témito metodami Ize
docilit napfiklad oznaovani konkrétniho objektu v organismu (nadoru, organu).
Fluorescen¢ni latky pouzivané nejen pii fluorescenénich zobrazovacich metodach (fluorofory)
musi spliiovat urcité podminky, jako je dobré prozaieni tkdné a také musi mit vhodnou
velikost, ktera by méla byt n€kolikanasobné mensi, nez pozorované buiky. V poslednich
letech zaziva velky rozmach in vivo zobrazovani pomoci zafizeni, kterd s vyhodou kombinuji
v jednom kroku zobrazovani pomoci rentgenového zafeni a fluorescence (luminiscence,
radioizotopt). Rentgenovy a fluorescencni zaznam je poté spojen v softwaru a lze z ngj
vyhodnotit polohu a intenzitu fluorescence fluoroforu, ktery prosel skrze tkan [2].

Nanomaterialy jsou Castice o velikosti nékolika desitek az stovek nanometrt. Na rozdil od
atomii a molekul maji nanomaterialy specifické optické, -elektronické, magnetické
a biologické vlastnosti. Mohou byt navrzeny tak, aby mély rtizné tvary — koule, trubky, pory,
chemické slozeni, chemické vlastnosti a jiné. Nanomateridly byvaji nejcastéji vyrobeny

z kovti nebo oxidu kovd, silikati, polymert, uhliku, lipidd nebo biomolekul [3]. Vzhledem ke
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svym vlastnostem a Sirokému spektru vyuziti jsou nanomateridly vyhledavany v mnoha
oblastech, mezi n¢z se tadi elektronika, primysl a pfedev$im medicina. Mezi nejznamé;jsi
nanomaterialy se fadi nanocastice kovli nebo nanotrubky, avsak velkd pozornost je vénovana
take kvantovym teckam [4].

Nanomedicina je definovand jako vyuzivani nanocéstic pro diagnostiku, monitoring
fyzikélnich a patologickych procest, nebo pro lécbu a kontrolu biologickych systémd.
Nanocastice zde mohou slouzit jako nosice 1éCiv, které jsou navrzeny tak, aby piekonavaly
nekteré mechanismy rezistence bunck k 1éku. Dale bylo pozorovano snizeni vedlejsich u¢inka
1é¢iva na okolni tkan. V soucasné dobé bylo vynalozeno mnoho usili pro spojeni odvétvi
terapie a diagnostiky onemocnéni. Tento jednotny obor se nazyva teranostika [3].

Slovo teranostika odkazuje na spojeni diagnostiky onemocnéni s terapii. Jejim hlavnim
cilem je diagnostikovat a 1é¢it onemocnéni v pocatecni fazi, kdy je nejvétsi pravdépodobnost
uspesné 1écby. Tim, Zze kombinuje terapeutické a diagnostické funkce, umoziuje teranostika

sledovat pokrok a u¢innost 1é¢by v realném case [5].
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2 LITERARANI PREHLED

2.1 Nanotransportéry

wewvr

onemocnéni, pii kterém se nekontrolovatelné mnozi bunky. Podnéty, které ovliviiuji vznik
tohoto onemocnéni, jsou zalozeny jak na genetickych predispozicich, tak i na zivotosprave.
Sance na vylééeni nejsou vzdy stoprocentni, proto se neustale hledaji novéjsi a G&inn&jsi
metody, které by v boji s rakovinou mohly pomoci k aspésné 1é¢bé. Mezi bézné podavana
1é¢iva patii doxorubicin, ktery se vyuziva pro 1é¢bu rtiznych typu rakoviny [6, 7]. Jedna se
ovelmi ucinné antracyklinové cytostatikum. Jeho ucinky jsou omezeny Vysokou
kardiotoxicitou, kterou se toto 1é¢ivo vyznacuje. Pti piekroeni kumulativni davky, ktera se
pohybuje v rozmezi 300 — 550 mg/m?, se zvysuje riziko vyskytu srde¢nich onemocnéni [8].
Nanotransportéry jsou jednou z moznosti, jak zefektivnit 1é¢bu diky cilenému transportu
1é¢iva. Nanotransportéry jsou latky, které jsou schopny enkapsulovat, nebo ho navézat na svij
povrch a dopravit ho pfimo k postizené tkani. Mezi nejCastéj$i nanotransportéry se fadi
nanodastice [9], apoferitin [10], lipozomy [7]a nanotrubky nebo fullereny [11]. Uginnost
enkapsulace do riiznych nanotransportérii lze monitorovat napiiklad pomoci kapilarni
elektroforézy za pouziti UV a fluorescenéni detekce, HPLC, elektrochemickou detekci nebo
pomoci hmotnostniho spektrometru [7, 12, 13]. Nanotransportéry pro cileny transport by mély
mit velikost od 20 do 100 nm, diky ¢emuZz mohou vstupovat do nadori zvétSenymi pory
v krevnim fecisti nadoru [14] Dale maji schopnost vazby na povrchové receptory nadorovych
bun€k[15]. Mezi hlavni vlastnosti, které by nanotransportéry mély mit, se fadi i) schopnost
enkapsulace vysokych koncentraci aplikovaného 1éc¢iva, i1) schopnost efektivniho cileni na
nadorové nebo jinak nemocné bunky, iii) minimalni dopad aplikovaného 1éciva na zdravé
buriky, iv) schopnost uvoliovani Ié¢iva u nadorovych bunék a v) vysoka detekovatelnost pti
zobrazovani, ktera umozni sledovat pribéh 1ééby v realném case [16]. Rozdéleni

nanotransportérii je zobrazeno na obrazku ¢. 1.
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Nanotransportéry

t Anorganické

— 71 T 1

Kovové Polokovové Nekovové Uhlikové Lipidové Polymerni Proteinové Virové
R ddo
b : R
9 R
9 -
e -
oY
Zlaté Kvantové Hydroxyapatit Fulleren Lipozom Nanogel Apoferitin Virova
nanocastice tecky kapsida

Magnetizovatelné Castice z Trubky Micela Polymerzom
Castice oxidu kiemicitého

Obrazek 1: Rozd¢leni nanotransportéru (pfevzato a upraveno) [12].

2.1.1. Proteinové nanotransportéry

Mezi komeréné vyuzivané proteinové nanotransportéry lze zatadit naptiklad bovinni
sérovy albumin. V krvi je albumin protein s nejvyssi koncentraci ( 40 g/l). Dokaze na svij
povrch navazat vétsinu 1é¢iv véetné DOX [8]. Apoferitin (APO) je jednim z nov¢ testovanych
nanotransportéri. Jedna se o protein, ktery je tvofeny z feritinu. Feritin slouzi jako hlavni
zasobarna zeleza ve tkanich a dale jako detoxikaéni oligomerni protein. Jeho hlavnim ukolem
je zabranit Skodlivému hromadéni Zeleza v organismu tak, Ze vychytava volné ionty Zeleza a
chrani tak intraceluldrni prostfedi proti toxickému ucéinku téchto volnych ionth. Vétsi
koncentrace ionti zeleza mize mit za nasledek denaturaci proteint [17]. APO vznikne po
odstranéni Zeleza z feritinu. Vytvofi se struktura, ktera ma uvniti kavitu, do které Ize navazat
napiiklad 1é¢ivo. Enkapsulaci 1ze provadét zménou pH, kdy po okyseleni dojde k rozvolnéni
struktury APO, nasledné se navaze 1é¢ivo a zménou pH na zésadité se struktura APO opét
sestavi. Tim docilime niz§i toxicitu navazaného 1é¢iva na okolni tkan a dojde ke snizeni
negativnich G¢inku 1é¢iva [13]. Hlavni vyhodou APO je jeho rychly prinik do buniky [18].
APO ma hlavni uplatnéni v mediciné, diagnostice, farmaceutickém primyslu, ale takeé
naptiklad pii elektronickych aplikacich [19]. Déle je jeho hlavni vyhodou velikost, vysoka

stabilita a specialni struktura [10]. Schéma enkapsulace je znazornéno na obrazku 2.
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Obrazek 2: Schéma enkapsulace urcité latky dovniti struktury APO (pfevzato a upraveno)
[13].

2.1.2 Lipidové nanotransportéry

Mezi tento typ nanotransportéri se tadi lipozomy. Jedna se o fosfolipidovou
membranu, kterd ohranicuje dutinu, do které lze uzavtit 1é¢ivo. Nej€astéji vyuZzivanou latkou
pro vyrobu lipozomt je fosfatidylcholin, neboli lecitin, coz je latka télu vlastni. Lipozomy
mohou slouzit bud’ jako transportni médium (vektor), nebo jako distribu¢ni model
v biofarmacii a biofyzice [20]. Hlavni vyhodou lipozomu je jejich schopnost prostupovat
i pfes neporusené povrchové struktury a dodavat tak 1é¢ivo do hlubSich vrstev tkani.
Lipozomy jsou jedinym z nanotransportért, ktery je komeréné vyrabény. Lipozomalné

vazany doxorubicin se prodava pod komerénim nazvem Myocet [7].

