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Ciele prace:

Ciele teoretickej ¢asti bakalarskej prace:

Oboznamit' sa do hibky s danou problematikou a vykonat' literdrnu resers
obsahujucu klicové slova: sentinelova lymfatickd uzlina, nanocastice, zlaté
nanoCastice, diamantové nanocastice, CT zobrazovanie, fluorescencné

zobrazovanie

Ciele praktickej ¢asti bakalarskej prace:

Ziskanie praxe V oblasti laboratornej prace sbunkovymi liniami a ich
pasazovanim, v oblasti zobrazovacich metod laboratornych zvierat a kvantifikacii
a interpretéacii nadobudnutych dat

Overenie hypotézy pre lepSiu zobrazovaciu schopnost modifikovanych
nanocastic oproti ich nemodifikovanym ekvivalentom

Overit hypotézu pre zlaté nanocastice

Overit hypotézu pre diamantové nanocastice



1 UVOD

Sentinelovt uzlinu (SLU) definujeme ako prva lymfaticka uzlinu, do ktorej je nador
drenovany a Vv ktorej sa objavuju prvé metastazy. Ide o uzlinu, ktort nddorové bunky pri
svojej lymfogénnej migracii nemézu minat’ (Neoral a Bohanes, 2012). Najcastejsie sa teda
sentinelovymi uzlinami zaoberame v stvislosti s malignymi ochoreniami, konkrétne pri
malignom melanéme, karcinéme prsnika, karcinome penisu, i kolorektdlnom karcinome
(Chen a Bilchik, 2006). Jej vyznam spociva v tom, Ze je prvym a kI'iCovym miestom pri
rozsirovani zhubného nadoru, pretoze zachytava jeho bunky. Jej vySetrenim je tak mozné
u niektorych malignych ochoreni s pomerne velkou presnost'ou urcit’ rozsah ochorenia
a vhodne zvolit’ naslednu lie¢bu. (Ravizzini et al., 2009)

Problém vSak nastava v presnom uréeni SLU, nakol’ko to nemusi byt uzlina, ktora je
anatomicky k nadoru najblizsie alebo nemusi vykazovat’ Ziadne patologické abnormality
(Koranda, 2014). TaktieZ je neoznacena uzlina v okolitom tkanive obtiazne odliSiteI'na
a je priam klaGové skuisené oko operatéra, ktoré je vSak nie vzdy postacujice. Z tohto
dévodu je viac ako zZiaduce ju vhodne oznacit’, aby ju operatér mohol uspeSne najst’
a odstranit’.

V spolupréci s Dr. Ciglerom z UOCHB AV CR v Prahe testujeme dva typy nano¢astic.
Konkrétne ide o zlaté nanocastice, disponuju rentgen-kontrastnymi vlastnostami, je
mozné uzlinu zobrazit' pomocou pocitacovej tomografie (angl. computed tomography,
CT) ataktiez su obohatené o schopnost’ vizualneho oznacenia danej lymfatickej uzliny,
teda operatér ju bude schopny odlisit’ od okolitého tkaniva vol'nym okom na zaklade jej
nadobudnutého sfarbenia. Pracujeme s dvoma podtypmi zlatych nanocastic, konkrétne —
MG116, podtyp, ktory nie je manozylovany a MG117, ktory je obohateny o man6zu
z dévodu hypotézy vydatnejSieho prijmu manozylovanych nanocastic, sprostredkovanu
manozovym receptorom U makrofagov.

Diamantové nanocastice disponuju fluorescenénymi vlastnost'ami, teda je mozné ich
zobrazit’ priamo na operacnej sale pomocou UV svetla a tymto spdsobom rychlo a
intraoperativne urcit’ SLU. Diamantové nanocastice maju taktiez dva podtypy: KK69,
ktory nie je obohateny o manozu a KK 70, ktory je manozylovany, a tak by mal byt’ lepSie

prijimany makrofagmi a vo vacSej miere sa akumulovat’ v SLU.
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2 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY
2.1 Lymfatické uzliny

2.1.1 Funkcia a anatémia

Lymfatické cievy maju v organizme tri hlavné ulohy. Prvou z nich je zachovavanie
rovnovahy tekutin, lymfaticky systém zachytava tkanivovy mok a navracia ho spét’ do
krvného obehu, taktiez absorbuje latky, ktoré sa z buniek dostali do tkanivového moku
apre svoju velkost nemoézu byt vstrebané krvnymi kapilarami. Druhou ulohou je
transport mastnych kyselin z traviacej stustavy do srdcovocievneho systému. Tretou
ulohou lymfatického systému je zastreSovat’ imunitni obranyschopnost” organizmu.
Prostrednictvom lymfatického systému prebieha transport antigénov a imunitnych buniek
(Cihak, 2004; Liao a Weid, 2015).

Lymfatické cievy st pritomné takmer vo vSetkych organoch tela. Ich zadiatky —
lymfatické kapilary - st v tkanive slepo zakonc¢ené v medzibunkovom priestore. Kapilary
vzajomne tvoria lymfatické siete, ktoré sa lisia svojim usporiadanim podl'a prislusného
organu. Mo6zu byt’ plosné alebo priestorovo rozlozené, casto su dvojité.

Stena lymfatickych kapilar, je podobne ako pri krvnych kapildrach, tvorend jedinou
vrstvou endotelovych buniek. Medzi bunkami st poGetné strbiny, Siroké az 2um (Cihak,
2004).

Endotel tychto ciev, navdzuje priamo na okolité tkanivo. Vel'ké a pocetné $trbiny
v endoteli buniek umoziuji prienik makromolekil, napr. proteinov alebo Ccastic
(Urbanek, 2000) ale aj zivych nadorovych buniek, preto sa ¢ast’ zhubnych nadorov §iri
lymfatickym systémom. (Cihak, 2004).

Zo siete lymfatickych kapilar vystupuja lymfatické cievy, kolektory, ktoré nasledne
ustia do lymfatickych uzlin (obr. 1). Kolektory su charakteristické chlopnami, tie
zabranuju spitnému toku lymfy a zabezpecuju jej jednosmerné prudenie. Lymfatické
uzliny (obr. 1) st organy vajcovitého az I'advinového tvaru, s velkost'ou od 1 do 30 mm
(Cihak, 2004) . Dospely ¢lovek ma v priemere 650 - 800 lymfatickych uzlin, obvykle
umiestnenych na krku, v podpazusi, hrudniku, bruchu a slabinach (Bujoreanu, Gupta,

2020). Ich umiestnenie v organizme byva typické, avsak do istej miery variabilné.
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Obr. 1 Rez lymfatickou uzlinou (schéma); 1 — puzdro, 2 - subkapsularny sinus, 3 — aferentna
lymfaticka cieva s chlopiiami, 4 — trabekuly, 5 — postkapilarne venuly, 6 — korové folikuly, 7 —
korova oblast, 8 — drefiova oblast’, 9 — drefiovy sinus, 10 — aréria, 11 — vena, 12 — eferentna
lymfaticka cieva; prevzaté z: (Simsa, 2010).

Do lymfatickych uzlin vstupuje po vonkajSom obvode niekol’ko lymfatickych ciev
sti€asne, nazyvame ich ako aferentné, d’alej vSak lymfu vedie spravidla len jedna ¢i dve
— eferentné cievy. (Cihak, 2004; Bujoreanu Gupta, 2020).Takéto zoskupenie
lymfatickych ciev auzlin, ktoré odvadzaju lymfu z urcitej oblasti tela, sa nazyva
lymfaticky kmen. Dva hlavné lymfatické kmene st: ductus thoracicus, ktory zbiera az
75% lymfy z tela a ductus lypmbhaticus dexter. Tie nasledne vedt lymfu spét’ do krvného
obehu (Cihak, 2004; Shields, 2011; Johnson et al., 2016; Bujoreanu Gupta, 2020).

Lymfaticka uzlina je zloZena z obalu, tiez zvanom kapsula. Z obalu vystupuja tramce
vaziva, ktoré ju oddel'uji na neuzavreté podjednotky — lymfatické uzliky, tiez zvané ako
subkapsularne sinusy, stustredené hlavne na periférii uzliny. Lymfatické uzliky tvoria
kortex, obsahujuci prevazne B lymfocyty, blizsie k centru uzliny prechadza v parakortex,
obsahujuci prevazne T lymfocyty asamotné centrum uzliny tvori jej drei, opéat
obsahujtica prevazne B lymfocyty. Oblast’ vstupu krvnych ciev a vystupu eferentnej
cievy sa oznaluje ako hilus (Cihak, 2004; Elmore, 2016).

2.1.2 Delenie lymfatickych uzlin
Uzliny, ktoré veda lymfu z urcitej oblasti sa nazyvajia ako regionalne uzliny a tto oblast’
ozna¢ujeme ako tributarnu. (Cihak, 2004). Potreba poznat’ konkrétne regiondlne uzliny
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vyplyva Zz vlastnosti nadorov metastdzovat’ prostrednictvom lymfatického systému.
Prvym znakom lymfogénneho rozSirovania nadoru je napadnutie regionalnych
lymfatickych uzlin. Pritomnost’ arozsah metastazovania do lymfatickych uzlin je
sucastou TNM Kklasifikacie, a taktiez ma vyznamny vplyv na prognozu vacsiny typov
rakoviny. Urcenie Stddia nadorového bujnenia je hlavnym kritériom pre rozhodnutie
0 potrebe d’alsej chemoterapie (Ravizzini et al., 2009; Kholova et al., 2010).

TNM systém klasifikacie a ,,stagingu® slizi pre popis anatomického rozsahu
maligneho ochorenia, vyvinuty Pierrom Denoirom. Po prvy raz bol publikovany v roku
1958 ako prvé odporucenie pre klasifikaciu klinickych $tadii zhubnych nadorov prsnika
a hrtanu Uniou proti rakovine (pozn. angl. Union Against Cancer — UICC).

T znali rozsah primarneho tumoru, N znaci nepritomnost’, ¢i pritomnost’ a rozsah
metastdz v regiondlnych lymfatickych uzlinach a M je pre nepritomnost’, ¢i pritomnost’
vzdialenych metastdz. Priradenim ¢islice k tymto trom zlozkédm, konkrétne pre T je to 0
—4,pre NO—3apre MO -1 je udany popis rozsahu ochorenia (Sobin, 2011). TNM
klasifikacia byva pravidelne aktualizovana, naposledy sa tak stalo v roku 2017.

Lymfatické uzliny sa delia na zaklade svojich tributarnych oblasti na:

e Lymfatické uzliny hlavy a krku

e Lymfatické uzliny hornej koncatiny
e Lymfatické uzliny hrudnika

e Lymfatické uzliny panvy a brucha

e Lymfatické uzliny dolnej koncatiny

2.1.3 Sentinelova uzlina

2.1.3.1 Historia sentinelovej uzliny
Vyznam lymfatického systému ako jednej z moznych ciest Sirenia zhubnych nadorov bol
Studovany po starocia. Prvy opis lymfatického systému sa datuje v 17. storo¢i, kedy
Gasparo Aselli popisal lymfatické cievy mezentéria u psa a povazoval ich za mliekovody
(Kholova et al., 2010). Vyznamnym medznikom sa vSak v 19. storo¢i stala teoria Rudolfa
Wirchova. Ten, zrejme ako prvy, popisal lymfatické uzliny ako miesta drendze
pritekajicej lymfy, ktoré umoznuju zachytavanie Castic od urcitej velkosti. (Neoral a
Bohanes, 2012)

Termin sentinelova uzlina v8ak ako prvy pouzil Ernest A. Goud v roku 1960 pri studiu

nadoru slinnej zl'azy a vyjadril dolezitost’ jej histologického preskiimania a nasledného
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uréenia d’al$ieho lie¢ebného postupu (Gould, 1960). Povod slova sentinel siaha az do
obdobia rimskeho impéria, kedy sa ako ,,roman sentinel “ oznacovala predsunuta hliadka
alebo straz, z tohto dovodu sa sentinelova uzlina oznaduje ako strazna uzlina (Simsa,
2010).

Mapovanie sentinelovych uzlin ako prvy inicioval Cabanas v roku 1977 v stvislosti
zlepSenia operaéného pristupu pacientov s karcindbmom penisu, za pouzitia
lymfangiografie. Cabbanas taktiez zaviedol pojem echelednova lymfaticka uzlina, ktora

je d’alsia v poradi odtekania lymfy, hned’ po sentinelovej. (Cabanas, 1977).

1.1.3.2 Vyznam sentinelovej uzliny

Koncept sentinelovej uzliny vychadza z hypotézy, Ze existuje lymfaticka uzlina v danom
lymfatickom povodi tumoru, ktora je ako prva vystavena metastazujucim bunkam a je
mozné ju identifikovat. Tato uzlina je pritom Specifickd pre dany tumor a pre dané¢ho
jedinca. Sentinelovu uzlinu (SLU) teda definujeme ako prvua lymfatickt uzlinu, do ktore;j
je nador drenovany, a v ktorej sa objavuju prvé metastazy. Ide o uzlinu, ktora nadorové
bunky pri svojej lymfogénnej migracii nem6zu minut’ (Cabanas, 1977; Neoral a Bohanes,
2012).

Zo zisteni vyplyva, Ze lymfogénne Sirenie metastaz je stupniovito - progresivne. Pokial
bunky metastazujicej populacie preniknti do sentinelovej uzliny, zachytia sa v jej
subkapsularnych lymfatickych sinusoch aaZz po istej dobe dochadza k prieniku
nadorovych buniek do vysSich etaz lymfatickych uzlin — echelednovych uzlin. Doba
pocas ktorej je sentinelova uzlina dostatocnou bariérou pre metastatické bunky je
individuélna, avSak niektoré experimenty stanovili tito dobu na cca 4 tyZdne od pociatku
diseminécie. Sentinelova uzlina taktieZ nie je zakonite vZdy anatomicky najblizSou
uzlinou k tumoru, a taktiez bolo preukazané, Ze moze byt viac ako jedna. To nastava
v pripade, ze lymfa ztumoru odtekd viacerymi lymfatickymi drdhami, pripadne

Vv situdcii, kedy sa lymfaticka cieva vetvi. (Neoral a Bohanes, 2012; Koranda, 2014).
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Obr. 2 Schématické znazornenie koncepcie SLU A: SLU v blizkosti primarneho nadoru prsnika;
B: znazornenie stupiniovitosti SLU a d’al$ich lymfatickych uzlin. Upravené podl'a: (Joseph et al.,
2017)

Princip teda spociva v tom, ze v pripade pozitivneho vysetrenia sentinelovej uzliny,
mézu byt postihnuté aj dalSie, kdezto v pripade negativity, ateda nezasiahnuti
metastatickymi bunkami s najvac¢Sou pravdepodobnostou d’alSie uzliny postihnuté nie st
(Neoral a Bohanes, 2012). V stadii pacientov s malignym melanémom, sa preukazalo
nasledovné: negativna SLU pocas biopsie bola asociovana s 90% pravdepodobnostou
prezitia ako aj absencie mikrometastdz v echelednovych a d’alSich lymfatickych uzlinach,
kdeZto pri pozitivite SLU bola pravdepodobnost’ preZitia pacienta znizend na 20 az 70%
v zavislosti na postihnuti zvysku lymfatickych uzlin. (Morton, 1992a; Luciani et al.,
2006).

2.1.4 Malignity Siriace sa lymfogénne, s vyznamom vizualizacie
sentinelovej uzliny

Uz pri prvotnej diagndze ma az tretina pacientov S karcindmom prsnika, hrubého ¢reva,
konec¢nika a orofacidlnej oblasti, metastaticky postihnuté lymfatické uzliny v blizkosti
primarnych tumorov (Weinberg, 2014). Spravnym uréenim SLU a naslednou aplikaciou
adekvatnej lie¢by sa viak méze vyznamne prispiet’ k prediZeni ich Zivota.

Urcenie SLU je obzvlast’ podstatné pri lieceni nasledujucich typov malignit:
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1. Nadory kozZe

Len mald cast nemelanomovych koznych nddorov je schopna zakladat
uzlinové alebo organové metastazy ato hlavne v pokrocilych Stadiach, kedy
napadaju regionalne uzliny. Poznat’ stav regiondlnych uzlin je dolezité obzvlast
pri dlazdicobunkovych karcindmoch a karcindmoch z Merkelovych buniek.
(Neoral a Bohanes, 2012)

Melaném sa vzhl'adom k svojmu vyrazne odlisnému biologickému chovaniu
oddel'uje od ostatnych koznych malignit. Plne vyvinuty maligny melaném je
znamy svojim vysokym metastatickym potencidlom, Siriaci sa z miesta vzniku
jednak lymfogénne, ako aj hematogénne. Detekcia sentinelovej uzliny je pri
malignom melanéme celosvetovo rozsirenou vysetrovacou metodou a jej prinos
pri ,,Stagingu “ je nespochybnitelny (Morton et al., 2006). V&a¢si pocet SLU
a taktiez viac ako jedna regionalna lymfaticka oblast’ bola preukézana pri viac ako
25% pacientoch, obzvlast pri lokalizacii nddoru na trupe, krku alebo hlave
(Simsa, 2010).

2. Nadory Stitnej zZPazy

Na krku je lokalizovanych priblizne 150 — 200 lymfatickych uzlin, ktoré
predstavuju priblizne 1/3 vSetkych lymfatickych uzlin tela. Povrchové - podkozné
LN maju vyznam predovSetkym pri Sireni koznych malignit. HIboké kréné uzliny
maji prevahu v poéte i vyzname. (Simsa, 2010). Klinicka vyuZitelnost’ techniky
SLU ostava pri nadoroch $titnej zl'azy stale diskutovanou témou, pretoze mnoho
Studii ju hodnotia ako spol'ahlivi, avSak nevhodnu pre Standardnt klinicka prax
(Neoral a Bohanes, 2012).

3. Nadory prsnika

Nadory prsnika su v dnesnej dobe celosvetovo najrozsirenejSie onkologické
ochorenia u zien. Invazivne typy rakoviny prsnika maju vysoka tendenciu
rozsirovat’ sa pomocou lymfatického systému a identifikacia SLU ako néstroja na
uréenie rozsahu a prognézy ochorenia mé pri nich velmi vel’ky vyznam (Simsa,
2010; Kubikova et al., 2019).

Nador prsnika byva drenovany multidirekcionalne — Studie sledujice
distribiciu lymfy v prsniku uvadzaja, ze 15 - 20% lymfy je vedenych do
parasternalnych uzlin, avSak vicsina lymfy, t.j. 75 - 90% je odvadzanych do
axiliarnych uzlin a zbytok do d’alSich regiondlnych uzlin. Z praktického hl'adiska

boli axiliarne uzliny Bergom rozdelené na uzliny 1., 11. a II1. etaZe (obr. 2) (Simsa,
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2010; Neoral a Bohanes, 2012). NajcastejSie su zasiahnuté metastazami axiliarne
uzliny. Bol dokazany priamo umerny vztah medzi velkost'ou primarneho nadoru
ajeho schopnostou metastazovat’ do lymfatickych uzlin, pri zvacSujicej sa
velkosti primarncho tumoru sa zvySuje i pocet zasiahnutych uzlin (Neoral a

Bohanes, 2012).

subklavikuldrni

R uzliny
axildrni uzliny <

interpektordlni
(Rotterovy) uzliny

parasterndini uzliny

dolni axila

/

Obr. 3 Lymfodrenaz prsnika S popipsom anatomickych kategorii prislusnych
regionalnych uzlin. Zdroj: (Simsa, 2010)

Nadory plic

Rakovina plac je, nielen na uzemi Ceskej republiky, jednou
z najzastipenejsich malignit. Nanestastie takmer u 80% pacientov je ochorenie
diagnostikované v §tadiu, kedy uz prekrocilo svoj lokdlny ramec a chirurgicka
terapia nemdze zaru¢it' dlhodoby terapeuticky efekt. Pri skorych stadiach
nemalobunkového plticneho karcindmu ma vsak uréenie SLU a jej nasledné

dokladné histopatologické vysetrenie vyznam (Neoral a Bohanes, 2012).

. Nadory zazivacieho traktu

Na rozdiel od relativne jednoduchej lymfodrenaze ektopickych organov, ako je
koza alebo prsnik, je lymfaticka siet’ gastrointestinalneho traktu omnoho
zlozitejSia s velkym poctom spojok lymfatickych ciev. Pre karcinom zaludka je
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typicky vyskyt malych uzlinovych metastaz a mikrometastaz, a taktiez tu bol
zaznamenany vyskyt takzvanych

,,SKIp ““ metastaz, kedy, ako nazov prezradza, metastaza preskoci centralnu
lymfaticki uzlinu — SLU a usidli sa Vv lateralnej lymfatickej uzline (Neoral a
Bohanes, 2012; Zhao et al., 2019).

Pri nddoroch zazivacieho traktu, hlavne pazerdku, ma urcity vyznam pozitivna
SLU, ato pri takzvanom MTT teste, o je testovanie kancerdéznych buniek na
chemorezistenciu. Odber kancerdéznych buniek priamo z tumora sa ukazal ako
nevhodny, pretoze tieto bunky boli kontaminované a neobsahovali vyhovujtce
mnozstvo tumor6zneho tkaniva. Na zédklade MTT testu sa nasledne moze zvolit
vhodna chemoterapia (Neoral a Bohanes, 2012).

Pri kolorektalnom karcinome predoperacnd detekcia sentinelovej uzliny moze
pomoct’ odstranit’” spravnu lymfaticki drenaz tumoru. Az 1/3 pacientov ma
metastazy mimo regiondlne lymfatické¢ uzliny aaz 20 % pacientov ma pri
Standardnom histopatologickom vySetreni uzlin falo$ne negativny vysledok (Kala
etal., 2011). Na rozdiel od inych malignit, ako je rakovina prsnika a melaném, by
sa mapovanie sentinelovych uzlin pri rakovine hrubého ¢reva nemalo pouzivat
ako nahrada adekvatnej disekcie uzlin. Stadia Chen a Bilchik, 2006 ukazuje, Ze
zlyhanie v resekcii adekvatneho poctu lymfatickych wuzlin susediacich
s pozitivnou SLU je spojené s horSimi dlhodobymi vysledkami. Mapovanie
sentinelovych uzlin v§ak mo6zZe na druhej strane pomoct’ identifikovat, v ktorych
uzlinich je najpravdepodobnejSi vyskyt metastdz, a moze zlepsSit' detekciu
mikrometastaz umoznenim sériového rezu s imunohistochemickym farbenim a /
alebo PCR (Chen a Bilchik., 2006).

Urologické nadory

Mapovanie sentinelovej uzliny ma potencionalny vyznam pri karcinome
prostaty, avSak tato technika dnes nie je sucast'ou rutinne pouzivanych postupov
adéava sa prednost panvovej lymfadenektémii, kedy sa chirurgicky odstrani
vacsina uzlin z danej oblasti. Karcinom prostaty nema predikovatel'na cestu
nodalneho metastatického Sirenia a mozu sa prejavit’ pozitivne regiondlne uzliny
kontralateralne k primarnemu miestu tumoru. To poskytuje priestor pre vyuzitie
konceptu znacenia SLU.

Karciném penisu bol sucast'ou vobec prvej zmienky o koncepte sentinelovej

uzliny aako u jedinom z oblasti urologickych nadorov je pri fiom vSeobecne
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vyuzivana technika znacenia SLU a nasledna biopsia SLU (Narayanan a Wilson,
2018).

Zobrazenie SLU pri testikularnych tumoroch poskytuje sl'ubny koncept Studia
lymfatického Sirenia testikularnych tumorov a Vv budicnosti by mohla mat

zésadny vyznam pre rozhodovanie o vykonani lymfadenektomie (Simsa, 2010).

7. Gynekologické nadory

Z gynekologickych zhubnych nddorov sa najviac pozornosti vo vyskumne;j
ginnosti venuje nadorom vulvy a karcindmov kréka maternice. (Simsa, 2010)

Pilotnt pracu zamerant na detekciu SLU so spinocelularnym nadorom vulvy
zverejnili Barton et al. uz v roku 1992. Avsak detekcia SLU nie je u nas stale
sticast’'ou Standardnej zdravotnej starostlivosti. Je ale zrejmé, Ze potencial vyuZitia
konceptu SLU, obzvlast s ohl'adom na znizenie postoperac¢nej morbidity je
enormny (Neoral a Bohanes, 2012).

Pri karcindbme krcka maternice sa detekcia SLU doposial’ nepovazuje za
Standardnu techniku, avsak je prislubom pre minimalne invazivnu lie¢bu skorych
Stadii karcinomu krcka maternice a 0 jej zaradeni do Standardného lie¢ebného

postupu bol podany navrh na konsenzus v roku 2008. (Neoral a Bohanes, 2012)

Identifikacia SLU je celkovo vel'mi sl'ubny koncept a len budiicnost’ ukaze, u ktorych
typov malignit bude zaradend aj do Standardného opera¢ného vykonu. V stcasnej dobe
byva zaradena do vykonu pri malignom melandéme, karcinome prsnika a vulvy (Neoral a

Bohanes, 2012).

2.1.5 Detekcia a zobrazenie sentinelovych uzlin — princip

Viacsinu lymfatickych uzlin nie je mozné priamo fyzicky vysetrit. Pocas uplynulych
dekad boli pouzivané hlavne neinvazivne zobrazovacie metody ako napriklad MRI, CT
&i PETY, scielom uréit abnormalne zvi¢Sené uzliny, s predpokladom, Ze obsahuju
metastatické bunky. (Luciani et al., 2006). Tieto techniky vSak nedokazu sami o sebe
urcit, ktord uzlina je sentinelova a takéto urenie metastatickych lymfatickych uzlin, na
zaklade ich patologického zvicSenia je nespolahlivym diagnostickym kritériom. Malé

uzliny, pod uréenou velkostnou hranicou mézu bezpochyby obsahovat metastazy,

! Pre tento Gcel sa pouzil ¥F-fludr-2-deoxy-D glukoza (FDG)
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pri¢om zvaésené uzliny moézu byt hyperplastické z dovodu chronického zapalu (Cserni,
1999).

Technika Specifického vyhl'adania SLU je zaloZena na lymfografii v oblasti tumoru.
Jej hlavnym tcelom je zobrazenie lymfatickej drendze tumoru, kedy je na zaklade znalosti
smeru drenaze mozné urcit oblast’ potencionalne postihnuti diseminaciou tumoru,
Vv ktorej sa nachadzaju aj eventudlne postihnuté lymfatické uzliny. Latka pouzitd na
lymfografiu prechadza SLU a taktiez v nej dochadza k jej akumulacii. Podl'a obsahu
vizualiza¢nej latky sa nasledne SLU vyhlada. (Neoral a Bohanes, 2012). Koloidné latky,
ktoré su vel'kostne v Skale od 2 do 200 nm prechadzaju do lymfatickych ciest cez Strbiny
medzi endotelovymi bunkami alebo pomocou endocytézy (Schoder et al., 2006).

V zasade sa na indentifikéciu SLU v praxi momentélne pouzivaji dve metody. Prvou
je farbenie vitalnymi lymfotropnymi farbivami, ktoré sa aplikuji do oblasti tumoru.
Farbivo by malo byt dostato¢ne kontrastné od okolitého tkaniva, teda do uvahy pripadaju
latky modré a zelené. Takymto najcastejSie pouzivanym farbivom v praxi je lymfotropna
patentnd modra, ktord sa po peritumoralnej aplikécii k primadrnemu nddoru rychlo
adsorbuje do lymfatického systému a farbi lymfaticku cievu a prvi uzlinu (Simsa, 2010).
Pri pouziti lymfotropnych farbiv sa priblizne 50% farbiva viaZe na intersticidlne proteiny,
prevazne na albumin a je takto vychytavana lymfou. (Neoral a Bohanes, 2012). Patentna
modré a ani iné obdobné farbiva na rovnakej baze, nie s aktivne vychytavané tkanivami
SLU a preto postupne sfarbuji vSetky lymfatické uzliny v povodi. Zobrazenie teda nie je
selektivne pre SLU (Koranda, 2014).

Lymfografia SLU vitalnymi farbivami, sa datuje az do zaciatku devétdesiatych rokov,
kedy Morton pouzil izosulfanovi modra na vizualizaciu lymfatickych ciest a SLU pri
melanéme koze u I'udi. Stadii predchadzali pokusy zahfhiajice ako modelové zvierata
macky, naktorych boli testované viaceré vitdlne farbiva a techniky ich aplikacie,
z ktorych sa napokon vybrala pre klinické pouzitie izosulfanova modra. (Morton, 1992)

Druhou metdédou ur¢enia SLU je pouzitie bezfarebnej latky, ktora je potom v oblasti
SLU identifikovana pomocou $pecializovaného pristroja (Neoral a Bohanes, 2012). Ak
latka, umiestnena v tele pacienta, pouzita na znacenie emituje radioaktivne ziarenie,
hovorime o radiofarmaku a takato technika sa nazyva scintigraficka. Ak je zdrojom
ionizujuceho Zziarenia pri vySetreni rontgenka, teda zdroj je umiestneny mimo tela
pacienta, hovorime o vysetreni radiologickom. (Koranda, 2014).

Vysetrenie lymfatického systému za pouzitia postupov nuklearnej mediciny, a teda

scintigraficky, je zaloZené na moznosti zobrazit’ axiliarne, kréné a brusné uzliny pomocou
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radiokoliodu injikovaného do intersticia (Urbanek, 2000). Najpouzivanej$im
radiofarmakom pre tieto ucely je **™Tc — nanokoloid. Znagené &astice st z miesta
aplikacie odplavované lymfou a nésledne si aktivne vychytané fagocytézou v SLU.
Tento aktivny sposob zachytavania mé za nasledok len minimalny odtok radiofarmaka zo
SLU a preto sa jedna o selektivne zobrazenie SLU (Koranda, 2014).

Pouzitie tejto techniky sa datuje do roku 1993, kedy Alex aKrag opisali prva
lokalizaciu SLU za pouzitia ru¢nej gama sondy a koloidu zna¢eného radioizotopom
technécia na zvieracom modeli maligneho melanomu (Alex, 1993). Nasledne techniku
aplikovali u pacientov s rakovinou prsnika a dokazali ur¢it’ axiliarne SLU u 18 z 22
pacientov, pricom si v tejto stadii kladli dve zasadné otazky a sice, ¢i je mozné spesne
identifikovat’ SLU anésledne vykonat selektivnu resekciu a ¢i status SLU modze
predikovat’ stav uzlin vo vyssich etazach (Krag, 1993).

Uspesna identifikacia a histopatologické vysetrenia prvej spadovej SLU ma, ako sme
uz spomenuli, vyznam hned’ z niekol’kych dévodov. SLU je vSeobecne povazovana za
miesto S najvy$Sim rizikom wuzlinového metastatického postihnutia. Preto je jej
vyhl'adanie a detailné histopatologické vySetrenie umoznujice ndlez uzlinovych metastaz
a/alebo mikrometastaz veduce k spresneniu Stadia choroby, a teda i k posunu istej ¢asti
pacientov do vysSieho S§tddia ochorenia klicové. Tito pacienti moéZu potencionalne
profitovat’ z adjuvantne;j lie¢by. (Simsa, 2010)

Moznost’ urcit’ status lymfatickych uzlin vo vysSich etaZach je taktiez vel'mi prinosna,
nakolko sa na zaklade predpokladu stupiiovito — progresivneho vzorca Sirenia moze
Vv pripade negativity SLU upustit’ od spadovej lymfadenektémie, pricom by onkologicka
radikalita aj ,,stagingova “ presnost’ vykonu ostali zachované. Pacient sa teda moze
vyhnut viac extenzivnemu vykonu a mnohym komplikaciam s tym spojenymi. (Simsa,
2010)

Taktiez je identifikdcia SLU podl'a mnohych autorov dolezitd kvoli prevencii jej
prehliadnutia a ponechania in situ ku ktorému moéze dojst’ pri parcialnej mastektomii
a disekcii axily v diskontinuite u pacientov s karcinémom prsnika (Simsa, 2010).

2.1.6 Sucasne pouzivané techniky vizualizacie SLU

Obe vyssie opisané techniky sa v praxi zvyknu pouzivat’ simultanne (obr. 4), pretoze je
tak zaistena vysSia senzitivita a selektivita, ktora bola opisana uz v roku 1996 Albertini
et al., kedy pouzili vitilne modré farbivo a ™Tc — sulfurkoloid (Albertini et al., 1996).

Dosiahnutie vyssSej spolahlivosti je v§ak na druht stranu vyvazené vysSou finan¢nou
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I technickou naro¢nost’ou procedury, ako aj vac¢Sou zatazou pre pacienta (Hayashi et al.,

2003).

Obr. 4 Vizualizacia injekéného kontrastného média na identifikaciu SLU a pigmentovanej SLU
pripravenej na biopsiu. (A) aplikacia modrého farbiva a radiofarmaka, zobrazenie SLU pomocou
gama sondy. (B) Prsné tkanivo s izosulfanovym farbivom odlisujuce SLU od susedného tkaniva
pre vhodnt navigaciu pocas opera¢ného vykonu. Zdroj: (Joseph et al., 2017)

Technika pouZzitia lymfotropnych farbiv

Spomedzi vitadlnych lymfotropnych farbiv sa v medicinskej praxi vyuzivaja
izosulfanova modra, patentna modra V (PBV) a metylénova modra (MB). Niektoré
dalsie farbiva ako indigokarmin a indocyaninova modra sa vyuzivaju na d’alekom
vychode, kde nie je komer¢ne dostupna izosulfanova modra (Masannat et al., 2006).
Japonska multicentrickd S§tadia vSak nepreukazala Ziaden signifikantny rozdiel
v klinickom pouziti tychto farbiv v porovnani s patentnou modrou (Noguchi et al., 2000).