2.1.3 Anorganické nanotransportéry

Anorganické nanotransportéry se obecné dale déli na i) kovové, ii) polokovové, iii)
nekovové a iv) uhlikové. Mezi nejcastéji pouzivané kovové nanotransportéry patii rizné typy
nanocastic. Velikost nanocastic je ptiblizné 6 — 50 nm. Mezi hlavni vyhody nano¢astic obecné
se fadi predevsim schopnost vazby riznych organickych molekul, dale se vyznacuji velmi
dobrymi optickymi vlastnostmi a nizsi toxicitou [21]. Cileny transport 1é¢iv pomoci
nanocastic probiha zejména diky povrchovym modifikacim, které umoziuji vazbu léciva.
Lécivo se z nanocastic uvolni pomoci zmény pH. Nejcasteji pouzivanymi nanoc¢asticemi jsou
zlaté nanocastice [22]. Polokovové nanotransportéry piedstavuji predev§im kvantové tecky.
Jejich velikost se pohybuje kolem 20 nm a mezi jejich hlavni vyhody se fadi pfedevsim jejich
optické vlastnosti (napf. Siroké absorpéni spektrum, dlouhd doba fluorescence a vysoka
fotostabilita) [23]. Mezi nekovové nanotransportéry lze zaradit napiiklad nanocastice na bazi
oxidu kfemicitého [24]. Jako uhlikové nanotransportéry se nejcastéji vyuzivaji nanotrubky,
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fulereny, nanodiamanty, nanotecky nebo grafenové derivaty [25]. Nanotrubky jsou pro své
unikatni elektronické, chemické a mechanické vlastnosti vyuzivany v mnoha oblastech. Jsou
tvofeny z valclh atom uhliku o velikosti né€kolika nanomentri v priméru a mnoha
mikrometri na délku. Vyskytuji se dva druhy nanotrubek a to jednosténné uhlikové
nanotrubky (SWNTs) a vicesténné uhlikové nanotrubky (MWNTs). SWNTs maji jedinecné
elektrické vlastnosti a mohou se chovat bud’ jako kovy, nebo jako polovodice [26]. Strukturu

uhlikovych nanotrubek Ize vidét na obrazku ¢. 3.

SEM HV: 15.00 kV WD: 5.999 mm MIRAW TESCAN
-~

View field: 2.889 ym  Det: InBeam 500 nm
SEM MAG: 75.00 kx  Date(m/dfy): 03/30/17 LabSensNano n

Obrazek 3: Uhlikové nanotrubky charakterizované pomoci SEM.

2.2 Nanomedicina

Pojem nanomedicina lze vysvétlit jako pfistup védy a inzZenyrstvi k biologickym
aplikacim a to na trovni nanometrti [27]. Hlavnim cilem nanomediciny je selektivé dopravit
l1é¢ivo k cilovému mistu. Vyhody cileného transportu jsou zvySend efektivita a snizené
vedlejsi ucinky [28]. Toto odvétvi ma za ukol zlepSit rovnovahu mezi Géinnosti a toxicitou
terapeutickych zasahti. Kromé¢ toho, Ze se nanomedicina vyuziva pii cileném transportu 1éCiv,
zacind se objevovat i ve spojitosti se zobrazovacimi technikami. Jednd se o spojeni terapie
a diagnostiky, ¢emuz se zkracené¢ iikd teranostika. V nanomediciné se vyuZivaji nosné
materialy, jejichz cilem je zlepsit distribuci podavanych 1é¢iv. Mezi tyto nosice se nejcastéji
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fadi lipozomy, polymery, micely a v neposledni fad¢ nanocastice [3]. Nanocastice umoziuji
vytvoftit vodny roztok 1éCiv, které jsou za normalnich podminek velmi Spatné rozpustné a jsou
urceny pro intravenozni aplikaci. Nemusi se pii tom vSak vyuzivat nezadoucich rozpoustédel
[29]. Pouzivanim téchto nanomateriali lze docilit zvySeni koncentrace aplikovaného 1é¢iva
Vv okoli naddorovych bun¢k. Celkovd davka aplikovand pacientovi je pfitom vyrazné nizsi.
Toto je zptsobeno delsi dobou ptitomnosti nanocastic v okoli nadoru, protoze se nevraci zpét
do krevniho fecisté tak, jak je to u volnych molekul aplikovaného 1é¢iva [30]. Nanocastice 1ze
povrchové modifikovat napiiklad peptidem nebo protilatkou a ziskat tak cileny transportér.
Enkapsulaci 1é¢iva lze dosahnout vyss$i specifity, biokompatibility a delsi doby
skladovatelnosti [31, 32]. V pribéhu nékolika poslednich let byla diky spojeni nékolika
riznych odvétvi, jako je chemie, biologie, farmacie a medicina navrzena ftada
nanotransportéri, které lze vyuzit v teranostice [3]. V porovnani s makromolekulami jako
jsou enzymy nebo receptory jsou nanocastice pro cileny transport 1é¢iv podobné veliké a
zaroven jsou mens$i nez lidské buiikky a organely. Pokud jsou nanoc¢éstic mensi nez 50 nm,
snadno prochazeji do builky. Nanocastice mens$i nez 20 nm prochazeji sténou cév, coz
umoziuje interakci s biomolekulami na povrchu a uvnité bunék. Casto se tak déje bez
ovlivnéni jejich chovani a biochemickych pochodi [33]. V tabulce 1 Ize vidét porovnani dvou

ruznych platforem pro vyuziti v nanomedicing.

Proléciva Nanomedicina

Mensi povrch Vetsi povrch
Omezené moznosti vazby cilicich latek Vic mozZnosti vazby cilicich latek
Znama koncentrace 1éciva Nutnost definovat obsah 1é¢iva
Monodisperzni Polydisperzni

- Enkapsulace

Tabulka 1: Srovnani vlastnosti platform pro nanomedicinu (pfevzato a upraveno) [12].

2.3 Teranostika

Pojem teranostika byl poprvé vysloven v roce 2002 Funkhouserem. Teranostika umoziuje
transport 1é¢iv a diagnostickych zobrazovacich ¢inidel v jedné aplikaci [5]. Spojeni téchto
dvou odvétvi je vyznamné piedev§im u heterogennich onemocnéni. Mezi tyto se tadi
napiiklad aterosklerdza, kardiovaskularni, degenerativni a v neposledni fadé nadorové

onemocnéni. Nadorova onemocnéni piedstavuji velkou skupinu heterogennich onemocnéni.
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Nadorové bunky si mohou snadno vyvijet rezistenci proti aplikovanym 1é¢iviim. Z tohoto
divodu je nutné modifikovat 1éCbu a strategii cileni 1é¢by, aby bylo v budoucnu mozné
sestavit terapii pfimo pacientovi na miru [34]. Pied zahajenim 1é¢by je nezbytné provést
diagnostické zobrazovani pro pochopeni bunééného fenotypu a heterogenity nadoru. Pro
teranostické aplikace je dulezité vybrat vhodné nosice, coz mohou byt napiiklad
nanomaterialy [35]. Na n¢ lze navézat terapeutické a diagnostické agens, ¢i ligandy, jeZ zajisti
cileny transport k nadorovym bunkam. Cilenym transportem lze dopravovat i vice 1é¢iv
soucasné [20]. Cileni je mozno provadét aktivni, nebo pasivni formou. Pii aktivnim cileni se
vyuziva riznych protilatek, at’ uz monoklondlnich, nebo polyklonélnich. Pti pasivnim cileni je

vyhodou moznost vyuziti jedineénych vlastnosti bunék a krevniho fecisté [36].

2.4 Doxorubicin (DOX)

DOX je nejCastéji vyuZivané chemoterapeutické 1é¢ivo pro lécbu riznych druht
nadorovych onemocnéni. Jednd se antracyklinové antibiotikum, které diky své struktuie
vykazuje fluorescenci [6, 37]. Vyuziva se k 1é¢b¢ Siroké Skaly nadorovych onemocnéni, jako
je neuroblastom, osteosarkom, rakovina prsu, rakovina §titné zlazy, maly karcinom plic, jater,
akutni lymfoblasticka leukémie ¢i karcinom jicnu. Je dobfe rozpustny ve vodé a ziskava se
izolaci z bakterie Streptomyces peucetius var. Caesius. DOX je oznaCovan za léCivo
s vysokou toxicitou, zejména je pak spojovan s rozvojem kardiotoxicity, ¢imzZ je omezeno
jeho vyuzivani pii 1é€bé. Vzhledem k planarni struktufe antracyklinového kruhu je DOX
schopen se interkalovat do dvousroubovice DNA a zasahovat do amplifika¢niho procesu. Tim
se nasledné tvofi sekvencné specifické DNA adukty, které jsou vysoce citlivé na $tépeni
topoizomerédzou Il. Jednim z negativnich G¢inki DOX je schopnost tvofit reaktivni formy
kysliku, které vedou k oxida¢nimu stresu, ktery nasledné negativné ovliviiuje srde¢ni tkan.

Cytotoxicitu DOX lze snizit pomoci enkapsulace [8].

2.5 Zobrazovaci metody

2.5.1 Historie zobrazovacich metod v mediciné

Prvni rozvoj radiologie jako medicinského oboru zacal jiz v prvnim desetileti 20. stoleti,
kdy Conrad RoOntgen v roce 1895 objevil rentgenové zareni. Béhem 2. svétové valky byl
rozvoj radiologie urychlen, jelikoz bylo zapotiebi naléhavého a rychlého vySetfeni cetnych

zranéni vojakd. S rozvojem vypocetni techniky dochdzi i1 krozvoji metod vypocetni
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tomografie (CT), zobrazovani magnetickou rezonanci (MRI), ultrazvukové diagnostiky
a dalsich technik. Drive radiologie pracovala se zdznamem rentgenového zéafeni na
fotografickém filmu umisténém ve specialni kazeté a expozice trvala az 11 minut, coz mélo za
nasledek zatézovani organismu. Dnes je snimek zhotoven za nékolik milisekund a expozice
¢ini 2 % tehdejsi zatéze. V minulosti se také vyuzivalo fluorescen¢nich stinitek. Ta lékaftim
umoznovala pozorovat obraz v realném case, avSak l¢kafi byli vystaveni nezadouci expozici
rentgenového zareni. Kromé fluorescencnich stinitek se vyuzivalo a dodnes se stale vyuziva
kontrastnich latek, které slouzily k lepsi vizualizaci orgdnt a krevniho fecisté. Tyto latky se
zpocatku aplikovaly oralné€ nebo vaskularné. Az v roce 1955 byl pieveden rentgenovy obraz
V realném ¢ase na monitor prostiednictvim kamery, ¢imz se snizila davka zareni, kterému byl

vystaven 1ékat [38].

2.5.2 Klasifikace zobrazovacich metod v mediciné

Zobrazovaci metody se rozdéluji do riznych skupin podle toho, zda poskytuji
informaci anatomickou, fyziologickou, nebo funkéni. Dale se také zobrazovaci metody d¢li
podle umisténi zdroje energie na i) externi, kde jde zdroj energie umistén mimo zobrazovany
organ (naptiklad rentgen), ii) interni pasivni, kdy zdroj energie je jiz uvnitf pacienta
(naptiklad termografie), iii) interni aktivni, kde zdroj energie vpravime do zobrazovaného
organu (naptiklad nukleadrni zobrazovaci metody) a iv) kombinované, kdy vnéjsi zdroje

energie excituji vnitini (napfiklad magneticka rezonance) [39].

2.5.3 Riziko pro pacienta

Zobrazovaci metody by pro pacienty nemély predstavovat zadna zdravotni rizika,
pokud je to mozné. Mezi takové metody se fadi termografie a ultrazvuk. Tyto metody se
hojné vyuZivaji pro preventivni vySetfeni. Oproti tomu metody vyuzivajici ionizujici zafeni,
jako je napiiklad CT nebo nuklearni zobrazovaci metody vzdy jisté riziko ptedstavuji.
U téchto vySetfeni je doporuceno, aby jich pacient absolvoval jen nékolik za rok, aby nebyla
pfekro¢ena nebezpecna davka zafeni. Pfed vySetienim pomoci téchto metod je tfeba zvazit
o¢ekavany piinos v porovnani s negativnimi dusledky. BéZzné je i vyuziti kontrastnich latek,
které se do organismu vpravuji prevazné injekéné. Tim se zvysi kvalita ziskaného obrazu, ale

zvySuje se zde i riziko nezadoucich Gé¢inku [1]. V tabulce €. 2 lze vidét typické hodnoty
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efektivnich davek pro vybrana konvencni rentgenova a CT vySetfeni. V tabulce ¢. 3 Ize

vidét prehled rizika pii ozafeni témito malymi davkami.

Typické efektivni
Diagnosticky vykon
davky (mSv)
Koncetiny a klouby <0,01
Plice 0,02
Lebka 0,07
Rentgenové Mamografie 0,1
vySetieni Bficho 1,0
Bederni patet 1,3
Vysetfeni zaludku 3
Irigoskopie 7
CT hlavy 2,3
CT vySetieni CT hrudniku 8
CT bficha a panve 10

Tabulka 2: Hodnoty efektivnich davek pro rentgenové a CT vySetfeni (pfevzato a upraveno

z www.sujb.cz).

Velikost efektivni davky Riziko

Nizsi nez 0,1 mSv Zanedbatelné
0,1 mSv —1 mSv Minimalni
1 mSv —10 mSv Velmi nizké

10 mSv — 100 mSv nizké

Tabulka 3: Mozna rizika pii ozafeni malymi davkami zafeni (pfevzato a upraveno

z www.sujb.cz).

2.5.4. Rentgenové zobrazovani

Rentgenové vySetieni se vyuziva zejména pro vySetfeni kosti a hrudni dutiny véetné
plic a jedna se o jednu ze zakladnich metod. Po podani vhodné kontrastni latky Ize zobrazovat
pomoci rentgenového zobrazovani také cévy a Zily €i travici trakt. Rentgenové vysetieni Ize
také vyuzivat béhem operace. Jedna se o asi nejcastéjsi zobrazovaci techniku, kdy obrazy maji

vysoké prostorové rozliSeni a vyborny kontrast mezi mékkou a tvrdou tkéni. Hlavni
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nevyhodou rentgenového zobrazovéni je radiacni zatéz na organismus, Spatny kontrast pfi
zobrazovani mé&kkych tkani a 2D projekéni zobrazeni. Toto zobrazeni nedava prostorovou
informaci a navic mohou byt nékteré zobrazované Casti zastinéné [40].

Kontrast na rentgenovém snimku je zptisoben rozdilnym pohlcovanim rentgenového zaieni
v tkéni. Paprsky, které prochazi tkani piimo, se nazyvaji primarni a jsou pouzitelné
k zobrazovani. Sekundarni zafeni neboli druha ¢ast je béhem pruchodu télem nahodné
rozptylena a zptusobuje Sum v obraze a radiacni zatéz. Zbytek zateni je pohlcen okolni tkani.
U klasickych pfistroji je obraz vétSinou zaznamenavan na fotograficky film. Pro zvyseni
citlivosti a snizeni potiebné davky zafeni se vyuziva vrstev specialnich luminofort ziskanych
vétsinou ze vzéacnych zemin, které s vysokou ucinnosti pfeméiuji rentgenové zateni na

viditelné [40].

2.5.5. Ultrazvuk

Jedna se o velmi casto vyuzivanou zobrazovaci metodu, kterd nemd zadnd znama
rizika. Dostupnost ultrazvukovych skenert je pomérn¢ dobra a také jsou tyto pfistroje dobie
premistitelné ¢i prenosné. Ultrazvuk vysila ultrazvukové impulsy a rekonstruuji obraz tkané
na zaklad¢ pfijatych signali odraZzenych od rozhrani mezi tkanémi a malymi strukturami. Je
mozné ziskat jak anatomické informace, tak i napiiklad informace o rychlosti toku krve.
Hlavni nevyhodou ultrazvuku je jeho hors§i obrazova kvalita, maly kontrast mezi tkanémi
a nemoznost proniknout jak vzduchem, tak kosti, coZ zapfi¢inuje nemoznost zobrazeni mnoha
vnitinich organt. Ultrazvuk se nejvice vyuZzivd v gynekologii (vCetné vySetfovani prsu
a plodu), zobrazovani §titné zlazy, kardiologii, zobrazovani organti v dutin€ bfisni (ledviny,
jatra, moCovy meéchyft, slinivka), sledovani priichodnosti cév, ¢i navigaci pii biopsii.
Standardni ultrazvukové zobrazovani je dvourozmérné, avsak existuji 1 3D systémy zaloZené

bud’ na mechanickém naklapéni sondy, nebo ne 2D matici ménici [41].

2.5.6. Pocitacova tomografie

CT je zobrazovaci technika umoziujici ziskat za pomoci (rentgenovych) projekci
z vice smért 3D obraz. Rentgenovou tomografii vynalezl v roce 1972 Godfrey Hounsfield. Za
tento objev ziskal v roce 1979 Nobelovu cenu. Tomografie vytvaii jako obraz sérii fezi, kdy
kazdy tez je tvofen matematickou rekonstrukci predmétu ze znalosti praméth z riznych

smérii. Nevyhodou rentgenové tomografie je vyssi davka zafeni. Rentgenova pocitacova
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tomografie se vyuziva napiiklad pro vySetfeni hlavy, plic nebo bfiSni dutiny. Jednd se
zejména o detekci zranéni a zlomenin, ale za pomoci vhodnych kontrastnich latek Ize
detekovat i krvaceni a nadory. Tomograf se sklada z tunelu s pacientem na pohyblivém lizku,
okolo kterého po kruhové draze obiha rentgenka. Na opa¢né strané od rentgenky obiha pole
detektorti. Pii jednom ob¢hu se nasnimé az n€kolik stovek projekei, kdy kazda projekce se

sklada ze stovek az tisict jednotlivych paprski (méfeni) [41].