V Eurdpe je najcastejSie pouzivanym lymfotropnym farbivom patentna modra
(trifenylmetan), konkrétne napriklad preparat Patentblau V (PBV), vyrabany vo
Franctzsku. PBV, ako sme uz vyssie uviedli, sa viaze na proteiny a je adsorbovana do
lymfatickych ciest difuziou a behom niekol’kych minut farbi SLU a neskor i ostatné
lymfatické uzliny v povodi. V USA sa vyuziva predovSetkym izosulfanova modra
(monosodna sol' 2,5-disulfonovaného trifenylmetdnu), konkrétne 1% preparat
Lymphazurinu. Tieto latky su si biochemicky vel'mi podobné anebol u nich zisteny
ziaden rozdiel v schopnosti vizualizovat SLU (Neoral a Bohanes, 2012).

Ide teda o techniku Cisto peroperacnu, pri ktorej je dolezité kontinualne sledovanie
oblasti ihned’ po aplikacii. (Simsa, 2010). Technika je naviac zalozena na predpoklade,
ze operatér poznd pribliznu lokalitu SLU apocas operacného vykonu postupnou
disekciou tkaniva sleduje zafarbovanie lymfatickej cievy a SLU, dokym nie je mozné ju

priamo vizualizovat’ a odstranit’ (Ravizzini et al., 2009).
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Optimalne mnozstvo farbiva sa pri vacs§ine tumorov uvadza priblizne 1,5 — 2 ml
a aplikacia prebieha vo viacerych davkach do blizkeho okolia nadoru. Po injekcii je 1/3
farbiva absorbovana do 30 min, 2/3 do 1 h a 100% sa adsorbuje do 24 hodin. Behom
anestézie moéze farbivo imitovat’ cyanodzu, a nakolko lymfou prestupuje do krvného
rieCiska, sposobuje modré sfarbenie pacienta, ktoré ale obvykle mizne do 48 hodin.
Priblizne 10% farbiva odchadza v nezmenenom stave z tela mocom a zvySok stolicou
a zIcou. (Neoral a Bohanes, 2012). Pri peroperacnej aplikacii farbiva treba mat’ na pamati
pouzitie ¢o najtensej ihly, aby sa zabranilo kontaminacii operacného pol'a, ktora vedie
k strate prehladnosti. (Simsa, 2010)

Technika pouZitia radiofarmaka

Radia¢ne navigovand operdcia SLU zahffla vacSinou tri kroky, ato aplikaciu
radiofarmaka, scintigrafiu spadovej lymfatickej oblasti a peropera¢nt detekciu pomocou
gama sondy (obr. 5) (Simsa, 2010).

Ciel'om techniky podania radiofarmaka je dosiahnut’ jeho selektivnu akumulaciu
v SLU a nasledne ju na zéklade emitovaného gama ziarenia lymfoscintigraficky zobrazit’.
Zobrazenie prebieha pomocou scintila¢nej kamery a gama sondy a SLU sa javi ako
lozisko zvySenej radioaktivity v porovnani s okolitym tkanivom (Neoral a Bohanes,
2012).

Operatér je pomocou ruénej gama sondy (obr. 5) schopny peropera¢ne ur¢it’ jej poziciu
na zaklade zvukového a ¢iselného signalu, ktory upozoriiuje na miesta s maximalnou
akumulaciou radiofarmaka (Koranda, 2014). SLU ma zvy¢ajne minimalne desat-nasobné
hodnoty v porovnani s hodnotami nameranymi mimo miesta vpichu radiofarmaka

(Alazraki et al., 2002).
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Obr. 5 Ru¢na gama sonda pre detekciu SLU pri scintigrafickom vySetreni. Zdroj: (Sarikaya et
al., 2008).

Pocas scintigrafického vysetrenia sa zhotovuje séria scintigramov (obr. 6) v priebehu
60 — 90 minut od aplikacie radiofarmaka. Scintigramy Vv ranej faze umoznuju sledovat
priebeh postupného zobrazovania LU a takto je mozné presne odlisit’ SLU od pripadného
zobrazenia uzlin vys$sieho radu (Koranda, 2014).

Lymfoscintigrafické vysetrenie je zakoncené zakreslenim polohy SLU na pokozku
v prednej abocnej projekcii, aby bol chirurg oboznameny s orientacnou
trojdimenzionalnou projekciou polohy danej SLU (Koranda, 2014)

Malé mnozstvo radiofarmaka sa Vv zavislosti na velkosti koloidnych castic moze
dostavat’ aj do krvného rieCiska anasledne byt fagocytované v slezine a peceni.
Zachytavanie radiofarmaka v uzline je Ciastocne zavislé taktiez od metastatického
postihnutia danej uzliny. Ak je SLU plne infiltrovana metastazami, tok lymfy k danej
uzline moéze byt az uplne preruSeny atakto postihnnuta SLU nie je schopna
radiofarmakum vychytat. Z toho vyplyva, ze tazko metastaticky zmenené SLU nie je
mozné spolahlivo detekovat’ a moze dojst’ az k uplnému zlyhaniu metody (Simsa, 2010).

Pouzivanymi indikatormi s *™Tc¢ znacené koloidné &astice, V Eurdpe je najbeznejsie
pouzivany %™Tc¢ Iudsky sérovy albumin (ang. Human serum albumin, HSA) vo forme
nanokoloidu, s vel’kostou castic od 4 po 100 nm (Mariani et al., 2001; Ravizzini et al.,
2009).
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Obr. 6 Anteriarne a lateralne planarne snimky hrudnika po intradermalnej aplikacii radiofarmaka
v oblasti nad primarnym tumorom. Oblast’ najvdcSicho signalu zobrazuje miesto vpichu
indikatora a jeho prijem nadorom. SLU je viditel'na v pravej axile, oznaéena Sipkou. Zdroj:
(Ravizzini et al., 2009).

Experimentalne bolo dokazané, Ze rychlost’ vstrebavania radiofarmaka, jeho transport
a zobrazenie SLU a regionalnych uzlin je priamo zavisla na viacerych faktoroch. Prvym
a zaroven najdolezitejSim z tychto faktorov je velkost castic, ktord by mala byt
Vv rozmedzi 5 — 1000 nm. Castice s vel’kostou 10 — 80 nm sa do pril'ahlych lymfatickych
kapilar vstrebavaju pomerne rychlo a behom niekol'kych malo minut znacia prvé LU,
avsak rychlo postupuju i do uzlin vyssieho radu a taktiez prestupuju do krvného rieciska.
Koloidné castice s velkostou do 500 nm migruji z aplikaéného miesta pomalSie
a v omnoho vié$ej miere su zadrzané v SLU. (Simsa, 2010). Podl'a niektorych autorov
je idedlna velkost radiokoloidnych castic pre aktivne vychytdvanie makrofagmi
v rozmedzi od 100 do 200 nm. Tato velkost' predstavuje idealny kompromis medzi
efektivnym a rychlym oznacenim SLU (Mariani et al., 2001).

Medzi d’al$ie faktory patriace k uréeniu kl'a¢ovych vlastnosti koloidnych castic patri
tiez stupeni opsonizacie, a teda pokrytie povrchu koloidnej ¢astice molekulami, ktoré
stimuluju aktivne vychytdvanie makrofagmi. Néasledne sem patri aj negativny povrchovy
naboj koloidnej castice, jej antigénne vlastnosti aV neposlednej rade taktiez pocet
aplikovanych ¢astic (Simsa, 2010). Co sa tyka poétu aplikovanych &astic, rozhodujica je
hlavne velkost' frakcie radionuklidom oznafenych castic zcelkového mnoZstva
aplikovaného radiofarmaka. Pri ®™Tc HSA je to priblizne 5% (Mariani et al., 2001). Pri
velkom pocte neoznacenych castic v radiofarmaku, dochédza k saturacii fagocytdzy

v makrofagoch SLU a nasledne jeho prieniku do nasledujicej LU (Simsa, 2010).
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Na saturaciu fagocytozy v SLU ma taktiez vplyv aj tukova degeneracia centralnej Casti
uzliny, atrofia lymfatického tkaniva a aj jazvenie uzliny po predchadzajicich zapalovych
procesoch (Simsa, 2010).

Najnovsie sa tiez testuje pouzitie kombinovanych preparatov — radioaktivne znacené
lipozomy obsahujuce patentni modrt, ale aj priamo radioaktivne znacené farbivo.
(Neoral a Bohanes, 2012).

DalSie moZné metody zobrazenia sentinelovych lymfatickych uzlin

Priama lymfangiografia

Pri prvych pokusoch zobrazit' lymfaticky systém boli ako kontrastné latky pouzité
olejové farbiva na baze jodu, ktoré boli najprv aplikované intradermalne s ciel'om oznacit’
hlbsie lymfatické cievy. Po ich lokalizacii sa vykonal rez, aby sa tito lymfaticka cieva
mohla kanylovat’ a aby do lymfatického systému mohlo byt zavedené jodové farbivo po
dobu 60 — 90 mintt. Nasledne bola vykonana séria rontgenovych snimok, pripadne bol
vyhotoveny CT sken, pre vizualizaciu anatdmie lymfatického systému.

Nakol’ko je v8ak priama lymfangiografia ndkladny a mimoriadne invazivny zakrok,
ktory moze spOsobit’ vazne Zzivot ohrozujice zdravotné komplikacie ako napriklad
plicnu emboliu, plicny edém a iné, bola tato metdda vylucena z beznej zdravotnickej
praxe.

Vizualizacie SLU pomocou CT

Technika sucasnej vizualizacie SLU pomocou CT, zvana tiez CT lymfografia, vyuziva
ako kontrastnu latku lopamidol, ktory sa aplikuje submukédzne v Styroch miestach do
tesného okolia tumoru. Jedna sa o komerc¢ne dostupné kontrastné ¢inidlo na baze jodu,
s molekuarnou hmotnost'ou 777,09 Daltona, koncentraciou jodu 370 mg/ml, a osmolaliou
780 Osm/kg (Mokhtar et al., 2016).

Technika zobrazovania SLU pomocou CT ma vyhody hned’ z niekol’kych dovodov.
Poskytuje trojdimenzionalny obraz o polohe SLU a chirurg tak jednoduchsie vykona
exciziu, taktiez CT skenovacie zariadenie je zvi¢Sa sucast'ou vybavenia takmer kazdého
nemocni¢ného zariadenia (Minato et al., 2004).

Optické zobrazovacie metody

Indocyaninova zelen (ICG) je klinicky schvalené ¢inidlo, jedna sa o disulfonovanu
mala molekulu, ktora je fluorforom v blizkej infracervenej oblasti @ ma stredné afinitné
vazobné miesto na ludsky sérovy albumin (HSA). Pre zretelnejSiu viditelnost’ vo
viditel'nom spektre sa ICG riedi s indigokarminovym farbivom, ktoré¢ je modré a

viditel'nejSie v lymfatickych uzlinach ako ICG (Ogasawara et al., 2008).
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Na zéklade fluorescencie SLU, ktord sa po excitdcii svetlom s vhodnou vinovou
diZkou v IR oblasti objavuje od 25 do 250 sektind od aplikacie, je moZné intraoperativne
zobrazit’ SLU (Ogasawara et al., 2008).

2.1.7 Nevyhody a rizika pri zobrazovani sentinelovych uzlin su¢asnymi

metodami

Sucasné vyssie uvedené zobrazovacie metddy avsak maju isté nevyhody, kvoli ktorym
vznikéa potreba vyndjst’ a priniest na trh dokonalejSie kontrastné latky pre zobrazenie
SLU.

Medzi nevyhody peritumoralne aplikovaného modrého farbiva patri hlavne difuzny
charakter jeho vstrebavania. Modré sfarbenie je detekovatelné len do hibky niekolkych
milimetrov a operatér teda musi previest primeranu disekciu. V pripade, ze je SLU
lokalizovana bliz8ie pri povrchu je disekcia pomerne malo rozsiahla, ¢o je aj Gcelom
metody zobrazenia SLU. Avsak, ak je SLU lokalizovana v hornych axilidrnych uzlinach,
disekcia nabera rozsiahlejSich rozmerov a operatér je niteny v nej pokracovat’ aj za cenu
rozsiahlejSieho operacného vykonu alebo riskovat, ze SLU nebude urcend. V pripade
zlyhania metddy uréenia SLU sa pristupuje k extenzivnej disekcii axiliarnych uzlin, ¢o
predstavuje dalSie zdravotné riziko pre pacienta aniz$iu rychlost naslednej
rekonvalescencie. (Sakorafas a Peros, 2007).

Modré farbivo taktieZz vo viacerych pripadoch sposobilo modré tetovania koze,
V mieste vpichu, ktoré pretrvavalo aZ niekol’ko mesiacov po zadkroku. Konkrétne sa touto
konsekvenciou zaoberali Govaert et al., ktori sledovali vzorku 33 pacientov po
opera¢nom vykone a vybrati SLU za pouZitia patentnej modrej, kazdé tri mesiace, dokym
sfarbenie koze uplne nevymizlo. V priemere sledovanie trvalo 18 mesiacov a Patentna
modra V bola vidite'na v mieste vpichu po troch mesiacoch u 70%, po siestich mesiacoch
u 64% pacientov, po deviatich mesiacoch tomu tak bolo v 44% pripadov a po dvanastich
mesiacoch bolo modré tetovanie koze viditené u 41% pacientov (Govaert et al. , 2005).

PBV je sucastou skupiny triarylmetanovych farbiv, taktiez je znama pod oznacenim
E131, kysld modra 3, ¢i disulfinovd modra. Pouziva sa ako aditivum v potravinach,
kozmetike, ako textilné farbivo a taktiez ako komponent v laxativach. (Leung et al.,
2019) Nakolko ma takéto Sirokospektralne vyuzitie, senzibilita pre alergicka reakciu
moze nastat’ pomerne I'ahko (Thill et al., 2014).

Alergické reakcie na PBV opisali Kalimo et al., kedy sa vyskytlo Sest' pripadov
Klinickej alergickej reakcie z 273 pacientov (2,2%), ktori podstipili lymfografiu s
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pouzitim patentnej modrej. Na detekciu pacientov, ktori maji sklon k precitlivenosti na
Patentn modra V, sa nasledne rutinne zacalo pouzivat testovanie koznym vpichovanim.
Pozitivne reakcie boli pozorované u 2,7% z 566 kontrol a u 2,8% zo 435 pacientov
odporucanych na lymfografiu (Masannat et al., 2006).

Anafylakticky Sok po aplikacii PBV bol opisany aj v pripade sedemnast ro¢ného
pacienta. V jeho pripade sa vyskytol dvojfazovy anafylakticky Sok, ktory bol uz skor
popisany pri niektorych alergickych reakciach na PBV. Dvojfazové reakcie st definované
ako pociato¢na reakcia organizmu nasledovana asymptomatickym obdobim, po ktorom
prichadza druha, zvicsa silnejSia alergickda reakcia sposobena precitlivenostou
organizmu na danu latku, spontanne vyskytujica sa od 1 do 72 hodin po rozliSeni
pociato¢nej reakcie (Leung et al., 2019).

V neposlednom rade sa taktiez zaznamenali pripady, kedy PBV nepriaznivo
ovplyvnila intraoperacné pulzné oxymetrické zdznamy pocas operacie rakoviny prsnika
a teda sposobila cyanozu (Li et al., 2015).

Vysledky $tadie vykonanej Massanat et al. ukazuju, ze kontrastné latky pouzivané pre
zlaty Standard na oznacenie SLU, konkrétne PBV a tiez MB, sposobuju poSkodenie DNA
in vitro, pri pouziti rovnakych koncentracii farbiv ako pri operacnom vykone a pri
vystaveni tkaniv farbivam po dobu piatich minut (2009).

Vd'aka radionuklidom znac¢enému koloidu je mozné SLU detekovat’, aj ked’ je ulozena
hlbsie pod pokozkou a dopomdct’ spravne lokalizovat’ danti SLU. Tato metdda ma vsak
nizke priestorové rozliSenie, vyzaduje zrucnost’ a skusenosti v pouzivani ru¢nej gama
sondy a vystavuje pacienta, ale najméa chirurgicky tim, ionizujicemu Ziareniu, pricom
vystavenie chirurgického timu nie je jednordzové, ale opakované.

Ako miesto vpichu, tak aj SLU emituju gama Ziarenie, ide 0 tzv. ,presvitanie “,
interferujuce s detekciou ziarenia z SLU. Toto rozptylené Ziarenie Casto narusa detekciu
SLU, obzvlast pri jej lokalizacii v podpazusi ale taktieZz aj v pripade nadorov hlavy
a krku, kedy je SLU lokalizovana prili§ blizko k primarnemu tumoru, je preto potrebné
dbat’ na to, aby sa pri pouziti ruéného pocitadla gama ziarenia zabranilo falosnej
identifikacii miesta vpichu ako SLU, ¢o je zrucnost, ktort je potrebné si Casom osvojit’
(Ravizzini et al., 2009; Sugiyama et al., 2020).