2.5.7. Pozitronova emisni tomografie (PET)

Tato metoda vyuziva radionuklida, které pti rozpadu produkuji pozitrony. Pozitrony
jsou anticastice elektronu. Pozitron se po nékolika milimetrech stfetne s elektronem tkané
a dochazi k anihilaci. Anihilace je dé&j, kdy se setka ¢astice se svou antiCastici. Pt jejich
setkani dochazi k zaniku obou ¢astic a veskera jejich klidova i kineticka energie se pfeméni na
dva fotony gama. Fotony jsou detekovany scintilanimi detektory. PET ma hors$i prostorové
rozliSeni nez jednofotonova emisni tomografie (SPECT), avSak ma vyssi citlivost. PET
i SPECT se nejcéast&ji vyuzivaji pro vySetfeni mozku, srdce a pro detekci nadort. PET skener
je také vyrazné draz$i nez SPECT. Obé metody vyuzivaji jinych radiofarmak a dodavaji

komplementarni informace [1].

2.5.8. Nuklearni zobrazovaci metody

Nuklearni zobrazovaci metody poskytuji informace o prostorovém rozlozeni
radioaktivné znaCenych radiofarmak, které jsou ptfed vySetienim vpraveny do téla pacienta.
Jedna se zejména o zobrazovani funk¢ni, nikoliv anatomické. Nuklearni zobrazovaci metody
se nazyvaji emisni, protoze se zdroj elektromagnetického zareni nachdzi uvnitf téla pacienta.
Pro zobrazovani se vyuziva radionuklidll s polo¢asem rozpadu fadu hodin, proto neni mozné
je skladovat, ale je potieba je vyrabét na misté. Nékteré radionuklidy Ize vyrabét v generatoru
rozpadem z jinych izotopt s dlouhym polo¢asem rozpadu. Jiné radionuklidy je nutné vyrabét
bombardovanim ionty v cyklotronu. Pfikladem mize byt nestabilni fluor 8F vyuzivany na
vyrobu radioaktivné znacené deoxyglukozy, kterd se vyuziva pii sledovani metabolickych
procesu napiiklad v onkologii [42]. Nejcast€ji vyuzivanou nuklearni zobrazovaci metodou je
MRI. MRI je velmi univerzalni neionizujici zobrazovaci technika poskytujici 3D data,
vyborny kontrast mekkych tkani a vysoké prostorové rozliSeni. 2D tez dokaze vytvoftit za 30 —

150 ms. Existuji v§ak rychlé MRI techniky, které dokazi zaznamenat jeden 2D tez za 10 — 20
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ms a 3D obraz za 10s, avSak za cenu zhorSené kvality obrazu. MRI se vyuzivd pro
zobrazovani hlavy a patete, srdce, krevniho ob&éhu i m&kkych tkani. V mnoha aplikacich mtize
tato zobrazovaci metoda nahradit CT a tim snizit radia¢ni zaté€Z pacienta. MRI objevili v roce
1946 Felix Bloch a Edward Purcell. Postupem casu se stale zlepSovalo rozliSeni, zvysila se
rychlost méteni a objevily se téz nové revolucni aplikace MRI umoznujici napriklad méfit tok
krve bez aplikace kontrastnich latek, ¢i funkéni MRI umoziujici in vivo vyhodnocovani
aktivity mozku. V MRI je pacient umistén ve velmi silném magnetickém poli o typické

intenzité [43].

2.5.9. Fluorescen¢ni zobrazovani

Fluorescen¢ni zobrazovani si ziskalo zvySenou pozornost posledni dvé desetileti
jakozto slibny prostiedek k detekci riznych druhti nadorového onemocnéni Jeho potencidl je
pfedevs§im v poskytnuti snimki s vysokym rozliSenim a zvySenym kontrastem. Fluorescenéni
zobrazovani je jedna z mnoha metod, kterd muze napomoci identifikovat velmi rané stadium
nadorovych bunék. Pro fluorescencni zobrazovani se vyuziva fluoroforti. Jedna se o latky
s fluorescen¢nimi vlastnostmi, které se aplikuji do organismu pfed samotnym zobrazovanim.
Mezi nejznaméjsi fluorofory lze zaradit fluorescein isothiocyanat (FITC), nebo derivaty
rhodaminu (TRITC), kumarinu, nebo cyaninu. Tato barviva maji vysoky fluorescencni
kvantovy vytézek, avSak disponuji také horSi rozpustnosti ve vodé€. Pro zlepSeni jejich
rozpustnosti lze barviva vazat na rizné polymerni latky, nebo nanoc¢astice. Komplex barvivo-
nanocastice pak lze vyuZzivat i jako platformu pro navazani dalsi sekundarni slozky, coz mtze
byt naptiklad cytostatikum a nasledné 1ze tento komplex aktivné cilit naptiklad k nadoru. Pro
jesté lepSi zacileni lze komplex vybavit riznymi povrchovymi modifikacemi, které maji
afinitu k receptorim nebo bunéénému povrchu nadorovych bunék [44]. Mezi nejvyuzivanéjsi
fluorescen¢ni zobrazovaci techniky patii zejména fluorescencni mikroskopie. Jedna se o
zékladni techniku, ktera je vyuZzivana ptedevsim v oboru biochemie a molekularni biologie.
Fluorescenéni zobrazovani se zacalo rozvijet po roce 1980, kdy byla vynalezena laserova
skenovaci konfokalni mikroskopie. Konfokalni mikroskop neni prakticky pro fluorescen¢ni
zobrazovani hluboko ve tkani, jelikoz jeho paprsek prochazi jen velmi malou S§térbinou
V porovnani, dvoufotonova fluorescencni mikroskopie umoznuje zobrazeni vsech
emitovanych fotoni z fluoroforti a diky tomu lze vyrazné 1€pe pozorovat fluorescenci hluboko
ve tkanich [45]. Pro zobrazovani Zivych systémi se dnes pouziva optickd fluorescencni

mikroskopie, nebot’ umoziuje vizualizovat fluorescenci s vysokym rozliSenim. Svoji

23



popularitu ziskalo fluorescen¢ni zobrazovani také diky vyvoji a inovacim fluorescenénich
sond, které umoznuji oznacovani biomolekul s vysokym casovym rozliSenim [46]. Na

obrazku €. 4 Ize vidét fluorescenéni snimky.

Overlay

5000.00 6250.00 7500.00 8750.00 10000.00

Intenzita fluorescence (au.)

Obrazek 4: Fluorescen¢ni zobrazovani pomoci piistroje In Vivo Xtreme. Excitace: 480 nm,
emise: 600 nm, expozicni Cas: 2 s.
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3 CILE PRACE

e Studium literatury se zaméfenim na fluorescenéni zobrazovani a teranostiku

e Vytvofeni APODOX struktury uzavienim DOX do APO pomoci zmény pH,
modifikace povrchu APODOX pomoci zlatych nanocéstic a vytvotfeni cileného
nanotransportéru pomoci protilatky.

e Charakterizace cileného nanotransportéru

e In vitro experimenty na bunéfnych liniich pro zjisténi UcCinnosti vytvoreného

nanotransportéru.
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4 MATERIAL AMETODIKA

4.1 Chemikalie

Veskeré pouzité chemikalie byly zakoupené u firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

a splnuji specifikaci American Chemical Society (ACS), pokud neni uvedeno jinak.

4.2 MyS domaci bezsrsta (nu-nu)

Mys$ domaci bezsrsta, neboli nu-nu mys je druh laboratorni mysi. Hmotnost se pohybuje
od 20 do 90 gramu, télesna teplota je 37 °C a mnozstvi krve tvoti 7,6 % télesné hmotnosti.
[47]. Bezsrsté laboratorni mysi jsou mysi s genetickou mutaci, ktera zpisobuje nefunkénost
nebo nepfitomnost brzliku v jejich téle. Jedna se o spontanni deleci na FOXN1 genu (lidé
s mutaci na FOXN1 genu jsou také imunodeficientni a trpi arytmii). Tato mutace se vyznacuje
autozomaln¢ recesivni dédi¢nosti, coz znamena, Ze mutace neni vdzana na pohlavni
chromozomy a bude se projevovat pouze u recesivnich homozygoti. Mysim s touto mutaci se
vyznacuji se ,,holym* bezsrstym fenotypem [48]. Tato mutace m& za nasledek inhibici
imunitniho systému v disledku zna¢ného snizeni po¢tu T-lymfocyta. My$ s touto mutaci
disponuje mnohem mensim poctem lymfocyti, kdy se jedna prevazné o B-lymfocyty, déle
velmi $patnou imunitni odpovédi na antigeny zavislé na brzliku a velmi dobfe pfijima
nadorové §tépy. Bezsrsté laboratorni mysi se vyuZzivaji pfevazné ve vyzkumu a to ve spojeni

s testovanim novych metod zobrazovani a 1éCeni rakoviny [49].

XENOTRANSPLANTACE

Nahé nu-nu mysi se ve velké mife vyuzivaji jako hostitelské organismy pro transplantaci
lidskych nadort, bunéénych nadorovych linii a pro jejich terapeutické studie. Ve srovnani
ajinymi nahymi mySmi lze fici, Ze u nu-nu mysi dochazi k rychlejsi distribuci a ristu

nadorovych bunék [48]. Bezsrstd nu-nu mys je znizornéna na obrazku 5.
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Obrézek 5: Nu-nu mys (pfevzato z http://www.scanburresearch.com).

4.3 Enkapsulace doxorubicinu (DOX) do apoferitinu (APO)

20 pl roztoku APO extrahovaného z koniské sleziny (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
bylo pfidano do 200 ul DOX o koncentraci 1 mg/ml a 100 ul vody. Pro snizeni pH roztoku
arozpad struktury APO bylo pifidano 2,5 pl kyseliny chlorovodikové o koncentraci 1 M
(WTW, inoLab, Weilheim, Némecko). Roztok byl michan po dobu 15 minut. Nasledné bylo
ptidano 2,5 ul hydroxidu sodného o koncentraci 1 M, ktery zpisobil zvyseni pH roztoku na 7
a enkapsulaci DOX ve struktufe APO (vytvofeni APODOX). Roztok byl ponechan po dobu
15 minut pifi 20 °C a nasledné byl 2x promyt vodou za pouziti Amicon Ultra-0,5ml 3 K
(Merck Millipore, Billerica, MA, USA). Absorp¢ni a emisni spektra APODOX byla méfena
pomoci piistroje Tecan Infinite 200 PRO (Tecan, Minnendorf, Svycarsko). Spektra byla
meéfena pri excitacni vinové délce 480 nm a pfi emisni vlnové délce 515 — 815 nm. Proces

enkapsulace lze vidét na obrazku 6.
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Obrazek 4: Schéma enkapsulace DOX do struktury APO.

4.4 Modifikace APODOX povrchu pomoci zlatych nanoéastic

Povrch APODOX byl modifikovany pomoci zlatych nanocastic. Pfiprava zlatych
nanocastic je nasledujici: 0,25 pl citratu sodného o koncentraci 26,5 mg/ml bylo pifidano do
10 ml kyseliny chlorozlatité o koncentraci 1 mM a smés byla tfepana na pfistroji Orbital
Shaker (Biosan, Riga, Litva) pti 20 °C po 1 hodinu. Vysledné nanocastice mély velikost
VvV priméru 1,4 nm.

K roztoku APODOX bylo pfidano 25 pl pfipravenych zlatych nanocastic o koncentraci 1 mM
a roztok byl promichavan pii 20 °C po dobu 12 hodin. Vysledny roztok byl 2x promyt vodou
pomoci Amicon Ultra-0,5 ml 3 K. Modifikaci APODOX povrchu lze vidét na obrazku €. 7.
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Obrazek 5: Schéma povrchové modifikace APODOX pomoci zlatych nanocastic — vznik
APODOX-Nano.

4.5 Vytvoreni cileného nanotransportéru

APODOX a APODOX-Nano (125 pg) byl konjugovan s 625 ng HWEGWVC peptidu
(Clonestar Peptide Service, s.r.o., Brno, Ceska republika) pii teploté 20 nebo 45 °C a byl
centrifugovan pii 400 otackach/min po dobu 1 hodiny. Nenavdzany HWR peptid byl
odstranén pomoci filtrace pfes Amicon Ultra-0,5 ml K pti 20 °C a 6000 g po dobu 15 minut.
Do roztoku bylo nasledné piidano 7 ng lidské 1gG protilatky, nebo 17,5ng mysi
monoklonalni anti-PSMA protilatky a smés byla inkubovana piti 20 °C a centrifugovana pfi
600 otackach/min po dobu 1 hodiny. Timto zplisobem byl vytvofen cileny nanotransportér
APODOX-Nano-HWR-1gG, nebo APODOX-Nano-Anti-PSMA. Strukturu cileného

nanotransportéru lze vidét na obrazku ¢. 8.

29



quggu/ G e
~SEETS T
!‘{//?'\)/,JQ g\\&‘\’ @  Ziaté nanotistice

/ Heptapeptid HWR
‘] r Protilatka

Obrazek 6: Struktura cileného nanotransportéru (pievzato a upraveno) [13].

4.6 Charakterizace vytvoreného nanotransportéru

Pro vizualizaci vzorkl byla vyuzita technika negativniho barveni s pouzitim transmisni
elektronové mikroskopie. Pro tento i¢el byla vyuZita organicka slou¢enina wolframu Nano-W
(Manoprobes, USA). Vzorky byly deponovany na médéné miizce potazené kontinualni
vrstvou uhliku. VysuSené miizky byly zobrazeny pomoci Tecnai F20 mikroskopu (FEI, OR,
USA) pii 80 000x zvétSeni.

4.7 Vliv nanotransportéru na nerakovinné a rakovinné bunécné linie

Lidské endotelialni bunky z pupeéni zily (HUVEC) byly kultivovany v EBM-2 médiu
(Lonza, Basel, Svycarsko) a Earle médiu 199 (1x) bez L-glutaminu (GE Healthcare, Jizni
Logan, UT, USA) v poméru 1:1. Média byla doplnéna 10% fetalnim hovézim sérem (Gibco,
Gaithersburg, MD, USA), 2mM L-glutaminem (PAA, Viden, Rakousko), 100 mg/ml
heparinem (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a 50 pg/ml ristovym doplikem pro

endotelidlni bunky. Bunétna linie LNCaP odvozend od lidského adenokarcinomu prostaty
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byla kultivovana v RPMI 1640 (1x) médiu s glutamaxem, které bylo doplnéno o 10% fetalni
hovézi sérum. Buiiky byly inkubovany v fizené atmosféie s 5 % CO; a pii teplote 37 °C.

Pro stanoveni in vitro cytotoxicity APODOX, APODOX-anti-PSMA a volného doxorubicinu
byl pouzit ptistroj xCELLigence RTCA DP (Roche Diagnostics GmbH, Basel, Svycarsko).
Signal pozadi byl méfen pomoci 100 ul média s ptidavkem cytostatik, které bylo vyuzito pro
kultivaci bun¢k. Nasledn¢ byly prostatické nadorové bunky (LNCaP) naockovany do jamek
16 jamkové desticky s naslednou inkubaci s5% CO2 pii 37 °C. Vysledna koncentrace
APODOX, APODOX-anti-PSMA a doxorubicinu byla 0,5 uM pro HUVEC a 0,25 uM pro
LNCaP pfii findlnim objemu 200 pl. Kinetika Sifeni, proliferace a ulpivani bunck byla
stanovovana kazdych 30 sekund po dobu 10 minut, nasledné kazdych 30 minut po dobu

72 hodin. Stanoveni bylo provedeno ve tfech nezavislych opakovanich.

4.8 In vivo testovani vytvoireného nanotransportéru

Pro in vivo experiment bylo pouZzito 12 samct holych atymickych BALB/c nu-nu mysi ve
véku 5 tydnil. Pouzivani experimentdlnich zvifat bylo v souladu se smérnici evropského
spole€enstvi pro vyuzivani experimentalnich zvifat. Pokusy byly provadény se souhlasem
etické komise na Lékaiské fakulté Masarykovy univerzity v Brng, Ceska republika. Mysi byly
chovany v samostatnych ventilovanych kyvetdch s 12/12 hodinovym cyklem svétlo/tma
a byly krmeny ad libitum standardnim krmivem, které bylo doplnéno o vodu.

Prostatické nadorové buiiky (LNCaP) o koncentraci 5x10° byly resuspendovany ve 100 pl
PBS s 20% Matrigelem (v/v, BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) a byly aplikovany
subkutanné do oblasti pravého boku pod celkovou anestezii (1% Narkamon + 2% Rometar,
Sul/g télesné vahy mysi). Po 38 dnech byla zahdjena lécba mySi. Byla provadéna
intravendzni aplikace, pro niZ byla vyuZzita ocasni Zila. Jednou tydné po dobu 21 dnti (celkové
4 aplikace) byl aplikovan DOX volny, nebo ve formé APODOX a APODOX-anti-PSMA,
vSechny varianty o koncentraci 5 pg/g télesné vahy mysi. Kontrolni skupiné mysi bylo
aplikovano 100 pl 0,9% chloridu sodného. Zmény ve velikosti tumoru stejné jako vaha mysi
byly méfeny denné pomoci bezkontaktniho méticiho zatizeni Peira TM900 (Peira, Turnhout,
Belgie).