Dalsim uskalim je, Ze vyrazne metastaticky postihnutd lymfatickd uzlina moze
sposobit’ blokovanie toku lymfy aferentnymi lymfatickymi kandlmi, ¢o zabrani jej

identifikacii pocas zakroku. (Ravizzini et al., 2009)
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Dal$ou nevyhodou méze byt pol&as rozpadu **™Tc, ktory je Sest’ hodin, a tym sa stava
limitnym ¢asovym faktorom pre ¢asovy ramec SLU biopsie (Thill et al., 2014).

Kontrastné latky pre CT zobrazovanie, ako iopamidol, mézu preukazatel'ne sposobit’
nefropatiu u pacientov, ktori nevykazovali Ziadne patologické zmeny vylucovacieho
systému pred podstipenim zakroku. (Polena et al., 2005)

No hlavnym problémom pouzitia iopamidolu je jeho nizka molekulova hmotnost’
(777,08 g/mol), ktora vedie k rychlemu oznaceniu SLU, ktoré detekujeme na zaklade
zvySenia hodndt Houndsfieldovych jednotiek (angl. Houndsfield unit, HU). Toto
oznacenie vSak vel'mi rychlo mizne, radovo do 20 mintt od aplikacie. Opit’ tym nastava
problém prili§ Gzkeho ¢asového okna pre identifikaciu a exciziu SLU. (Ravizzini, 2009)
(Sugiyama et al., 2020).

V Styroch $tadiach, v ktorych bola ICG porovnavand s modry farbivom, bolo
priemerné ¢islo oznac¢enych uzlin ako SLU v priebehu procedury vyssie pri ICG ako pri
modrom farbive. Konkrétne pre ICG bol priemerny pocet excizovanych LU od 3 do 5.4
Vv porovnani s modrym farbivom, pri ktorom bol tento pocet od 1 do 2,4 LU. ICG teda
oznacuje aj uzliny vyssieho radu, ¢o Gsti v az nepotrebne rozsiahlu disekciu a odstranenie

vyssieho poctu LU, ako je potrebné (Ahmed et al., 2014).

2.2 Nanocastice

V biomedicinskom zobrazovani nanocastice (angl. nanoparticles, NP) najdu uplatnenie
najmé kvoli ich schopnosti priamo ¢i nepriamo rozlisit’ zdravé tkaniva od postihnutych,
¢1 uz sa jedna o rozsah ohrani€enia tumoru pri jeho operatnom odstraneni, lymfaticki
drenaz tumoru a SLU alebo identifikaciu miesta zapalu (Pratt et al., 2016).

Material sa povazuje za NP, ak je aspon jeden jeho rozmer radovo 10-100 nm. NP sa
syntetizuju réznymi metddami, ktoré predovSetkym zahfniaju ,,bottom up* metoédu
syntézy lipozomov, micelov, polymérov, dendrimérov, uhlikovych nano-trubiek, a
anorganickych NP (Pratt et al., 2016).

Biodistribucia NP zavisi od vlastnosti, ako st velkost’, pomer stran, naboj, tuhost’ a
chemické povrchova uprava. Vlastnosti NP su rozhodujuce pre tspesnu biodistribuciu
zobrazovacieho €inidla a ak st zvolené nespravne, mézu viest’ k dodaniu mimo ciel'ové
miesto, Ci toxicite. Rozne rozsahy vel'kosti maju za nasledok vyrazne odlisny charakter
biodistriblicie prameniaci vo fyzioldgii cicavcov, a preto je velkost” prvym dolezitym

parametrom pri nadvrhu NP (Grimm a Scheinberg, 2011). Castice mensie ako 5 nm sa
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rychlo vylucuji oblickami, zatial ¢o cCastice menSie ako 100 nm vykazuju Siroka
biodistribuciu v r6znych organoch (Schroeder et al., 2012).

Okrem velkosti si tvar a povrchovy naboj d’alsimi kI'aCovymi vlastnostami, ktoré
ovplyviiuju mieru internalizacie NP. Ukazalo sa, Ze pozitivne nabité NP ty¢inkovitého
tvaru vykazuju zvysSeny prijem in vitro a taktiez vyssie Specifické a nizsie nespecifické
prijmy in vivo v porovnani s identickymi sférickymi casticami (Gratton et al., 2008;
Kolhar et al., 2013).

Nakol’ko NP maju vysoky pomer povrchovej plochy k objemu, stavaju sa idealnymi
modelmi pre variabilitu povrchového naboja, polymérneho obalu a Specifickych
cielovych ligandov, tato variabilita urcuje ich biodistribuciu a redukuje nespecificky
prijem bunkami. Cielové ligandy pre povrchovil konjugaciu a adsorpciu mézu byt
napriklad malé molekuly, peptidy, aptaméry ¢i protilatky. Naviac je mozné k nim pripojit’
radioaktivne latky pomocou chelatorov alebo prostetické skupiny, a tym menit’ vlastnosti

NP v porovnani s neoznac¢enymi NP (Pratt et al., 2016).

2.2.1 Nanocastice s potencialom pre zobrazovanie sentinelovych uzlin
Nakol’ko hlavnym ciel'om celého SLU konceptu je zmapovat’ lymfaticka drendz tumoru
pomocou exogénnych kontrastnych latok, uréit' adekvatne LU ako SLU a nasledne
vykonat ich exciziu a histopatologické vySetrenie, je dolezité aby mali dané kontrastné
latky urcité pozadované vlastnosti (Cousins et al., 2014).

Vlastnosti, ktorymi by idedlne proby s icelom vizualizovat SLU mali disponovat’
a ktoré by sa pri navrhu NP mali brat’ do Gvahy su:

1. Dostatocne dlhy retencny ¢&as v SLU pre zabezpecenie adekvatneho

zobrazovacieho ¢asového ramca pri operacii
Dostatocne vysoka intenzita emitovaného signalu
Biokompatibilita a netoxicita voci telu pacienta

Vysoké priestorové rozliSenie

o~

Dostatocne vysoké fotostabilita pre opakované pristrojové zobrazovanie, ako
preoperacné tak aj intraoperané

6. Primerana velkost' v rozmedzi od 10 — 50 nm (obr. 7)

7. Moznost dodato¢nej modifikacie

8. Ekonomické a jednoduché pouzitie (Li et al., 2015)
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Tieto vlastnosti si vyuziteI'né pre vSetky klinicky pouzivané zobrazovacie metody ako
napriklad gamma pocitadlo, rontgen/CT, MRI, ultrazvuk alebo fluorescenciu a tym
padom vytvaraju priestor pre mnoho roznych typov kontrastnych latok.

Lymfotropné kontrastné latky st Sirokou skupinou, ktora zahtnia latky od tych s nizkou
molekularnou hmotnost'ou akymi st organické ¢i anorganické molekuly a chelaty po
vicsie, pevné nanocastice, Casto oznacované ako radiokoloidy alebo nanokoloidy
a ostatné¢ nanoStruktury schopné zvysit kontrast pre pouziti zobrazovaciu metodu
(Cousins et al., 2014).

Ako sme uz spomenuli v predchadzajucich kapitolach, stale je zasadnou vlastnost’ou
velkost” Castic danej kontrastnej latky (obr. 7). Ta musi byt dostatoéne mala aby bola
schopnd preniknit’ do lymfatického povodia a dostatocne velka aby sa zachytila

Vv subkapsularnych sinusoch danej SLU (Cong et al., 2010).

°Q
@ ‘0 Q o =
r//,— - ~n / OO
'D @ Q@ __ LU druhého
| ‘ ) Q Q stupria //
=

I\'liés to / o
aplikicie o
Lymfatické
cievy SLU

@ <300onm @ 10-50nm @ 5-10 nm

Obr. 7 Schématické zndzornenie mapovania SLU pomocou nanocastic. Nanocastice velkosti 5 —
10 nm prechadzaji cez SLU a pokracuji do LU vyssieho radu v danom lymfatickom povodi;
nanocastice s vel’kostou Castic 10 — 50 nm vykazuji rychly prijem SLU a dlhy reten¢ny cas
v SLU; nanocastice s vel'kostou nad 300 nm prevazne ostavaji v mieste injektaze a ich nasledné
putovanie do SLU je velmi obmedzené a tym su irelevantné pre klinické pouzitie s ucelom
vizualizacie SLU. Upravené podl'a: (Li et al., 2015)
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2.2.1.1 Superparamagnetické ¢astice oxidu Zelezitého - SP10

Vyvoj superparamagnetickych nanocastic oxidu Zelezitého (angl. superparamagnetic
iron oxide, SP10) ako kontrastnych latok pre MRI len zvécSuje implementaciu vyuzit
MRI v zobrazovani SLU (Li et al., 2015).

Prvé SPIO dextranované nanocastice (ferumoxtran-10) pre lymfangiofrafiu boli
zamerané hlavne na urcenie metastatického postihnutia SLU. Vyuzival sa aktivny prijem
pomocou fagocytdzy, a teda vysoko metastaticky postihnuté SLU neakumulovali také
mnozstvo SPIO, ako tie metastaticky negativne (Wang, 2011).

Hirawa et al. sa zamerali na termoresponzivne magnetické nanocastice (Therma-Max),
ktoré boli zacielené na SLU pomocou Specifickej teploty agregécie. Reverzibilna
agregacia sa dosiahla pomocou N-izopropyl akrylamidu, ktory je schopny prejst’
z kvapalného na agregovany pri zahriati na teplotu tela (2012).

SPIO NP pokryté karboxydextranom (60 nm v hydrodynamickom priemere) sa
momentalne zacali pouzivat’ v klinickej praxi pod ndzvom Sienna + ® (Endomagnet ics,
Ltd, UK) (Stanik et al., 2018). Tieto NP boli uspesne pouzité aj v multicentrickej Stadii
SentiMAG so 160 pacientmi na identifikaciu SLU pomocou ruéného magnetometra.
Vysledky ukazuju, ze toto SPIO agens poskytuje rovnako uspe$ni a Vv niektorych
pripadoch uspesne;jsiu mieru detekcie SLU ako pomocou tradiéného *°™T¢ radiokoloidu

(Thill et al., 2014).
2.2.1.2 Kvantové bodky

Kvantové bodky, (angl. Quantum dots, QDs), su Sirkou skupinou polovodi¢ovych
nanomateridlov S moznostou emitovat’ Siroké rozpétie fluorescenéného spektra. Maja
viac vrstiev, ich jadro je tvorené prvkami skupin II-VI alebo 111-V periodickej ststavy
a obal d’al$imi polovodivymi prvkami, tym st schopné emitovat’ svetlo v NIR (ang. Near
infrared, NIR) oblasti. (Peng a Li, 2010).

Trojvrstvové QDs navrhnuté Kim et al. obsahujace InAsx P1-x v jadre, InP v strednom
obale a ZnSe v plasti mali upravitelnu emisiu NIR (> 800 nm) a zvyseny kvantovy
vytazok, umoznujlce vizualizaciu SLU na modeli potkana. (Kim et al., 2005).

TaktieZ boli predstavené samo-osvetlujuce bio-QDs, CdTe/CdS-QDs pokryté
bioluminiscen¢nym proteinom, luciferazou z Renilla reniformis. V pritomnosti
koelenterazinu boli tiento bio-QDs schopné emitovat’ bioluminiscenciu na zobrazovanie

SLU v mySom modeli bez pouzitia d’alSich optickych zdrojov (Chu a Wu, 2012).
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2.2.1.3 Nanodiamanty

Fluorescen¢né nanodiamanty (angl. Fluorescent nanodiamonds, FND) st po chemickej
stranke inertné, neobsahuju toxické prvky a nepodliehaju degradécii v biologickych
systémoch. (Schrand et al., 2007). FND maju potencial pre vyuzitie v bio-zobrazovacich
metodach, nakol’ko pokroky v zobrazovacom vyskume ukazuju, ze FND su vhodné na
dlhodobé sledovanie roznych typov buniek, akymi su aj rakovinové bunky. Nasledne sa
ziskané znalosti 0 rakovinovych bunkach daju dalej pouzit na sledovanie S$tadia
ochorenia (Claveau et al., 2018).

FND maju vyznamné vyhody oproti inym NIR nanosondam, vd’aka neobmedzene;j
fotostabilite, inherentnej biokompatibilite a hemokompatibilite, nevykazuju toxicitu pre
peceni, nesposobuju systémovy zapal a nie st teratogénne (Ni et al., 2018).

Momentalne sa pre zobrazovanie in vivo pouzivaju FND s velkost'ou ¢astic 100 nm.
Vaijayanthimala et al. aplikovali FND s nekovalentne viazanym BSA s cielom
vizualizacie SLU v mySom modeli. Vizualizacia prebehla uspeSne a SLU boli spravne

identifikované (2012).

2.2.1.4 Z1até nanocastice

V porovnani s mnohymi inymi kovovymi nanocasticami maji nanocastice vyrobené zo
vzacnych kovov ako zlaté¢ zlaté nanocastice (AuNP), odlisné elektronické a optické
vlastnosti. Pri excitacii AuNP svetlom 3pecifickych vinovych dizok, dopadajuce fotony
silne interagujti s vodivym pasmom elektronov a spdsobuju ich oscilaciu s rezonanénou
frekvenciou. Tato kolektivna oscilacia je znama ako lokalizovana povrchova plazménova
rezonancia (angl. localized surface plasmon resonance, LSPR), ktora vytvara silné a
lokalizované elektromagnetické polia a umoziuje citlivii detekciu zmien v dielektrickom
prostredi obklopujiicom povrch nanocastic.

Tato vlastnost’ umoznuje ich vyznamné vyuzitie pri zobrazovani, dodavani lieciv a pri
terapeutickych aplikaciach pri malignom ochoreni. AuNP sa pouzivaju ako zobrazovacie
¢inidla a biosenzory vd’aka svojej schopnosti emitovat’ fotdny po oZiareni.

Zlaté nanocastice (angl. gold nanoshells, AuNShs) sa skladaju z jadra oxidu
kremicitého pokrytého tenkym kovovym plastom zo zlata. Zmenou pomeru polomeru
jadra k hribke pla§ta sa vinova diZka povrchovej plazmoénovej rezonancie dokaze
prispdsobit’ od viditeI'nej po NIR (Sudhakar a Santhosh, 2017).

AuNP tiez uc¢inne rozptyluji rontgenové luce a poskytuji tak kontrast pri

rontgenovom snimani. AuNP moézu byt taktiez rédioaktivne oznacené aktivaciou
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neutrénov a mézu byt tymto spdsobom detekované prostrednictvom gama ziarenia.
(Sperling et al., 2008)

Song et al. pouzili AuNP ako kontrastni latku pre zobrazenie LU pomocou
fotoakustického zobrazovania (angl. photoacoustic imaging, PAI) v stadii, kde pouzili
ako modelové organizmy potkany a urcili SLU so zvySenym kontrastom a dobrym
priestorovym rozliSenim. Tiez zistili, Ze PAI umoziiuje pomocou AuNP mapovat’ SLU
v hibke priblizne 33 mm (Song et al., 2009). Cai et al. hodnotili transport AUNP rdznych
velkosti v lymfatickom systéme na rovnakom modeli a vysledky ich vyskumu
preukazali, ze vd’aka vacSiemu prierezu optickej absorpcie boli 50 nm AuNP ucinnejsie
ako kontrastné Cinidlo pre PAI v porovnani s 30 nm naprotivkami. Povrchovy naboj
AUNP moze navyse ovplyvnit’ ich rychlost’ migracie cez SLU radovo neutralne > zdporné
> kladné (Cai et al., 2011).

Luke et al. vyvinuli d’al$iu kontrastna latku pre PAI — Si-AuNPs (ang. Silica coated
gold nanoparticles, nanocastice s povrchovou vrstvou kremiku) a preukazali jej

vyuzitel'nost’ pri mapovani SLU s PAl (Luke et al., 2013).

2.2.1.5 Radionanocastice
Nanocastice oxidu zelezitétho (angl. iron oxide nanoparticles, IONP) pokryté
polyetylénglykolom boli radioaktivne oznadené ®3Ga a pouzité na zobrazovanie SLU,
pomocou PET / MR / CLI (Madru et al., 2014).

9¥MT¢ bol tiez pouzity pre konjugiciu s IONP, striebornymi NP (AgNP) & AuNP.
Medzi d’alsie latky s *™Tc patri ®™Tc-sirny nanokoloid, konkrétne filtrovany <100nm
9MT¢-sirny nanokoloid, pouzivany v USA pre SLU mapovanie pri rakovine prostaty. Pre
dlhsie zobrazovacie §tadie sa pouzivaju In a 8’Ga spolu s roznymi druhmi jodovych

kontrastnych latok (Pratt et al., 2016).

2.2.2 Biokompatibilita nanocastic

Existuji urcité kategdrie nanocastic, o ktorych sa Casto uvadza, Ze maju cytotoxické
ucinky. Napriklad nanocastice na baze uhlika vykazovali toxicitu vo viacerych testoch in
vitro a in vivo. Ukazalo sa najmi, Ze uhlikové nanorarky indukuju mezoteliom, ¢im
napodobiiuju toxicitu azbestu, prirodzene sa vyskytujuceho karcinogénneho mineralneho
vlakna (Wolfram et al., 2015). Podl'a toho nemusia byt Skodlivé ucinky uhlikovych
nanorurok désledkom pdvodného materidlu, ale skor ich tvaru, ¢o ukazuje, Ze bezpecnost’

nanocastic vel'mi zavisi od ich morfoldgie (Johnston et al., 2009).
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Rovnako moze byt velkost’ nanocastic urcujicim faktorom pre biokompatibilitu.
Napriklad sa ukdzalo, Ze nanocastice zlata s priemerom 1,4 nm su toxické, zatial' ¢o
rovnaké Castice s priemerom 15 nm nevykazovali toxicitu (Pan et al., 2007).

Okrem nanocastic zlata vykazovali cytotoxické ucinky aj d’alSie NP na baze kovov.
Napriklad niekol’ko studii odhalilo cytotoxické ti¢inky nanocastic striebra. Okrem toho
sa tiez zistilo, ze Castice oxidu zeleza vykazuji $kodlivé vlastnosti in vitro aj in vivo,
hlavne v dosledku tvorby reaktivnych foriem kyslika (angl. reactive oxygen species,
ROS). Skodlivé u¢inky povodnych nanoastic mozno znizit pomocou napriklad
povrchovej modifikacie. Pre ilustraciu, pridanie hydroxylovych skupin k c¢asticiam
gadolinium-fullerénu zabranilo tvorbe ROS, ¢im sa znizila toxicita a polymérny povlak

na povrchu nanocastic oxidu Zeleza dramaticky zlepsil zivotaschopnost’ buniek (Wolfram

etal., 2015).
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3 EXPERIMENTALNA CAST
3.1 Materialy a metody
3.1.1 Materialy

3.1.1.1 Chemikalie
Pre kultivaciu buniek bolo pouzité tkzv. DMEM médium (Dulbecco's Modified Eagle's

medium, (Lonza, Svajéiarsko)) s pridavkom 10 % tepelne inaktivovaného fetalneho
bovinného séra (FCSi, (Merck, USA)) obsahujuceho 1 % neesencialnych aminokyselin
(Merck, USA), 1 % pyruvatu sodného (Merck, USA) a 1% antibiotik (100U/100ug na ml
penicilin/streptomycin (Gibco® Thermo Scientific, USA)).

Pre enzymatické uvolnenie buniek z dna kultiva¢nej nadoby bol pouzity TrypLE
(trypsin, Merck, USA), pre oplachnutie buniek bolo pouzité PBS, taktiez znacky Merck,
USA.

Ako nosi¢ pre bunky typu B16-F10 v priebehu implanticie bola pouZzitd zmes
kultivaéného média (DMEM+10 % FBS, Merck, USA).

Ako inhala¢né anestetikum bol pouzity isofluran vo podobe pripravku Forane (Abbott,
USA) apre inhalaciu bol pouzity medicinalny kyslik Respirox (SIAD, CR). Aby sa
zabranilo vysychaniu o¢i zvierat poc€as anestézie, boli oSetrené o¢nou mastou
Ophthalmo-Azulén (Zentiva, CR).

Dalej boli pouzivané v laboratériu bezne dostupné chemikélie v analytickej Gistote

dodavané firmou Lachema, a.s. CR a Merck, USA.

3.1.1.2 Pristroje
Kultivacia a pasdzovanie buniek: inkubator (Thermo Scientific, USA), laminarny box
Herasafe KS (Thermo Scientific, USA), vodny kupel’ (Memmert, Nemecko), mikroskop
Primo Vert (Zeiss, Nemecko) a centrifuga Rotina 420R (Hettich, Nemecko).
Zobrazovanie laboratornych zvierat: hybridny systém PET/SPECT/CT Albira
(Bruker Corp., USA) (obr. 9) , systém pre inhala¢nt anestéziu pre laboratdrne zvierata
(Summit Anesthesia Support, USA) a systém MS FX PRO (Bruker Biospin Corporation,
Woodbridge, CT, USA) pre fluorescenc¢né zobrazovanie.
Spracovanie dat. Albira Suite, Albira Aquirer, PMOD, Bruker MI SE software
a Molecular Imaging Software (ver 7.1.20220), (vsetko od firmy Bruker Biospin
Corporation, Woodbridge, CT, USA).
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3.1.1.3 Nanocastice

Vsetky typy nanoastic boli dodané a vyrobené timom Dr. Petra Ciglera z Ustavu
organickej chémie a biochémie AV CR.

Zlaté nanocastice

Pouzité boli koloidné nanocastice, so silikovym (z oxidu kremic¢itého) 108 nm vel’kym
jadrom. Po pozlateni je ich celkova velkost’ cca 165 nm. Ich povrch je modifikovany
vrstvou polyméru, alkinom obohateného HPMA ( N-(2-hydroxypropyl) metylakrylamid).
Tento polymér je velmi hydrofilny, netoxicky a neimunogénny. (Lammers a Ulbrich,
2010). Ich absorpéné spektrum je 615 nm.

Nemanozylované — MG116 (MG=Miroslava Guricova)

Nemanozylované zlaté nanocastice boli v experimentoch pouzité ako prvy podtyp
nanocastic. Ich povrch nie je Specidlne upraveny pre stimulaciu receptorom
indukovaného prijmu LU.

Manozylovanée — MG117

Zlaté nanocastice S ozna¢enim MG 117 boli povrchovo modifikované pomocou
D-manozy. Makrofagy pritomné v LU disponuji manézovym receptorom (MR, CD
206), a teda je mozné dosiahnut’ cielenti akumulaciu NP v LU. Diamantové nanocastice

Vysoko koloidne stabilné ~ 200 nm HPHT FND (angl. high preassure high
temperature fluorescent nanodiamonds, fuorescenéné nanodiamanty vyrobené pod
vysokym tlakom a za vysokej teploty), ktoré poskytuju ultra jasné dvojfarebné emisie v
blizkej infracervenej oblasti a vo viditeInych spektralnych oblastiach. Po excitacii
zelenym (532 nm) a oranzovym (590 nm) svetlom FND emituji v oblasti 560 - 800 nm.
Excitdcia modrym svetlom (488 nm) vedie k zelenej (500 - 550 nm) emisii, ktoru je
mozné paralelne vyuzit na nezavislu spektralnu detekciu FND. KK69 ( KK=Klaudia
Kvakovd ) disponuji povrchovou koloidnou stabilizaciou pomocou alkinom
modifikovaného polyglycerolu.

Nemanozylované — KK69 (KK=Klaudia Kvakova)

Nemanozylované KK69 boli v experimentoch pouzité ako prvy podtyp FND.
Nanocastice nedisponuju ziadou S$pecialnou povrchovou tpravou urcenou k stimulécii
receptorom idukovaného prijimu LU.

Manozylované — KK70
Podtyp €. 2 st ultrajasné 200 nm fluorescenéné KK70, ktorych povrch je obohateny

0 D-mano6zu. Toto obohatenie mandzou je z rovnakého dovodu ako pri zlatych NP, a sice,
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ze makrofagy pritomné v LU disponuji manézovym receptorom (MR, CD 206), a teda

je mozné dosiahnut cielent akumulaciu NP v LU.

3.1.1.4 Bunkova linia

Ako model pre maligne ochorenie bola pouzita linia melanomu B16-F10 (ATCC,
Manassas, VA, USA), ktora ma poévod vo vybranom rode mysi C57BL/6. Jedna sa teda
0 cicavéi model melanomu a nadory maju vysoko reprodukovatelny exponencialny
rastovy vzor. Bunky boli do pouzitia uchovavané vFBS + 10% DMSO (dimetylsulfoxid,
Merck, USA) pri teplote — 180 °C.

3.1.1.5 Laboratdrne zvierata
Pre in vivo rakovinovy model boli pouzité mysi rodu C57BL/6, konkrétne osem tyzdiové
samice (Envigo, Horst, Holandsko). Tento model bol vybrany z dévodu vhodnosti pre
skumanie lymfatickych metastaz v uzlinach a stopercentnej kompatibility s vybranou
tumorovou bunkovou liniou (Servais, 2011).

Ako in vivo kontrolny, zdravy, model boli pouzité osem tyzdiové a samice mysi rodu
BALB/c (Bagg and Albino, (Envigo, Horst, Holandsko)).

Vsetky pouzité mysi mali vahu priblizne 20 — 25 gramov, boli chované vo zverinci
s rezimom chovu SPF (angl. specific pathogen free, bez Specifickych druhov patogénov,
SPF) s dostatkom vody a krmiva. Chov aj experimenty boli vykonané v sulade so
vsetkymi pravnymi normami pre pracu s laboratornymi zvieratami (Zakon ¢&. 246/1992
Sb., na ochranu zvierat proti tyraniu, v zneni neskorSich predpisov) a so stihlasom
Ministerstva pol'nohospodarstva (Odbor zivoc¢isnych komodit) a Krajskej veterinarnej

spravy Statnej veterinarnej spravy pre Olomoucky kraj.

3.1.2 Metédy

3.1.2.1 Kultivacia a pasazovanie buniek

Bunky boli kultivované v kultivaénych nadobach s médiom v inkubare pri teplote 37 °C
a5 % COz. V inkubatore bola udrziavana vlhkost’ a ked’ konfluencia buniek dosiahla
hodnotu nad 75%, bolo vykonané ich pasazovanie v laminarnom boxe. Pred pasazovanim
boli PBS a trypLE umiestnené do vodného ktipel'a (37 °C) aby sa dosiahla ich optimalnu
teplotu pre bunky. Taktiez bolo spustené UV svetlo pre dezinfekciu v laminarnom boxe
na dobu 30 mintt. Nasledne bolo z kultiva¢nych nadob odsaté pdvodné médium a bunky

boli kyvavym pohybom nadoby oplachnuté PBS. Po odsati PBS bol pridany trypLE
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a nadoba bola umiestnena na tri mintity do inkubatora, aby sa bunky oddelili od steny
kultiva¢nej nadoby. Po ich uvolneni bolo pridané Ccerstvé kultivaéné médium
a opakovanym nasavanim a vypust'anim buniek 0 dno nadoby boli zhluky buniek od seba
oddelené. Pasadzovanie sa vykonavalo v pomere 1:2.

Implantacia buniek (0,5x10° buniek/mys) do laboratérnych mysi bola vykonana
subkutanne do pravého zadného chodidla. Do jedenastich dni od implantacie boli

pozorované nadory zasahujtce uz viac ako 50% chodidla.

3.1.2.2 In vivo zobrazovanie

Jedenast’ dni po implantacii B16-F10 buniek, boli mySiam intratumoralne do pravého
zadného chodidla aplikované nanocastice v objeme 20 ul (~ 10 mg/ml). V pripade
zdravych mysi aplikécia nanocastic prebehla subkutanne do pravého zadného chodidla.

Po 24h v pripade aplikovanych KK69 a KK70 nasledovalo fluorescenéné zobrazenie
celého tela, ktoré prebehlo v anestéze za pouzitia 2% izoflurdnu. Naslednd eutanazia
zvierat bola vykonana prostrednictvom izofluranu a prerusenia miechy v oblasti krénych
stavcov. Dalej sa odobrali poplitedlne LU a opit’ sa nasnimali pomocou systému pre
fluorescencné zobrazovanie In-Vivo MS FX PRO umiestnené v mikrotitraénej dosticke
s nizkou mierou autofluorescencie (PerkinElmer, Waltham, MA). Na ziskanie vsetkych
snimok bolo pouzité identické nastavenie osvetlenia (doba snimania = 60 s, filtre = 630
nm pre excitaciu a 700 nm pre emisiu, f-stop = 2,8, zorné pole = 100 mm a binning =
2x2) a fluorescenénd emisia sa normalizovala na fotony/s/mm?.

V pripade aplikacii zlatych nanocastic bolo zobrazovanie pomocou CT snimania (prad
400 pA, napitie 45 kV, 600 projekcii) uskuto¢nené vzdy 24h a 48h p.i. (angl. post
injection, po injektovani) Vv zdravych mysiach a v pripade nadorovych mysi bolo
snimanie vykonané len 24h p.i.. Celkovy sken jednej mysSi trval cca 30 minat. Pred
zaCiatkom samotného snimania bolo v programe Albira Aquirer adekvatne nastavené
odsadenie 16zka pre potkany, tkzv. ,,offset “, ktory bol vzdy 80 mm. Po ukonceni snimania
prebehla rekonstrukcia danej snimky v programe Albira Reconstructor.

Mysi boli pred kazdym snimanim uvedené do anesézie najprv 4% inhala¢nou davkou
izofluranu po dobu 5 minut a nasledne bola davka znizena na 2% na dobu priblizne troch
minut. Pocas tejto doby prebehla aplikacia o¢nej masti, aby sa prediSlo vysychaniu oci
pocas snimania. Mys$ bola nasledne umiestnena do 16zka pre potkany v CT pristroji a jej

zadné nohy boli adekvatne zafixované lepiacou paskou, aby bola zaistena lepSia
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viditelnost’ poplitedlnych LU. Po ukonceni snimania bola myS$ umiestnena spit’ do
chovnej klietky.

Nasledna eutandzia zvierat bola vykonana prostrednictvom izofluranu a preruSenia
miechy v oblasti krénych stavcov. V pripade zdravych mysi bola eutanédzia vykonana 48h
p.i. aV pripade zdravych mysi 24h p.i..

Vsetky mysi sme po eutanézii podrobili pitve.
3.1.2.3 Vyhodnocovanie dat
Data pre diamantové nanocastice ziskané pomocou prislusného obsluzného softwaru
Molecularimaging Software (ver 7.1.20220) (Biospin Corporation, Woodbridge, CT,
USA), boli nasledne kvantifikované manualne, kde sme oznacili ROI (angl. region of
interest, oblast zaujmu, ROI), teda prislusnti lymfatickii uzlinu a systém nasledne
vypoéital ich priemernti intenzitu fluorescencie uvedenti v P/mm?/s, teda pocet
emitovanych fotonov na milimeter Stvorcovy za sekundu.

Déta pre diamantové nanocastice sa uvadzaju ako priemer + Standardna odchylka (n =
5 alebo 4). Ziskané vysledky boli analyzované pomocou neparového jednostranného
Studentovho t-testu v programe Microsoft Office Excel 2010.

Data pre zlaté nanocCastice boli vyhodnotené prostrednictvom programu PMOD, kde
boli v jednotlivych rekonstrukciach snimok manuélne oznac¢ené tkzv. VOI ( angl. volume
of interest, objem zdujmu) samostatne pre pravu, teda pozitivnu LU — obsahujicu
nanocCastice a 'avl, negativnu, neobsahujucu nanocastice. Program nasledne generoval
nielen objem danej LU ale aj priemernt hodnotu jej radiodenzity, s ktorou sme nésledne

pracovali vo vysledkovej Casti.

Nasledne boli data spracované pomocou programu Microsoft Office Excel 2010 a
ziskané vysledky boli taktiez analyzované pomocou neparového jednostranného

Studentovho t-testu v programe Microsoft Office Excel 2010.
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Obr. 8 Pristroj Albira pre PET/SPECT/CT zobrazovanie laboratornych zvierat. V pravej ¢asti
pristroja je umiestnené 160zko pre laboratorne zvierata, ktoré sa pocas samotného snimania
presunie do l'avej Casti, kde st umiestnené konkrétne zobrazovacie zariadenia. Pristroj je napojeny
na systém inhala¢nej anestézy. Foto: Hajduova Katarina

Obr. 9 Schéma podania nanocastic a ich retencie v LU: A: subkutanna aplikacia nanocastic do
pravej zadnej koncatiny; B: retencia podanych nanocastic V poplitealnej lymfatickej uzline.
Upravené podl'a: (Uthaman, 2018)
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Obr. 10 Systém pre inhalaéna anestézu laboratornych zvierat: Vlavo: klietka s laboratérnymi
mysSami, vybavena hoblinami, vodou a potravou (granule). Uprostred: uzavrety box pre tivod do
anestézie s pritokom kyslika a izofluranu (¢ervenou) a vystupnym filtrom pre nespotrebovany
izofluran (modrou), vedl'a sa nachadza o¢na mast’. Vpravo: zariadenie pre inhalaéné anestéziu s
regulatormi kyslika a izofluranu. Foto: Hajduova Katarina

Obr. 11 Schéma receptorom indukovaného prijimu mandézou modifikovanych nanocastic
makrofagmi. Upravené podl'a: (Uthaman et al., 2018)
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4 VYSLEDKY

Vo vysledkovej cCasti vzdy pod pojmom pozitivnha poplitealna lymfatickd uzlina
rozumieme uzlinu anatomicky najblizSie k miestu aplikacie nanocastic, a teda uzlinu,
Vv ktorej su tieto nanocastice nasledne akumulované. V nasom pripade ide o poplitedlnu
lymfaticki uzlinu na pravej strane zvierata, ked’ze aplikacia nanocastic prebehla
subkutanne do pravej zadnej koncatiny (vid Obr. 9). Ako negativnu poplitealnu
lymfaticki uzlinu oznacujeme jej zrkadlovy naprotivok, teda sa jednd 0 poplitealnu
lymfatickd uzlinu na Tavej strane zvierata, v ktorej sa nepredpokladd ziaden vyskyt

aplikovanych nanocastic, teda sluzi ako negativna kontrola.