Po 3 tydnech po aplikacich byly mysi v ramci ukonceni schvaleného pokusu na zvitatech
utraceny pomoci intraperitoneélni aplikace 1% Narkamonu + 2% Rometaru, 5 pl/g télesné
vahy mysi. Fluorescen¢ni analyza byla provadéna pomoci ptistroje In Vivo Xtreme (Bruker,

Billerica, Massachusetts, USA). Podminky pro analyzu byly nasledujici: excitace
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480 a 530 nm, emise 600 nm, expozi¢ni ¢as 2,000 s, expozice 1 z 1, X-binning 4x, Y-binning
4x, FOV 115,0 mm. Po analyze byly mysi usmrceny a byla jim vypreparovana jatra, ledviny,
srdce, plice, mozek a v neposledni fad¢ nador. Tyto organy a nador byly také podrobeny

analyze in vitro. Podminky pro in vitro analyzu byly stejné jak v ptedeslé analyze.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Charakterizace APO, APODOX, APODOX-Nano a APODOX-Nano-
Anti-PSMA

Prvotnim experimentem bylo sledovani zmény struktury testovanych variant.
Charakterizace APO, APODOX, APODOX-Nano a APODOX-Nano-Anti-PSMA byla
provedena pomoci transmisni elektronové mikroskopie (TEM). Tato metoda umoziuje
zobrazit mikrostrukturu uvniti materialu a to faddové od nékolika mikrometrii az po atomové
rozliSeni. Na obrdzku 9A) lze vidét strukturu APO, ktery se vyznacuje SvoOji prazdnou
dutinou. Do této dutiny lze nasledné¢ enkapsulovat dané 1é¢ivo za pomoci zmény pH. Na
obrazku 9B) lze vidét vyplnénou dutinu APO, coz znamend, ze uvniti je jiz enkapsulované
lé¢ivo. Uzavienim 1é¢iva v dutiné APO vznika APODOX. Na obrazku 9C) lze pozorovat
tmavy okraj vytvotreny okolo struktury APODOX. Tento tmavy okraj tvoii zlaté nanocastice,
pomoci kterych byla provedena modifikace povrchu APODOX struktury. Pomoci modifikace
vznika APODOX-Nano. Na obrazku 9D) lze vidét strukturu APODOX-Nano-Anti-PSMA.
Na povrch APODOX-Nano je navdzana dalsi kulata struktura, Kterd piedstavuje danou
protilatku navazanou na peptid HWR. Diky protilatce vznika struktura APODOX-Nano-Anti-
PSMA je umoznén cileny transport. Dostalova a kol. publikovali, Ze samotny APO je
charakteristicky tim, ze ma uvnitf své struktury kavitu. Po enkapsulaci DOX na ziskanych
obrazcich Ize pozorovat vyplnénou kavitu APO, coz dokazuje uspéSnou enkapsulaci. Spravna
povrchova modifikace pomoci zlatych nanocéstic se jevi jako cerny kruh okolo povrchu
APODOX struktury. Po nasledném navazani protilaitky mizeme pozorovat dvé na sebe

navazané struktury, coz nam zobrazuje pravé danou protilatku a APODOX-Nano [13].
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Obréazek 7: Charakterizace strukturnich zmén A) APO, B) APODOX, C) APODOX-Nano,
D) APODOX-Nano-Anti-PSMA pomoci riznych modifikaci.

5.2 Vytéznost enkapsulovaného doxorubicinu

Jednim z moznych zplsobu, jak zjistit vytéznost enkapsulovaného doxorubicinu je
stanoveni absorp¢niho a fluorescencniho maxima. Enkapsulace DOX je zavisla na hodnot¢
pH. Pti okyseleni prostfedi se struktura APO rozpadne na jednotlivé podjednotky a volny
DOX se rozmisti mezi tyto podjednotky. Pfi nasledném zvySeni pH prostiedi se struktura
APO opét sestavi do puvodni podoby, pticemz ve své struktuie enkapsuluje volny DOX.
Vytéznost byla stanovovana spektrofotometricky. Experimentu byly podrobeny 3 varianty
testovaného nanotransportéru, a to APODOX, APODOX-Nano a APODOX-Nano-Anti-
PSMA. APODOX-Nano byl pouzit jako negativni kontrola. Na obrazku 10A) lze vidét
absorpéni spektra jednotlivych variant. Absorpéni maximum bylo 480 nm. S ohledem na
absorpéni maximum DOX (480 nm), byla tato vlnova délka pouzita také pro excitaci
méfenych variant. Na zakladé vysledku z UV- VIS analyzy lze pozorovat, ze povrchova
modifikace pomoci zlatych nanocéstic u varianty APODOX-Nano nijak neovliviiuje
absorbanci APODOX-Nano-Anti-PSMA. Pii porovnani APODOX + volny DOX s ostatnimi
testovanymi variantami lze pozorovat pokles vysky piku absorpéniho maxima u APODOX-
Nano a APODOX-Nano-Anti-PSMA, coz lze pripsat absenci volného DOX, ktery byl
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u téchto dvou variant odfiltrovan. Na obrazku 10B) lze vidét fluorescenéni spektrum tii
testovanych variant. Fluorescenéni maximum vsech tii variant bylo 600 nm. U vs$ech variant
lze pozorovat stejny trend, jaky se objevil u absorpéniho spektra. U varianty
APODOX + volny DOX byl naméien nejvyssi signal, coz lze piipsat volnému DOX, ktery se
u ostatnich testovanych variant nevyskytoval. Varianty APODOX-Nano a APODOX-Nano-
Anti-PSMA vykazovaly stejné signaly, coz poukazuje na fakt, ze zlaté nanocastice
neovliviiovaly fluorescenci APODOX-Nano- Anti-PSMA komplexu. Dostalova a kol. uvadi,
ze provadéli stanoveni intenzity fluorescence pii excitacni vinové délce 480 nm a emisni
vinové délce 515 — 815 nm. Schopnost enkapsulace byla stanovena pomoci absorban¢niho
skenu pro vinoveé délky v rozmezi 230 — 850 nm. Uvadi, ze modifikace pomoci zlatych
nanocastic nijak neovlivnila fluorescenci DOX. Modifikace vedla pouze k mirnému zvyseni
absorbance u varianty APODOX-Nano, ale fluorescen¢ni vlastnosti zlstaly stejné
u APODOX-Nano i APODOX-Nano-Anti-PSMA [13, 50]. Nasledn¢ byla z namétenych
hodnot vypocitana vytéznost pro APODOX-Nano-Anti-PSMA, kterd byla stanovena na

76,7 %.
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Obrazek 8: Stanoveni vytéznosti APODOX a APODOX-Nano pomoci A) absorbance a

B) fluorescence.
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5.3 Vliv nanotransportéru na nerakovinné bunéc¢né linie

Vliv nanotransportéru na bunééné linie byl studovan pomoci in vitro experimentu.
K tomuto experimentu bylo vyuzito bunééné linie HUVEC. HUVEC jsou endlotelialni
pupecnikové bunky. Na bunikach byly testovany tii varianty a to volny DOX, APODOX
a APODOX-Nano-Anti-PSMA. Na obrazku 11 je znazornéno porovnani téchto tiéi variant
s kontrolou. U varianty volného DOX (Cervena kiivka) mtzeme Vv porovnani s kontrolou
(modra ktivka) pozorovat velky pokles signalu, coZ naznacuje, ze bunky jiz po 12 hodinach
zacCaly rychle odumirat a po 48 hodinach méfeni jiz nevykazovaly téméf zadny signal. Tento
pokles je zptsoben odsednutim bunék od dna kultivaéni ldhve a tim do$lo ke ztraté signalu.
U varianty APODOX (zelena kiivka) lze pozorovat v porovnani s variantou DOX mirné
zvyseni signalu, coz naznacuje to, ze varianta APODOX vykazuje niz$i toxicitu nez samotny
DOX. To znamena, ze buiky neodumiraly v takové mite, jak tomu bylo u volného DOX
a tedy nedochazelo k tak vyraznému poklesu signalu. Varianta APODOX-Nano-Anti-PSMA
(raizova kiivka) vykazovala v porovnani s DOX vyrazné zvySeni signalu, coz velmi vyrazné
prispiva ke shiZeni toxicity na zdravé bunky. Nedochazelo zde k tak vyraznému odumirani
bungk a jejich odlepovani od dna lahve a tim padem se signal oproti DOX témé&f o polovinu
zvysil. Dostalova a kol. zjistili, Ze po 12 hodinach od aplikace vSech testovanych variant
vykazovaly buiiky 5% inhibici riistu a po 72 hodinach vykazovaly buiiky vystavené plisobeni
volného DOX témér 99% inhibici rustu. Buiky, které byly vystavené ptisobeni APODOX
vykazovaly 82% inhibici ristu a buriky vystavené pisobeni APODOX-Nano-Anti-PSMA
vykazovaly pouze 57% inhibici ristu [13]. SniZeni toxicity na nerakovinné buriky je hlavnim
cilem pro cilené nanotransportéry. Muzeme tedy fici, Ze nami vytvoreny nanotransportér
vyrazné snizuje negativni vliv 1é¢iva na okolni zdravou tkan, poptipadé organy jako je srdce,

plice ¢i jatra.
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Obrazek 9: Porovnani vlivu nanotransportéru na buitky HUVEC.

5.4 Vliv nanotransportéru na rakovinné bunéc¢né linie

K tomuto experimentu bylo vyuZzito bunééné linie LNCaP. Jedna se o lidské nadorové
bunky prostaty. Na buiikach byly testovany tfi varianty: DOX, APODOX a APODOX-Nano-
Anti-PSMA, stejn¢ jako u pfedchoziho experimentu na butikich HUVEC. Na obrazku 12 Ize
pozorovat porovnani kiivek téchto tii testovanych variant s kiivkou kontroly (modré kiivka).
U vSech tiech variant lze vidét, ze méteny signal zacal po 24 hodinach experimentu klesat. To
znamena, ze piisedlé buiky, které pokryvaly dno kultiva¢ni l&hve, za¢aly odumirat a odsedat
od jejiho dna, coz zpusobilo snizeni signalu. Po 48 hodinach jiz zadna z variant nevykazovala
témet Zadny signal a lze tedy fici, Ze veSkeré buiiky byly usmrceny. U varianty APODOX-
Nano-Anti-PSMA lze vidét mirné&jsi snizovani signalu v porovnani s DOX a APODOX, av$ak
tento rozdil lze povazovat za zanedbatelny. Dostalova a kol. uvédi, ze diky pasivnimu ¢i
aktivnimu cileni APO lze docilit zvySeni koncentrace DOX v blizkosti nadorovych bunék az
0100 — 400 %, avSak celkova poddvana davka DOX se mlze vyznamné snizit. Pfi jejich
experimentu po 12 hodinach od aplikace testovanych variant vykazovaly bunky 30% inhibici
ristu ve srovndni s kontrolou a po 72 hodinach vykazovaly bunky ptiblizné 90% inhibici
rastu [13, 51]. Diky témto vysledkiim muizeme tedy fici, Ze nami vytvofeny nanotransportér

ma stejnou ¢i velmi podobnou G¢innost na nadorové buiiky jako samotny DOX.
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Obrazek 10: Porovnani vlivu nanotransportéru na buiiky LNCaP.

5.5 Vyhodnoceni intenzity fluorescence vybranych organi

Utinnost nanotransportéru byla testovana také in vivo. Pro fluorescen¢ni analyzy byly
pouzity specialni holé atymické BALB/c nu-nu mysi, kterym byl uméle indukovan nador.
Mysim byl aplikovdn DOX, APODOX, APODOX-Nano-Anti-PSMA jednou tydné po dobu
21 dni. Po uplynuti 21 dni byly mysi v ramci ukonceni schvaleného pokusu na zvifatech
utraceny a podrobeny ex vivo analyze. Jelikoz byly nadory velmi malych rozméra
a autoflorescence mysi piesahovala intenzitu fluorescence nadoru, nebylo mozné provést
analyzu in vivo. Po optimalizaci podminek byly zvoleny dvé excita¢ni vinové délky - 480
a530 nm - a jedna emisni vinova délka 600 nm. Vysledky byly vyhodnoceny pii excitacni
vinove délce 480 nm. Pii této vinové délce ma APODOX svoje excita¢ni maximum, coZ lze
vidét na obrazku 10 A). Intenzita fluorescence jednotlivych organa ze vSech testovanych mysi
byla vyhodnocena a nasledné byly veskeré aplikované varianty porovnany mezi sebou.
Intenzita fluorescence byla pro lepsi porovnani vyhodnocena pomoci ROIs. ROIls, neboli
regions of interest, jsou manualné¢ nebo automaticky oznacené regiony, ze kterych systém
automaticky vypocita primérnou a celkovou intenzitu fluorescence. Na obrazku ¢. 13 A) — D)
lze vidét porovnani intenzity fluorescence plic jednotlivych mysi z ex vivo experimentu. Pti
porovnani s A) kontrolou mtiizeme vidét vyrazny narast fluorescence u varianty B) DOX a C)
APODOX. U varianty D) APODOX-Nano-Anti-PSMA nelze v porovnani s kontrolou
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pozorovat tak silny narust fluorescence, jako u piedeslych dvou variant. Tento vysledek
muzeme vysvétlit tak, ze se APODOX-Nano-Anti-PSMA nekumuluje v ostatnich organech
jako jiné testované varianty, a to diky zacileni pomoci protilatky a diky delsimu cirkula¢nimu
¢asu APODOX-Nano-Anti-PSMA. Tento trend Ize pozorovat i na obrazku 13E). Pro lepsi
ptehlednost bylo opét provedeno statistické vyhodnoceni pomoci T-Testu. Diky tomuto testu
byla pii porovnani DOX a APODOX varianty ziskdna hodnota p = 0,298 coZ poukazuje na to,
ze mezi témito dvéma variantami nebyl signifikantné vyznamny rozdil na hladiné
vyznamnosti p < 0,05. Pii porovnani varianty DOX a APODOX-Nano-Anti-PSMA vyslo
p = 0,004, coz iikd, ze mezi témito dvéma variantami byl signifikantné vyznamny rozdil na

hladin€ vyznamnosti p < 0,05.
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Obrazek 11: Vyhodnoceni intenzity fluorescence plic u A) kontroly, B) DOX, C) APODOX
a D) APODOX-Nano-Anti-PSMA. Nasledné ptevedeni intenzity fluorescence plic do grafu
E).
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Dalsim vybranym orgadnem byla jatra. Jatra jsou mistem, kde dochazi k latkové
vyméné a metabolismu sacharidii, tukti a bilkovin. Tvofi se zde také nékteré hormony, jako
naptiklad angiotenzinogen, ktery ptisobi na hospodareni organismu s vodou, solemi a udrzuje
krevni tlak, dale sysntetizuji somatomedin, jehoz prostiednictvim pusobi rustovy hormon
a také v malé mife produkuji erytropoetin, ktery zajistuje erytropoézu. Na obrazku 14A) — D)
lze vidét vyhodnoceni intenzity fluorescence jater z jednotlivych pokusnych mysi.
Pii porovnani varianty C) APODOX a D) APODOX-Nano-Anti-PSMA s kontrolou A)
a B) DOX lze pozorovat jiz z ex vivo experimentu vyrazné vyssi intenzitu fluorescence. Tento
vysledek lze vysvétlit tim, ze samotny DOX ma rychlou farmakokinetiku. To znamena, Ze pti
kolovani v krevnim fecisti se zachycuje v riznych organech a rychle se vstiebava do vsech
okolnich bunék a tkani. Do jater se tak dostava krev s mens$im mnozstvim volného DOX.
Gabizon a kol. uvadi, ze volny DOX vykazuje po jeho aplikaci rychly pokles koncentrace
V plazmé. Zkoumali rozdily mezi volnym DOX a lipozomalné vazanym DOX pfi¢emz zjistili,
ze nékolik hodin po aplikaci je v krvi nékolikanasobné vyssi koncentrace lipozomalné
vazaného DOX, nez volného DOX [52]. Kdezto APODOX a APODOX-Nano-Anti-PSMA
maji delsi cirkulaéni Cas, to znamena, ze déle koluji v krevnim fecisti, nezachycuji se pti
prutoku organismem V takové mife v okolnich organech a pomaleji vstupuji do bun¢k. Belletti
a kol. udavaji, ze APO s enkapsulovanym lé¢ivem se rychle distribuuje do krevniho fecisté a
dosahuje malych kapilar. Jeho velikost mu neumoziiuje prostup do normalnich cév, avsak je
dostatecné velky k zabranéni zachyceni pomoci makrofagh. Tento fakt redukuje vychytavani
APO retikularnim endotelovym systémem (RES) a zajistuje tak, ze APO déle koluje
v krevnim ob¢hu. Rychle rostouci potfebuje bohaté zasobovani krvi, takze tvofi mnoho
novych kapilar, které jsou ¢asto nedokonalé nebo obsahuji trhliny. Pravé diky tomuto muizZe
byt i mala struktura jako je APO rychle a G¢inné pfivadéna k nadorovym bunkam [53].
Intenzita fluorescence byla nasledné vyhodnocena pomoci ROIs. Bylo provedeno statistické
vyhodnoceni pomoci T-Testu. Diky tomuto testu byla ziskdna hodnota p = 0,726, ktera fika,
ze mezi APODOX a APODOX-Nano-Anti-PSMA nebyl signifikantné vyznamny rozdil na
zaklade¢ hladiny vyznamnosti p < 0,05. Pfi porovnani varianty DOX s variantami APODOX a
APODOX-Nano-Anti-PSMA byl zjistén signifikantné vyznamny rozdil na hladiné
vyznamnosti p < 0,05.

40



E)

1400 - 480 nm
» 1050 L L
S I
5 I
2 x
o 700 -
&
= 350 -
S
2
5 0 T T T 1
N S S o
‘0&@ QO QOQO | %w*
R v <
o
Testovany vzorek ,\;‘b?
42
&
Yu

Obrazek 12: Vyhodnoceni intenzity fluorescence jater u A) kontroly, B) DOX, C) APODOX
a D) APODOX-Nano-Anti-PSMA. Nasledné ptevedeni intenzity fluorescence jater do grafu
E).