4.1 Zlaté nanocastice
Nami skimané zlaté nanocastice, konkrétne tzv. ,,nanoshells «, st uréené pre peropera¢nu
vizualizaciu sentinelovych lymfatickych uzlin pomocou techniky pocitacovej tomografie
— CT. Na zaklade CT zobrazenia ziska operatér anatomicky presnu predstavu o pozicii
danej lymfatickej uzliny, ked’ze CT patri do kategorie pristrojov schopnych zhotovit’ 3-
D obraz snimanej Struktary (Urbanek, 2000).

Dalsou $pecifickou vyhodou pouzitych zlatych nano¢astic je ich schopnost’ farebne
oznacit’ dant lymfaticka uzlinu na zaklade ich retencie v nej, teda pri excizii lymfatickej

uzliny ju operatér bude moct’ rozliSit’ voI'nym okom.
4.1.1 Nanocastice MG116

4.1.1.1 Stanovenie vel’kosti a radiodenzity lymfatickych uzlin

Graf 1 znazorfiujici porovnanie priemerného objemu pozitivnych poplitealnych
lymfatickych uzlin (PPLU) a negativnych poplitedlnych lymfatickych uzlin (NPLU)
v zdravych mySiach 24h p.i. nam ukazuje, Ze objem PPLU bol priemerne dvojnasobny
ako objem NPLU. Priemerny objem PPLU bol 2,40 + 0,73 mm?® a priemerny objem
NPLU bol 1,16 + 0,24 mm?.
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Graf 1 Priemerny objem pozitivnych poplitealnych lymfatickych uzlin (PPLU) a negativnych
poplitedlnych lymfatickych uzlin (NPLU) v zdravych jedincoch 24 hodin po aplikéacii MG116.
Uveden¢ udaje st priemerné hodnoty (n=3) + ich smerodajné odchylky.

Na grafe 2 pozorujeme hodnoty radiodenzity uvedené v Hounsfieldovych jednotkach
(HU) pre PPLU a NPLU v ¢ase 24h p.i. a 48h p.i. zlatych nanocastic MG116 v zdravych
mysiach. Mys ¢.3 uhynula na neznamu pri¢inu pred moznym meranim 48h p.i, preto tidaje
z daného merania 48h p.i., nie su uvedené. Ked'Ze pocet mysi pre interval 48h p.i. klesol
na n=2, ¢o je pocet, ktory nie je Statistickou vzorkou vhodnou na jej analyzu, tento graf

nie je uvedeny ako priemerné mnozstva radiodenzity + ich smerodajné odchylky.
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Graf 2 Porovnanie hodnoty radiodenzity pozitivnych poplitealnych lymfatickych uzlin (PPLU)
a negativnych poplitealnych lymfatickych uzlin (NPLU) pre MG116 na CT snimkach 24h a 48h
p.i. v zdravych jedincoch. My$ ¢.3 uhynula, preto jej udaje 48h p.i. chybaju.

Pri porovnani radiodenzity PPLU v ¢ase 24h p.1., ktorej priemerna hodnota je 119,13
+ 16,24 HU a NPLU, ktorej priemerna hodnota je -2,68 + 46,34 HU (vid’ obe graf 3)
vidime, Ze aplikované zlaté nanocastice typu MG116 Statisticky vyznamne (p<0,05)

zvysili radiodenzitu PPLU oproti ich negativnym kontrolam - NPLU.
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Graf 3 Priemerné hodnoty radiodenzity pozitivnych poplitealnych lymfatickych uzlin (PPLU)
a negativnych poplitealnych lymfatickych uzlin (NPLU) =+ ich smerodajné odchylky, uvedené
udaje st zo zdravych mysi (n=3) 24h po subkutannej aplikacii MG116.
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B16-F10 nadorové mysi:

CT sken prebehol len v ¢ase 24h p.i., nakol’ko sme na zdravych kusoch overili, Ze je to
najvhodne;jsi ¢as pre jeho vykonanie.

Na grafe 4 pozorujeme priemerné objemy pozitivnej poplitealnej lymfatickej uzliny
anegativnej poplitedlnej lymfatickej uzliny v mySiach s nddorom z implantovanych
buniek B16-F10. Priemerny objem negativnej poplitealnej lymfatickej uzliny bol
1,27 £ 0,27 mm?3, Naproti tomu objem pozitivnej poplitealnej lymfatickej uzliny bol
v priemere 4,89 £ 1,36 mm?3. Objem pozitivnych poplitealnych uzlin bol vsak v priemere

viac ako trojndsobny ako objem negativnych poplitedlnych lymfatickych uzlin.

Objem (mm3)

PPLU NPLU

Graf 4 Priemerny objem pozitivnej poplitealnej lymfatickej uzliny (PPLU) a negativnej
poplitealnej lymfatickej uzliny (NPLU) =+ ich smerodajné odchylky, uvedené udaje su
z B16-F10 nadorovych mysi (n=5) 24h po intratumoralnej aplikacii MG116

Ako ilustruje graf 5, radiodenzita poplitealnych lymfatickych uzlin v nadorovych
B16-F10 mysiach sa PPLU bola v priemere 64,96 + 17,99 HU a radiodenzita NPLU bola
v priemere - 45,93 + 10,13 HU. Statisticky vyjadrené, hodnota radiodenzity PPLU bola
Statisticky signifikantne vyssia (p< 0, 0005) ako hodnota radiodenzity NPLU.
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Graf 5 Priemerna radiodenzita (HU) pozitivnych poplitealnych lymfatickych uzlin (PPLU)
a negativnych poplitealnych lymfatickych uzlin (NPLU) + ich smerodajné odchylky v B16-F10
nadorovych mysiach (n=5) 24h po intratumoralnej aplikacii MG116.

4.1.1.2 Zobrazovanie lymfatickych uzlin

Skuto¢nost’ akumulécie nanocastic typu MG116 potvrdzuju aj CT snimky (vid’ obr. 12
a 14), kedy sme boli na schopni PPLU odlisit’ a Gspe$ne ur€it’ uz na prvy pohlad, v oboch
skupinach mysi, t.j. aj v zdravych aj v B16-F10 nadorovych, ked’Ze nanocastice efektivne
zvysili ich radiodenzitu.

Nanocastice typu MGI116 sa uspesne akumulovali v pozitivnej poplitedlnej
lymfatickej uzline, na zaklade ¢oho ju bolo mozné tispesne identifikovat’ behom pitevne;j
disekcie nielen zdravych mysi (vid’ obr. 13) ale aj B16-F10 nadorovych mysi (vid’ obr.
15). Tymto sme preukazali vyuzitelnost' nanocastic typu MG116 pri intraoperacnom
vykone, ked’Ze pozitivna poplitedlna lymfaticka uzlina je vol'nym okom jasne rozlisiteI'na

od okolitého tkaniva.
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Obr. 12 CT snimka zdravej mys$i s MG116 zhotovena 24h p.i. porovnavajica pozitivnu
poplitealnu lymfatickt uzlinu — vyobrazenti v 'avej Casti, negativu poplitealnu lymfaticka uzlinu
vyobrazenu vpravo, kazda z nich je zvyraznena prislusnou ¢ervenou Sipkou.

Obr. 13 Fotografia z vykonanej pitvy zdravej mysi s aplikovanymi nanocasticami MG116;
PPLU oznacuje pozitivnu, teda prava poplitealnu lymfaticka uzlinu a NPLU oznacuje miesto
vyskytu negativnej, teda lavej poplitealnej lymfatickej uzliny. Autor fotografie: Hajduova
Katarina.
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Obr. 14 CT snimka mysi s tumorom bunkovej linie B16-F10 a aplikovanymi nanocasticami
MG116, cervena Sipka v l'avej Casti snimky zvyraziuje pozitivnu poplitealnu lymfaticka uzlinu
(PPLU) av pravej Casti snimky zvyraziiuje ¢ervena Sipka negativnu poplitealnu lymfaticka
uzlinu (NPLU).

Obr.15 Fotografia z vykonanej pitvy nadorovej mysi S tumorom bunkovej linie B16-F10
s aplikovanymi nanocasticami MG116; modra Sipka v 'avej ¢asti oznacuje tumor, PPLU znaci
pozitivnu, teda pravi poplitealnu lymfaticki uzlinu a NPLU znaéi miesto vyskytu negativnej,
teda l'avej poplitealnej lymfatickej uzliny. Autor fotografie: Zbynék Novy
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4.1.2 Nanocastice MG117

4.1.2.1 Stanovenie velkosti a radiodenzity lymfatickych uzlin

Graf 6 znazorfuje porovnanie priemerného objemu pozitivnych poplitealnych
lymfatickych uzlin (PPLU) a negativnych poplitealnych lymfatickych uzlin (NPLU)
V zdravych mysiach 24h p.i.,, po subkutannej aplikacii MG117. Objem PPLU bol
v priemere 3,53 = 0,99 mm® a objem NPLU bol v priemere 1,59 + 0,37 mm?,
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Graf 6 Priemerny objem pozitivnych poplitealnych lymfatickych uzlin (PPLU) a negativnych
poplitealnych lymfatickych uzlin (NPLU) =+ ich smerodajné odchylky, udaje zo zdravych mysi
(n=3) 24h po subkutannej aplikacii MG117.

Na grafe 7 uvadzame priemerné hodnoty radiodenzity (HU) pozitivnych poplitealnych
lymfatickych uzlin - PPLU a negativnych poplitedlnych lymfatickych uzlin - NPLU + ich
smerodajné odchylky Vv ¢ase 24h p.i. a 48h p.i. zlatych nanocastic MG117 v zdravych
mysSiach, pri po¢te kusov n=3.

ZlepSenie kontrastu na CT snimke sme vypocitali ako rozdiel hodnét radiodenzity
PPLU a NPLU anasledne bola hodnota spriemerovand a vypocitana jej smerodajna
odchylka. Manozylované zlaté nanocastice, MG117 v experimentoch zvySovali kontrast
(vypocitané ako radiodenzita PPLU-NPLU a nésledne bola hodnota spriemerovand)
PPLU v porovnani s NPLU na CT snimkach vyhotovenych 24h od aplikécie v priemere
0 166,58 = 3,50 HU (n=3) a 48h od aplikacie v priemere o 153,42 + 38,90 (n=3). Na

zaklade Statistickej analyzy konStatujeme, ze aplikacia nanocastic MGI117 mala
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Statisticky vyznamnejsi vplyv na zvySenie kontrastu PPLU oproti uzlindm bez nanocastic
24h p.i. (p<0,0005) ako 48h p.i. (p<0,005).
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Graf 7 Porovnanie priemernych hodndt radiodenzity pozitivnych poplitealnych lymfatickych
uzlin (PPLU) anegativnych poplitealnych lymfatickych uzlin (NPLU) + ich smerodajné
odchylky, uvedené tidaje zo zdravych mysi (n=3) po subkutannej aplikacii MG117, v ¢asoch 24h
a48hp.i..

B16-F10 nadorové mysi:
CT sken prebehol len v ¢ase 24h p.i., nakol'’ko sme na zdravych kusoch overili, Ze je to
najvhodnejsi ¢as pre jeho vykonanie.

Na grafe 8 pozorujeme priemerné objemy pozitivnej poplitealnej lymfatickej uzliny
anegativnej poplitedlnej lymfatickej uzliny v mySiach s nddorom z implantovanych
buniek B16-F10, s intratumoralne aplikovanymi zlatymi nanocasticami MGI117.
Priemerny objem pozitivnej poplitealnej lymfatickej uzliny bol 5,05 + 0,96 mm?®. Naproti
tomu objem negativnej poplitealnej lymfatickej uzliny bol v priemere 1,48 + 0,94 mm?,
Objem pozitivnych poplitedlnych uzlin bol v priemere viac ako trojndsobny ako objem

negativnych poplitedlnych lymfatickych uzlin.

o1



6
5
£
£ 4
5
O
2
1
0

PPLU NPLU

Graf 8 Priemerny objem pozitivnej poplitealnej lymfatickej uzliny (PPLU) a negativnej
poplitealnej lymfatickej uzliny (NPLU) =+ ich smerodajné odchylky, uvedené udaje st
z B16-F10 nadorovych mysi (n=5) 24h po intratumoralnej aplikacii MG117

Ako ilustruje graf 9, radiodenzita popliteadlnych lymfatickych uzlin po aplikacii MG117,
24h p.i. vnadorovych B16-F10 mysiach bola v pripade @ PPLU v priemere
69,56 = 41,06 HU a radiodenzita NPLU bola v priemere -33,61 + 7,00 HU. Statisticky
vyjadrené, hodnota radiodenzity PPLU bola Statisticky signifikantne vyssia (p< 0,005)
ako hodnota radiodenzity NPLU.
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Graf 9 Porovnanie priemernych hodnét radiodenzity pozitivnych poplitealnych lymfatickych
uzlin (PPLU) a negativnych poplitedlnych lymfatickych uzlin (NPLU) =+ ich smerodajné
odchylky, uvedené udaje z B16-F10 nadorovych mysi (n=>5) po intratumoralnej aplikacii MG117,
v Case 24h p.i.
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4.1.2.2 Zobrazovanie lymfatickych uzlin

Ako mézeme vidiet,, zlaté nanocastice typu MG117 dokézali efektivne zvysit kontrast
danej poplitedlnej lymfatickej uzliny na CT snimke zdravej mysi (obr. 16). Taktiez sa
preukazala aj ich schopnost’ sfarbenia poplitedlnej lymfatickej uzliny, spdsobena ich
akumulaciou v jej subkapsularnych sinusoch aj pri pitevnej disekcii danej zdravej mysi

(vid’ obr. 17).

Obr. 16 CT snimka zdravej mysi s aplikovanymi MG117 zhotovena 24h p.i. porovnavajica
pozitivnu poplitealnu lymfaticki uzlinu — vyobrazenu v l'avej Casti a negativu poplitealnu
lymfaticku uzlinu vyobrazenu vpravo, kazda z nich je zvyraznena prislusnou ¢ervenou Sipkou.
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Obr. 17 Fotografia z vykonanej pitvy zdravej mysi s aplikovanymi nanocasticami MG117;
PPLU znac¢i porzitivnu, teda pravi poplitealnu lymfaticki uzlinu a NPLU oznacuje miesto
vyskytu negativnej, teda lavej poplitealnej lymfatickej uzliny. Autor fotografie: Hajduova
Katarina

Obr. 18 CT snimka mys$i s tumorom bunkovej linie B16-F10, vyhotovena 24h.p.i MG117, ¢ervena
Sipka v l'avej Casti snimky zvyraziuje pozitivnu poplitealnu lymfaticka uzlinu (PPLU) a v pravej
Casti snimky zvyraznuje cervena Sipka negativnu poplitealnu lymfaticka uzlinu (NPLU).
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Obr. 19 Fotografia z vykonanej pitvy nadorovej mys$i Stumorom bunkovej linie B16-F10 s
aplikovanymi nanocasticami MG117; modra Sipka v I'avej Casti oznacuje tumor, PPLU znaci
pozitivnu, teda prava poplitealnu lymfaticka uzlinu a NPLU znaci miesto vyskytu negativne;j,
teda l'avej poplitealnej lymfatickej uzliny. Autor fotografie: Zbynék Novy

Rovnako ako v zdravych jedincoch sa schopnost’ akumulacie MG117, a tym aj ich
schopnost’ zvySenia kontrastu voc¢i okolitému tkanivu preukazala aj na CT snimkach
B16-F10 nadorovej mysi (vid’ obr. 18). Taktiez schopnost’ vizualne farebne oznacit’

pozadovanu sentinelovi lymfaticka uzlinu sme tspesne preukazali, ako dokazuje obr. 19.

4.1.3 Porovnanie podtypov MG116 a MG117

Graf 10, kde st vyobrazené udaje pre zdravé mysi a graf 11, ktory vyobrazuje udaje pre
B16-F10 nadorové mySi, zobrazujii  priemerny rozdiel radiodenzity pozitivnej
poplitealnej lymfatickej uzliny a negativnej poplitealnej lymfatickej uzliny pri aplikacii
MG116 a MG117, teda hodnotu, o ktora aplikované nanocastice zvySuju radiodenzitu
pozitivnych poplitealnych uzlin v porovnani s ich negativnymi naprotivkami. V grafoch
su uvedené hodnoty priemernych rozdielov 24h p.i..

Pri  pouziti MG116 dosahovala priemerna hodnota rozdielu radiodenzity
121,81 + 38,54 HU v zdravych mysSiach a v B16-F10 nadorovych jedincoch bola tato
hodnota 110,88 + 21,26 HU. Analogické vysledky pri pouziti MGI117 boli
166,58 + 3,50 HU v zdravych myS$iach a 103,17 + 42,78 HU v B16-F10 nadorovych
mysSiach.