5.6 Vyhodnoceni intenzity fluorescence nadoru

Po usmrceni mysi byl nador vynat spolu s organy a byl podroben ex vivo experimentu. Pii
extrakci z podkozi byl zbaven piebyte¢né kize pro minimalizaci autofluorescence. Na
obrazku 15A) — D) lze vidét nadory zex vivo experimentu. Pfi porovnani A) kontroly
S ostatnimi variantami lze pozorovat signifikantni zvySeni intenzity fluorescence u téchto tii
nadori. Intenzita fluorescence byla opét vyhodnocena pomoci ROIs. Na obrazku 15E) lze
vidét u varianty DOX v porovnani se vSemi ostatnimi variantami velmi vysokou intenzitu
fluorescence. APODOX vykazuje v porovnani s volnym DOX vyrazné nizs§i hodnoty, coz si

1ze vysvétlit enkapsulaci DOX ve struktufe APO a tim sniZeni intenzity fluorescence DOX.
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APODOX-Nano-Anti-PSMA v porovndni s DOX vykazuje také nizsi hodnoty, coz lze
vysvétlit stejné jako u varianty APODOX. Pii porovnani variant APODOX a APODOX-
Nano-Anti-PSMA 1ze vidét mirné vyssi intenzitu fluorescence u varianty APODOX-Nano-
Anti-PSMA. Bylo provedeno statistické vyhodnoceni pomoci T-Testu. Vysledna hodnota
p =0,0010525 nam fika, Zze mezi variantou APODOX a APODOX-Nano-Anti-PSMA byl
signifikantné vyznamny rozdil na hladiné¢ vyznamnosti p <0,05. Pii porovnani kontroly
s ostatnimi variantami pomoci T-Testu opét vyslo, Ze zde byl signifikantné vyznamny rozdil
na hladiné vyznamnosti p < 0,05. Dostalova a kol. uvadi, ze APO muze krom¢ cileného
transportu pomoci IgG také zlepsit selektivitu pro buniky exprimujici transferinové receptory.
Tyto receptory jsou nadmérné exprimovany u fady nadorovych bun¢k. APO muze vstoupit do
nadorovych bunck prostiednictvim specifickych interakei s receptory, jako jsou pravé

transferinové receptory, nebo receptory scavenger [13].
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Obrazek 13: Vyhodnoceni intenzity fluorescence nadoru u A) kontrolni mysi, B) mysi
exponované DOX, C) mysi exponované APODOX, D) mysi exponované APODOX-Nano-

Anti-PSMA a nasledné E) vyhodnoceni a porovnani celkové intenzity fluorescence nadoru.
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5.7 Stanoveni miry kardiotoxicity

Volny DOX, ktery se bé&zné vyuziva k1é¢bé rakoviny, se vyznaCuje zna¢nou
kardiotoxicitou [8]. Snahou nanotransportéri neni jen cilené dopravit 1é¢ivo na dané misto
Vv organismu, ale také maji za ukol snizit pravé toxicitu lé¢iva na kardiomyocyty. Tento
parametr byl testovan ex vivo. Na obrédzku 16A) — D) lze vidét jednotliva srdce vSech
testovanych variant. Pouze u varianty B) DOX a C) APODOX lze vidét mirny narust
fluorescence. Intenzita fluorescence byla opét vyhodnocena pomoci ROIs. Na obrazku 16E)
lze vidét, ze APODOX se v srdci vyskytoval v nejvétsi mife. Tento vysledek poukazuje na
fakt, Ze enkapsulovany DOX déle koluje v krevnim fecisti a tudiz se v srdci vyskytoval ve
vy$si mife nez volny DOX. Z tohoto vysledku neni ovSem prokazatelné, zda kumulace
APODOX v srdci pasobi kardiotoxicky, proto bude nezbytné provést dalsi experimenty. Pfi
porovnani varianty DOX s kontrolou lze pozorovat mirny narist fluorescence u DOX, coz
naznaCuje jeho mirnou kumulaci v srde¢ni svalovingé. Pfi porovnani varianty APODOX-
Nano-Anti-PSMA lze pozorovat také mirné zvyseni fluorescence u této testované varianty.
Oproti DOX lze vidét mirny pokles intenzity fluorescence u varianty APODOX-Nano-Anti-
PSMA. Bylo provedeno statistické vyhodnoceni pomoci T-Testu anasledné porovnani
vysledku. Pfi srovnani kontroly s variantou DOX a APODOX-Nano-Anti-PSMA vysly
hodnoty p > 0,05 a proto lze fici, ze mezi témito vysledky nebyl signifikantné vyznamny
rozdil na hladiné vyznamnosti p < 0,05. Pfi porovnani DOX a APODOX-Nano-Anti-PSMA
vysla také hodnota p>0,05 a proto opét lze fici, Ze mezi témito variantami nebyl
signifikantné vyznamny rozdil na hladiné vyznamnosti p < 0,05. Lze tedy fici, ze vysledky
nepoukazuji na to, ze nami vytvoieny cileny nanotransportér pfi in vivo experimentu na
mysich nepfispél ke snizeni kardiotoxicity DOX. Experiment by mél byt v budoucnu
zopakovan. Kilic a kol. uvadi, Zze enkapsulace DOX v dutiné vysoce stabilni monodisperzni
feritinové klece by mohla snizit celkovou toxicitu volnych molekul 1éciva a zlepsit tak

uc¢innost Iéku jeho cilenym transportem k nadoroveé tkani [6].
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Obrazek 14: Stanoveni miry kardiotoxicity u testovanych vzorkd A) kontrola, B) DOX, C)
APODOX a D) APODOX-Nano-Anti-PSMA.
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6 ZAVER

Cilem této prace bylo vytvofeni nového nanotransportéru pro cilené dopravovani 1é¢iv
k nadorovym bunkdm za vyuziti APO, nasledna charakterizace vytvoreného cileného
nanotransportéru. Byla provedena enkapsulace DOX do dutiny apoferitinu pomoci zmény pH.

Vysledky této prace ukazuji na to, Ze byl GspéSné vytvoren nanotransportér pro cilenou
1é¢bu za pomoci cileni na nadorové buiniky. APO jako mozny cileny nanotransportér vyhovuje
a byly splnény jeho hlavni cile. Mezi tyto patii: dopraveni 1é¢iva pfimo k nadorovym buikam,
jeho nasledné uvolnéni a tim sniZeni toxicity 1é¢iva na okolni tkan a organy.

APO se jevi jako slibny prostfedek pro dalSi experimenty a proto bude v nejblizsi dobé
dale testovan v souvislosti s cilenym transportem ruznych druhti cytostatik. Mezi tyto se
krom¢ DOX fadi napiiklad epirubicin, etoposid, cyklofosfamid a platinové derivaty, jako je
cisplatina, karboplatina, nebo oxaliplatina. Déale se bude APO testovat v souvislosti s cilenym
transportem hydrofobnich cytostatik. V této praci byla sledovana dlouhodoba distribuce APO,
ovéem do budoucna se bude sledovat i kratkodoba distribuce v ramci hodin a dni. Jako
posledni planovany experiment v blizké budoucnosti je testovani cileni APO pomoci jinych
protilatek. Tento experiment bude provadén s cilem dopravit 1é¢ivo do mozkové tkané
a nésledné ho zde uvolnit, jak tomu bylo i1 v pfedeslych experimentech. Nadory mozku totiz
vyzaduji 1é¢bu pomoci specifickych cytostatik. V budoucnu by se APO mohl prodavat jako

komer¢né vyrabény transportér pro medicinské ucely.
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8 SEZNAM OBRAZKU

Obréazek 1: Rozdéleni nanotransportért (pievzato a upraveno) [12].

Obrazek 2: Schéma enkapsulace uréité latky dovnitf struktury APO (pfevzato a upraveno)
[13].

Obrazek 3: Uhlikové nanotrubky charakterizované pomoci SEM.

Obrazek 4: Fluorescen¢ni zobrazovani pomoci piistroje In Vivo Xtreme. Excitace: 480 nm,
emise: 600 nm, expozi¢ni Cas: 2 s.

Obrazek 5: Nu-nu mys (pievzato z http://www.scanburresearch.com).

Obrazek 6: Schéma enkapsulace DOX do struktury APO.

Obrazek 7: Schéma povrchové modifikace APODOX pomoci zlatych nano¢astic — vznik
APODOX-Nano.

Obréazek 8: Struktura cileného nanotransportéru (pfevzato a upraveno) [13].

Obréazek 9: Charakterizace strukturnich zmén A) APO, B) APODOX, C) APODOX-Nano,
D) APODOX-Nano-Anti-PSMA pomoci riznych modifikaci..

Obrazek 10: Stanoveni vytéznosti APODOX a APODOX-Nano pomoci A) absorbance a B)
fluorescence.

Obrazek 11: Porovnani vlivu nanotransportéru na bunky HUVEC.

Obrazek 12: Porovnani vlivu nanotransportéru na buiiky LNCaP.

Obrazek 13: VVyhodnoceni intenzity fluorescence plic u A) kontroly, B) DOX, C) APODOX
a D) APODOX-Nano-Anti-PSMA. Nasledné pievedeni intenzity fluorescence plic do grafu
E).

Obrazek 14: VVyhodnoceni intenzity fluorescence jater u A) kontroly, B) DOX, C) APODOX
a D) APODOX-Nano-Anti-PSMA. Nasledné pievedeni intenzity fluorescence jater do grafu
E).

Obrazek 15: Vyhodnoceni intenzity fluorescence nadoru u A) kontrolni mysi, B) mysi
exponované DOX, C) mysi exponované APODOX, D) mysi exponované APODOX-Nano-
Anti-PSMA a nasledné E) vyhodnoceni a porovnani celkové intenzity fluorescence nadoru.
Obrazek 16: Stanoveni miry kardiotoxicity u testovanych vzorka A) kontrola, B) DOX, C)
APODOX a D) APODOX-Nano-Anti-PSMA.
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