Hodnoty rozdielov radiodenzity sme nasledne podrobili jednosmernému Studentovmu
t-testu, aby sme zistili, ¢i st MG117 Statisticky lepSou vol'bou pre zvySenie kontrastu

zobrazovanej PPLU nez MG116. Vysledky Statistickej analyzy ukazali, ze MG117 nie su
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vyznamne efektivnejSie vo zvySeni kontrastu, ateda Vv zlepSeni viditenosti na CT
snimke, ako MG116 ani v zdravom modeli (p >0,5) ani v B16-F10 nadorovom modeli
(p>0,5).
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Graf 10 Priemerny vypoditany rozdiel medzi hodnotami radiodenzity negativnej poplitealnej
lymfatickej uzliny a pozitivnej poplitealnej lymfatickej uzliny + ich smerodajné odchylky
Vv zdravych mysiach pri pouziti MG116 a MG117; boli pouzité hodnoty z merani 24h p.i., pri
pocte mysi v kazdej vzorke n=3
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Graf 11 Priemerny vypocitany rozdiel medzi hodnotami radiodenzity negativnej poplitealnej
lymfatickej uzliny a pozitivnej poplitealnej lymfatickej uzliny + ich smerodajné odchylky v B16-
F10 nadorovych mysiach pri pouziti MG116 a MG117; boli pouZzité¢ hodnoty z merani 24h p.i.,
pri pocte mysi v kazdej vzorke n=>5
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4.2 Diamantové nanocastice

Pre ucely fluorescencného oznacCenia poplitealnych lymfatickych uzlin sme pouzili
vysoko koloidne stabilné HPHT FND s vel'kost'ou ~ 200 nm, ktoré poskytuju ultra jasné
dvojfarebné emisie v blizkej infracervenej oblasti a vo viditelnych spektralnych
oblastiach. Po excitacii zelenym (532 nm) a oranZovym (590 nm) svetlom FND emituju
v oblasti 560 - 800 nm. Excitacia modrym svetlom (488 nm) vedie k zelenej (500 - 550
nm) emisii, ktord je mozné paralelne vyuzit' na nezavisla spektralnu detekciu FND

S intraopera¢nym vyuzitim.

4.2.1 Nanocastice KK69

4.2.1.1 Stanovenie intenzity fluorescencie

Hodnoty fluorescencie HPHT nanodiamantov v PPLU dosahovali v zdravych mysiach
priemerné hodnoty 5,15x10” = 1,71x10° P/mm?/s (vid’ graf 12) a v nadorovych B16-F10
mysiach boli tieto hodnoty v priemere 1,76x107 £ 5,62x10° P/mm?/s (vid graf 13).
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Graf 12 Hodnoty fluorescencie v zdravom modeli s aplikovanymi KK69 pre pozitivau

poplitealnu lymfaticki uzlinu (PPLU) anegativnu poplitealnu lymfaticki uzlinu (NPLU),
hodnoty ziskané 24h p.i., pri po¢te mysi n=5
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Graf 13 Hodnoty fluorescencie v B16-F10 nadorovom modeli s aplikovanymi KK69 pre
pozitivnu poplitealnu lymfatickd uzlinu (PPLU) anegativnu poplitealnu lymfaticki uzlinu
(NPLU), hodnoty ziskané 24h p.i., pri pocte mysi n=4

4.2.2 Nanocastice KK70

4.2.2.1 Stanovenie intenzity fluorescencie

Typ KK70 HPHT nanodiamantov vykazoval v zdravom modeli pri pocte mysi n=5
priemerné hodnoty fluorescencie 5,40x107 + 9,35 x 10° P/mm?/s (vid graf 14)
aVvnadorovom BI16-F10 modeli, pri pofte mySi n=4, boli priemerné hodnoty

fluorescencie PPLU 2,57x107 + 3,37x10° P/mm?/s (vid graf 15).
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Graf 14 Priemerné hodnoty fluorescencie v zdravych mySiach s aplikovanymi KK70 pre
pozitivnu poplitealnu lymfatickd uzlinu (PPLU) anegativnu poplitealnu lymfaticki uzlinu
(NPLU), hodnoty ziskané 24h p.i., pri poéte mysi n=5
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Graf 15 Priemerné hodnoty fluorescencie v nadorovom B16-F10 modeli s aplikovanymi KK70
pre pozitivnu poplitealnu lymfaticku uzlinu (PPLU) a negativnu poplitealnu lymfatickt uzlinu
(NPLU), hodnoty ziskané 24h p.i., pri pocte mysi n=4

4.2.3 Porovnanie podtypov KK69 a KK70

4.2.3.1 Stanovenie intenzity fluorescencie

Intenzita fluorescencie v PPLU v zdravych mySiach pre KK69 bola v priemere
5,1x10"+1,7x10° P/si/mm? a pre KK70 bola tito hodnota v priemere
5,4x10" + 9,4x10° P/shfmm?. Obe tieto hodnoty su signifikantne vyssie (p<0,0005) v
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porovnani s NPLU kde hodnoty intenzity fluorescenéného signalu dosahovali
1.5%107 £ 2.4x10°8 P/s/mm? pre KK69 a 1,3x10" £ 1,9x10° P/s/fmm? pre KK70 (vid’ graf
16).
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Graf 16 Porovnanie priemernych hodnét fluorescencie PPLU a s obsahom bud® KK69
alebo KK70 a porovnanie priemernych hodn6t fluorescencie NPLU v zdravych mySiach pri pocte
kusov n=5
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Graf 17 Pomer hodnoty intenzity fluorescencie pozitivnej/negativnej PLU pre KK69 a KK70
Vv zdravych mysiach, 24h p.i. n=5
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Pri porovnani hodndt fluorescencie pozitivnych poplitedlnych lymfatickych uzlin
v zdravom modeli (n=5) (vid’ graf 16) vidime, ze manozylované KK70 Statisticky
vyznamne nezvysili hodnotu fluorescencie (p< 0,5) oproti nemanozylovanym KK69.

KK69 zvysovali intenzitu fluorescencie pozitivnej poplitedlnej lymfatickej uzliny
v priemere 3,5-nasobne oproti intenzite fluorescencie negativnej poplitealnej lymfaticke;j
uzliny. V pripade KK70 bola hodnota priemerného zvysSenia fluorescencie pozitivnej
poplitealnej lymfatickej uzliny v porovnani s jej negativnym naprotivkom v priemere
4,16-nasobna (vid’ obe graf 17).
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Graf 18 Porovnanie priemernych hodnét fluorescencie v nadorovom B16-F10 modeli 24h p.i.
PPLU s obsahom bud’ KK69 alebo KK70 a porovnanie priemernych hodnoét fluorescencie NPLU
+ smerodajna odchylka, bez obsahu nanocastic, n=4
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Graf 19 Pomer hodnoty intenzity fluorescencie pozitivnej/megativnej PLU pre KK69 a KK70
v B16-F10 nadorovom modeli, 24h p.i. n=4

Ak rovnako ako pri zdravom modeli porovname hodnoty pomeru fluorescencie
pozitivnych a negativnych poplitedlnych lymfatickych uzlin pri pouziti nanocastic KK69
a KK70, v nadorovom B16-F10 modeli (vid’ graf 19), dedukujeme, ze fluorescen¢né
nanodiamanty typu KK70 disponujiice mandézovou modifikaciou, vykazovali Statisticky
signifikantne vysSie hodnoty (p<0,05) ako pozitivne poplitealne lymfatické uzliny
obsahujiuce KK69.

4.2.3.2 Zobrazovanie lymfatickych uzlin
Obr. 20 znazorniuje celkovl snimku fluorescencie danej mysi, pricom mame moznost
vidiet, ze KK70 sa akumulovali vo vidc¢Sej miere v mieste aplikécie, ako KK69. Dané
fluorescenéné hodnoty poplitealnych lymfatickych uzlin nie je mozné z této snimky
s istotou urcit’, nakol’ko autofluorescencia tkaniva a srsti rusi ich fluorescen¢ny signal, ¢o
je aj dovod, preco obdobna snimka pre B16-F10 nadorové mysi nie je vloZena.

Pre efektivnejSiu kvantifikdciu poplitealnych uzlin, ich bolo potrebné z danej mysi
excizovat’ post mortem anésledne zosnimat’ umiestnené v mikrotitratnej dosticke

s nizkou mierou autofluorescencie, ako mézeme vidiet’ na obr. 21 a 22.
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Obr. 20 Celkova fluorescenéna snimka zdravych mysi s KK69 — vl'avo a KK70 — vpravo. Sipky
zvyraziiuju miesto aplikacie danych fluorescen¢nych nanodiamantov. Snimka bola vyhotovena
24h p.i.
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Obr. 21 Fluorescen¢né zobrazenie jednotlivych excizovanych poplitedlnych lymfatickych uzlin
zo zdravych my$i, vyhotovené 24h p.i.. Snimka je rozdelena do dvoch casti, oddelenych
medznikom, pri¢om l'ava Cast’ zobrazuje poplitealne lymfatické uzliny mysi s KK69 a prava cast’
zobrazuje poplitealne lymfatické uzliny mysi s KK70. Negativne poplitedlne lymfatické uzliny
(NPLU) su vzdy vyobrazené v prvom stipci a pozitivne poplitealne lymfatické uzliny (PPLU)
v druhom stipci danej asti snimky, LU st vzdy zoradené zostupne mys &.1-5.
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Obr. 22 Fluorescenéné zobrazenie jednotlivych excizovanych poplitealnych lymfatickych uzlin
Z mysi s tumorom B16-F10, vyhotovené 24h p.i.. Snimka je rozdelena do dvoch ¢asti, oddelenych
medznikom, pricom l'ava Cast’ zobrazuje poplitealne lymfatické uzliny mysi s KK69 a prava cast’
zobrazuje poplitealne lymfatické uzliny mysi s KK70. Negativne poplitealne lymfatické uzliny
(NPLU) st vzdy vyobrazené v prvom stipci a pozitivne poplitealne lymfatické uzliny (PPLU)
v druhom stipci danej ¢asti snimky. PLU st vzdy zoradené zostupne mys &.1-4.
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5 DISKUSIA

Rakovinové metastazy predstavuju celosvetovo hlavny dovod az 90% tmrti na toto
ochorenie. Bez ohl'adu na konkrétny druh rakoviny, len jeden z piatich pacientov
S metastazujucim Stadiom sa doziva dlhsie ako pit’ rokov od diagndzy, ¢o len podtrhuje
komplexnost’ tohto ochorenia (Schroeder et al., 2012).

Pre mnoho typov karcinomov ako napriklad prsnika, prostaty, ¢i pluc, je lymfogénne
metastazovanie nadorov do d’alSich tkaniv hlavnym dévodom smrti pacientov, z tohto
dovodu je dolezité urcit’ prislusnit SLU a urcit’ Stddium ochorenia a néasledne vhodne
zvolit’ lie¢bu (Neoral a Bohanes, 2012).

Potreba vyvinit’ l'ahko dostupné metddy pre vizualizaciu SLU je zamerana na dva
hlavné parametre. Prvym z nich je bezpecnost’ pacienta a zdravotnickeho personalu,
a teda potreba vyvinut’ biokompatibilné, netoxické kontrastné latky, ktoré vsak nebudu
vystavovat’ ani pacienta, ani chirurgicky personal riziku, napriklad vo forme gama
Ziarenia.

Druhym délezitym parametrom, je potreba vyvinat také kontrastné latky, aby ich
implementacia v praxi bola ¢o najjednoduchsia a aby sa podl'a moznosti dalo vyuzit' uz
existujuce pristrojové vybavenie, ktorym disponuje vacSina zdravotnickych zariadeni.

Ako dostupna a efektivna metdda zobrazovania sa pre toto vyuzitie pontika napriklad
pocitacova tomografia, ktora vyuziva rozdiel absorpcie rdznych tkaniv na vytvaranie
obrazov telesnych Struktar. (Carlsson, 1999). CT ma porovnatel'né kvality ako ostatné
techniky pre vyhotovenie 3D snimok tela.

Avsak z dovodu absencie prirodzeného kontrastu niektorych struktur resp. tkaniv s ich
okolim, je potrebné zaviest’ do organizmu kontrastnu latku. Kvalita kontrastnych latok sa
urcuje najmi na ich schopnosti zvySovat' kontrast. Pri vybere a tvorbe ideéalneho
kontrastného agens, sa kladie doraz nielen na vysoku kontrastnti hustotu a nizku toxicitu,
avsak i na jednoduchost’ jeho aplikacie a cenovu relaciu (Li et al., 2015).

V stcasnosti s najbeznejsie pouzivané kontrastné latky pre CT organické molekuly
obsahujtce jod, napriklad iopamidol, ako sme uviedli v predchadzajucich kapitolach.
Tieto kontrastné latky vSak disponuju viacerymi nevyhodami, ktoré vytvaraju priestor pre
vyvoj novych a dokonalejSich kontrastnych latok. Spomedzi nevyhod je to napriklad
kratky ¢asovy zobrazovaci usek, nakol’ko su tieto latky rychlo vyplavované do oblic¢iek
apecene. Tato nevyhoda vSak modze byt aspon Ciastocne odstrdnena modifikaciou

konvenénych zobrazovacich agens pomocou lipozémov (Lim et al., 2010). Spominana
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modifikacia vsak vyriesi len jeden z problémov, stale pretrvava problém toxicity voci
oblickam a taktiez pravdepodobnost’ vzniku alergickych reakcii. (Xi et al., 2012).

Naproti tomu anorganické nanomateridly maji unikatne optické, -elektrické
a magnetické vlastnosti. Anorganické nanocCastice na baze oxidu Zeleza, kvantovych
bodiek a uslachtilych kovov poskytuji vel'ké mnozstvo novych nanosond na neinvazivne
mapovanie sentinelovych lymfatickych uzlin pre- alebo intra-operacne.

Z tychto dovodov je velmi vyhodny koncept zlatych nanocastic, ako kontrastnych
latok pre preoperacné CT zobrazovanie a intraopera¢né zobrazovanie. Zlaté nanocastice
sa javia ako idedlne kontrastné latky pre CT zobrazovanie, z dovodu ich biokompatibility,
vysokych absorpénych koeficientov rontgenovych lucov aTlahkosti povrchovej
modifikacie, ktora sa da vyuzit pre cieleny Specificky prijem lymfatickymi uzlinami ako
napriklad pomocou mano6zového receptoru (Uthaman et al., 2018).

Receptor pre rozpoznanie manézy (angl. mannose receptor, MR; CD206) je
transmembranovy protein vel’ky priblizne 175 kD, prevazne exprimovany tkanivovymi
makrofagmi, dendritickymi bunkami (angl. dendritic cells, DC) a vybranymi
lymfatickymi alebo endotelovymi bunkami (Taylor et al., 2005). MR je detekovatelny v
mnohych organoch vratane sleziny, pecene a lymfatickych uzlin (Azad et al., 2015).

Makrofagy, najmi tie spojené snadorovym bujnenim, dendritické bunky
a retikularno-endotelové bunky pritomné v SLU exprimujii mandzovy receptor (MR;
CD206) v hojnych mnozstvach. Ztohto doévodu uz bolo navrhnutych niekol'ko
radioaktivne znacenych molekularnych latok obsahujicich manézu zameranych na MR a
zobrazovanie SLU (Azad et al., 2015).

Manozylaciou zobrazovacich latok mozno optimalizovat’ ich prijem, konkrétne jeho
sprostredkovanim pomocou MR makrofagov, nachadzajtcich sa v ciel'ovych tkanivach.
Vzhl'adom na schopnost’ recyklacie MR sa predpokladd, Ze cielené rozpoznavanie
pomocou MR bude vyZadovat’ mensSie davky latok na dosiahnutie optimalnych klinickych
ucinkov, ¢im sa znizi mnozstvo podavanych latok a v niektorych pripadoch, napriklad ak
sa jedna o ®MTc, aj ich toxicita ¢i celkova biologicka zataz pre pacienta (Azad et al.,
2015).

Nami pouzité zlaté nanocastice disponuju okrem biokompatibility eSte navySe
funk¢nou vlastnostou cieleného aktivneho prijmu makrofagmi v LU, prostrednictvom
MR, ktory sprostredkovava v nasom pripade monosacharid D-mandza.

Hlavnym cielom predkladanej bakaldrskej prace bolo preskimat’ novo vyvinuté zlaté

nanocCastice pre detekciu SLU. V experimentoch sme zistovali, ¢i s nami skimané
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nanocastice vhodné pre detekciu SLU a ¢i ma modifikacia man6zou, za G¢elom zvysenia
prijmu pomocou endocytdzy, Statisticky signifikantny vyznam. Pracovali sme s dvoma
typmi nanocastic, pre selektivnu akumulaciu v SLU.

Nami posudzované zlaté aj diamantové nanocCastice sme ziskali v spolupréci
s UOCHAB AV CR v Prahe.

Co sa tyka zlatych nanodastic s priemernou velkostou 165 nm, nemame vedomost’
0 tom, ze by sa vykonavala §tidia za pouzitia zlatych nanocastic tejto vel'kosti, nakol’ko
optimalna vel’kost’ nanocastic pre retenciu v SLU je podla viacerych autorov cca 50 nm
(Hameed, 2018).

V grafoch 1, 4, 6 a 8 sledujeme porovnanie objemu pozitivnej poplitealnej lymfaticke;j
uzliny (PPLU) anegativnej poplitealnej lymfatickej uzliny (NPLU) vV jednotlivych
skupinach mysi. Pozorujeme, ze objem PPLU je u kazdej zo skupin mysi zvacSeny, pri
zdravych jedincoch je to cirka dvojnasobné zvéacSenie a pri nadorovych jedincoch sa
Castokrat jedna o viacnasobné zvac¢Senie objemu oproti negativnej kontrole - NPLU, ¢o
spolahlivo ukazuje retenciu nanocastic v danej PPLU. Skuto¢nost’ zvéac¢Senia objemu
PPLU zobrazuje napriklad aj obr. 12, kde vidime porovnavaciu CT snimku zdravej mysi
¢.1 s podanymi MG116, pricom snimka bola vyhotovena 24 hodin od aplikacie nanocastic
a vodorovny rez zobrazuje obe uzliny vreze sich najlepSou viditelnostou. Tieto
vysledky dokazuju pozitivnu korelaciu medzi obsahom retenovanych nanocastic v PLU
a jej objemom.

Viacnasobné zvicsenie PPLU pri B16-F10 nadorovych jedincoch oproti PPLU
v zdravych je pravdepodobne spdsobené vlastnostami B16 — F10 tumoru, ktoré opisali
Harrell et al. vo svojej vedeckej praci zaoberajucej sa vplyvom B16-F10 tumoru na
lymfangiogenézu v poplitealnych lymfatickych uzlinach. (Harrell, 2007). Podla ich
zisteni, v skorych stadiach odpovede organizmu na rast tumoru nastava znac¢né zvacsenie
poplitealnej lymfatickej uzliny v koncatine, kde bol implantovany tumor, konkrétne su
znacne zvacSené lymfatické sinusy a medula. Toto zvacSenie sentinelovej uzliny nastava
eSte pred metastazovanim hlavného tumoru, respektive pred detekovate'nym mnozstvom
metastatickych buniek v danej SLU, do troch tyzdiov od implantacie B16—-F10 buniek.
Tieto zistenia teda naznauju, ze tumory podporuju expanziu lymfatickych sinusov
v SLU. Zvicsenie lymfatickej uzliny v dosledku reakcie na pritomnost’ tumoru nastava
Ciastocne kvoli hromadeniu makrofagov, najmd TAM (angl. tumor associated

macrophages, makrofagy suvisiace s nadorom) (Harrell et al., 2007).
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Vysledky ndm vsak d’alej ukazuju, ze objemové zviacsenie PLU nie je priamo umerné
intenzite absorpcie rontgenového ziarenia (vid’ priloha napr. tabul’ka 1, konkrétne mysi
¢.1 a¢.3, taktiez tabulka 3, konkrétne mysi ¢. 3 a¢.5), ¢o potvrdzuje hypotézu, ze
zvacSenie uzlin u nddorovych mysi nie je sposobené len akumulaciou nanocastic ale aj
vysSie popisanym efektom.

Zlaté nanocastice bez povrchovej upravy mandzou, t.j MG116, vykazovali zlepSenie
kontrastu PPLU oproti NPLU na CT snimkach zdravych jedincov vyhotovenych 24h od
aplikacie v priemere o0 121,81 + 38,54 HU (n=3) (vid’ graf 3). Tymto sme potvrdili
potencionalne vyuzitie zlatych ,,nanoshells « pre vizualizaciu LU, nakol’ko boli na CT
snimkach pomerne jednoducho odlisitelné od okolitého tkaniva v porovnani s LU bez
obsahu nanocastic, ¢o potvrdzuje aj obr. 12.

Radiodenzita konkrétnych PPLU s aplikovanymi MG116 v zdravych jedincoch mala
klesavii tendenciu naprie¢ c¢asom (vid graf 2). Hodnota radiodenzity PPLU
s aplikovanymi MG117 mala taktiez klesavli tendenciu naprie¢ ¢asom (vid' graf 7),
pri¢om 24h od aplikacie bola 145,41 + 16,39 HU (n=3) a 48h od aplikacie bola 97,32 +
32,05 HU (n=3). Z tychto hodnoét teda dedukujeme, Ze pre dosiahnutie lepSich hodnot
zvySenia kontrastu sa najvhodnejsie javi vykonat’ snimku 24h p.i..

Ako sme uz uviedli, priemernd hodnota rozdielu absorpcie réntgenového Ziarenia
PPLU a NPLU v zdravych jedincoch, teda hodnota, o ktoru sa zvysil kontrast PPLU na
CT snimke oproti NPLU pre MG116 24h p.ibola 121,81 + 38,54 HU (n=3) a pre MG117
bola rovnaka hodnota 166,58 + 3,50 HU. Statisticka analyza vysledkov zo zdravych
jedincov nam jasne hovori, Ze Castice obsahujiice modifikaciu mandzou nevykazuja
oCakavané hodnoty ateda, nie st ich kontrastné schopnosti v zdravom modeli
signifikantne lepsie (p>0,5) ako Castic bez manézovej modifikacie.

Tieto vysledky by sme ¢iasto¢ne mohli porovnat’ s pracou Uthaman et al., z roku 2018,
kde boli pouzité zlaté nanocastice modifikované mananom, o je bioaktivny polysacharid
zloZzeny z D-mandzy. Tieto nanocCastice mali vSak priemerna velkost’ 9,18 + 0,71 nm,
ajednalo sa oroztok koloidnych nanocastic zlata, avsak boli taktiez skimané ako
kontrastné médium pre selektivne CT zobrazovanie LU s pouzitim v mySom modeli.
Rozdiel medzi zlatymi nanoc€asticami pouzitymi Uthaman et al. @ nami pouZzitymi zlatymi
nanocasticami, je okrem ich velkosti aj v stavbe, nami pouzit¢ MG116 a MG117
disponuju kremikovym jadrom vo vel'kosti ~ 100 nm a vrstvou zlata hrubou ~ 63 nm.

Sposob aplikacie v uvedenom experimente kolektivu Uthaman et al. bol zhodny

S nami zvolenym sposobom aplikacie, teda subkutanne do zadného chodidla.
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Vysledkom zvolenia zlatych nanocastic velkosti 9,18 + 0,71 nm bola ich retencia
nielen vPLU, ale iv LU vysSicho radu, konkrétne v inguinalnych LU. V §tudii sa
venovali porovnaniu mananom obohatenych zlatych nanocastic a citratom obohatenych
zlatych nanocastic, kedy nanosastice disponujice mananom mali signifikantne vyssie
hodnoty radiodenzity (p<0,005) v PPLU oproti nanocasticiam s citratovou modifikaciou.

Rozdiel vo vysledkoch Stidie, ktoré ukazuju signifikantné zlepSenie prijmu
a akumulacie nanocastic obohatenych o manan v PPLU anaSich vysledkoch, si
vysvetlujeme najmé réznou velkostou nanocastic. Domnievame sa, ze velkost’ nami
pouzitych nanocastic je pre makrofagy pritomné v PLU rovnako pritazliva bez Statisticky
vyznamného rozdielu pri povrchovej modifikacii.

Dalsia pri¢ina moze byt v pouziti mananu a D-mandzy. Mannan vo svojej Strukture
obsahuje podjednotky D-mandzy, takze je mozné, ze stimulacia receptorov je vyssia,
nakol’ko sa jedna o polysacharid, ide v§ak len o nasu domnienku.

Mimo iné, priemerna hodnota radiodenzity v spominanej $tadii Uthaman et al. je az
618,33 + 80,31 HU pre manozylované nanocastice, ¢o sa zna¢ne 1isi od nami nameranych
hodnét. Dévod rozdielnej hodnoty radiodenzity by sme videli hlavne v aplikacnej davke
zlatych nanocastic, kedy v §tudii bolo pouzité mnozstvo az 50 ul a v naSom experimente
bola aplika¢na davka vo velkosti 20 pl.

Avsak konstatujeme, Ze toto mnozstvo (20 ul) bolo dostato¢né pre ucely urcenia danej
lymfatickej uzliny a na CT snimkach bola jasne rozlisiteI'na od okolitého tkaniva (vid’
obr.12 a17.)

Pre nanocastice MG116 st hodnoty rozdielu medzi PPLU a NPLU v nadorovej B16-
F10 skupine nizsie, t.j 110,88 + 21,26 HU (n=5) ako tomu je v skupine zdravych jedincov,
kedy je hodnota rozdielu medzi PPLU a NPLU 121,81 + 38,54 HU (n=3). Ak porovname
hodnoty radiodenzity pre MG117 ukazuje sa, ze MG117 taktiez vykazuju lepSie
vysledky, t.j vyssie hodnoty rozdielu medzi NPLU a PPLU v ¢ase 24h p.i., v zdravych
jedincoch 166,58 + 3,50 HU (n=3), ako v tych nadorovych 103,17 + 42,78 HU (n=5).

Doévod nizsich hodndt radiodenzity v nadorovych B16-F10 mySiach s aplikovanymi
MG117¢.4 a5 (vid priloha, tabulka 3) sa ndm nepodaril zistit', av§ak objem uzlin tychto
B16-F10 nadorovych jedincov ¢.4 (3,84 mm3) a 5 (4,52 mm3) (vid’ priloha, tabul’ka 3) je
porovnatelny s objemom uzlin zdravych jedincov ¢.1 (3,31 mm3) a ¢.3 (4,62 mm3)
s MG117 (vid priloha, tabul’ka 2). Pricom hodnoty radiodenzity ich PPLU su znac¢ne
odlisné, a sice pre nadorovi mys ¢.4 je hodnota 20,08 HU a pre nddorovu mys ¢€.5 je

hodnota 40,56 HU (vid’ obe priloha, tabul’ka 3) naproti hodnote radiodenzity PPLU pre
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zdrava mys ¢€.1, ktora je 163,88 HU a pre zdrava mys ¢.3 je 139,73 HU (vid’ obe priloha,
tabul’ka 2).

Pripadné metastatické napadnutie uzliny, ktoré mohlo sposobit’ jej ciasto¢nl
nepriechodnost’ u nadorovych jedincov, ateda by vysvetlovalo uz spominané nizke
hodnoty, vSak pitva vylucila.

Na zaklade statistickej analyzy konStatujeme, Ze manozylované nanocastice MG117
nemaju signifikantne lepSie Kkontrastné vlastnosti (p<0,5) Vv nadorovom modeli
v porovnani s MG116, teda tato nasa povodna hypotéza bola vyvratena.

Celkové nizsie namerané hodnoty radiodenzity v B16-F10 nadorovych jedincoch vSak
maju pravdepodobne suvis s patologickymi zmenami lymfatickych uzlin v odpovedi na
pritomny tumor typu B16-F10, ako uvadza stadia (Harrell et al., 2007).

Podrla ich zisteni, sa v pritomnosti tumoru B16-F10 zvicSuje nielen objem danej
sentinelovej uzliny ale aj objem a rychlost’ pretekajtcej lymfy cez danti uzlinu st zvysené
(Harrell, 2007). Taktiez podl'a §tadie, ktora sa zaoberala fyziologickymi zmenami po
implantacii B16-F10 tumoru do organizmu mysi, Sa v sentinelovych uzlinach zvysil pocet
makrofagov typu M1 signifikantne pocas 10. az 16. dita po implantacii tumoru, pricom
sticasne znacéne klesol pocet makrofagov typu M2 (Potez et al., 2018). M2 makrofagy na
svojom povrchu exprimuju prave manozovy receptor typu CD206 (Tsuchiya et al., 2019).

Domnievame sa teda, Ze nizSie hodnoty radiodenzity méZu byt spdsobené najmi
zvySenym prietokom lymfy cez danti SLU a nakol’ko sme aplikovali nanocastice na 11.
den od implantacie B16-F10 tumorovych buniek, teda v Case, kedy hladina M2
makrofagov eSte neklesla, mohli sa nanocastice akumulovat v makrofagoch
neukotvenych v lymfatickych uzlinach a pradenim lymfy sa dostat’ do inych casti tela.

Skiimané zlaté nanocastice disponovali predpokladanou schopnost'ou priameho
vizudlneho oznacenia danej pozitivnej poplitedlnej lymfatickej uzliny (vid’ obr. 13, 14,
18 a 20), aby boli intraoperac¢ne rozlisiteIné.

KonsStatujeme tiez, Ze zlaté nanocastice maju jednozna¢ne dlhSiu retencnu dobu
v lymfatickej uzline, ked’Ze sme ich na CT snimkach detekovali aj 48h p.i, kdezto v
pripade iopamidolu opisali Sugiyama et al. dobu moznej detekcie LU len do 5 mintt po
aplikacii (Sugiyama et al., 2020).

V buducnosti by sme videli niekol’ko aspektov, ktoré by sa v d’alsSom vyskume mohli
optimalizovat’, ako napriklad rovnaky pocet kusov zdravych jedincov ako nadorovych
jedincov, t.j. n=5. Taktiez by sme navrhovali vykonat’ opakovany CT sken v testovacich

skupinach v kratSsom ¢asovom useku, najmé s ohadom na nadorové skupiny, napriklad
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6h, 12h a 24h aby sme dokazali urcit’ ¢as s maximalnou retenciou nanocastic v LU a teda
idedlnu dobu pre zobrazenie LU pre dosiahnutie najvyssiecho mozného kontrastu a taktiez

rychlost” ich pohybu z miesta aplikacie do ciel'ovej LU.

V stcasnej dobe sa Vv Kklinickej praxi uspesne aplikuje indocyaninova zelena (ICG)
Vv pacientoch pri potrebnom vysetreni lymfatického systému a biopsie sentinelovej uzliny
s pouzitim fluorescencného snimania v blizkej oblasti infra¢erveného svetla. Avsak jej
slaba dlhodoba in vitro stabilita méze branit” d’alsiemu pouzitiu ICG v tejto oblasti (Wu a
Butt, 2016). Okrem toho, je stale vysoka miera (46%) nespravne uréenych lymfatickych
uzlin, respektive ich vyhodnotenie ako negativnych — nie sentinelovych pri pouziti ICG
v biopsii sentinelovej uzliny (Miyashiro et al., 2014).

Nanocastice s konverziou v blizkej infracervenej oblasti (NIR) su sl'ubné pre
intraoperacné fluorescenéné SLU snimanie vd’aka hibke prieniku svetla az 2 cm a
vysokému pomeru signalu k sumu (Li et al., 2015).

Doteraz sa vyskum pre in vivo zobrazovacie metoédy zameral najmda na HPHT FND
s vel'kost'ou priblizne 100 nm. AvSak relativne nizka jasnost’ a nizky pomer signalu
k Sumu stale nabadaju vedcov k vytvoreniu efektivnejsich zobrazovacich prob (Pietierjan
a Hernot, 2019). Problém nedostatocného jasu nanoprob zvyknt niektori autori
kompenzovat’ pripojenim fluorescenénych farbiv k FND (Vaijayanthimala et al., 2012),
¢o vsak nie je pripad nami skimanych FND.

Porovnanie ~ 100 a ~ 200 nm nanocastic ukazuje, ze obe nanocastice spadaju do
rozsahu predstavujuceho najlepsi kompromis medzi potrebou efektivnej a rychlej
lymfatickej drendZe a potrebou uspokojivej retencie v sentinelovej lymfatickej uzline. (tj.
100 az 200 nm) (Mariani et al., 2001).

Nami skimané HPHT FND st vysoko koloidne stabilné s velkost'ou ~200nm, ktoré
poskytuju vel'mi jasnu dvojfarebnu emisiu V NIR a vo viditel'nej oblasti spektra.

Vysledky fluorescen¢ného snimania zdravych jedincov (n=5) jasne ukazuju
akumulaciu ako nanocastic KK69, tak i KK70 v pozitivnych poplitealnych lymfatickych
uzlinach 24h po ich subkutannej aplikacii (vid’ grafy 12 - 15).

Ak porovname nami skiimané typy fluorescenénych nanodiamantov s konvencnou
metodou zobrazenia LU pomocou ICG, ktorti pouzili v §tadii (Sugiyama et al., 2020)
konStatujeme, Ze retencny Cas je vacsi a teda st fluorescenéné nanodiamanty vhodnejSou
volbou pre zobrazovanie LU sohladom nielen na casové hladisko ale aj na ich

neimunogénnost’.
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Priemerna intenzita fluorescencie PPLU v zdravych myS$iach pre KK69, konkrétne
5.1x107 £ 1.7x10° P/s/mm? a pre KK70, konkrétne 5.4x107 + 9.4x10° P/s/mm? boli
signifikantne vysSie (p<0.0005) v porovnani s prislusnymi NPLU (vid’ v§etky hodnoty v
grafe 16). Tieto data nam potvrdzuju, Ze pouzité FND sa niclenze GispeSne akumulovali
v PPLU ale aj signifikantne zvysili ich intenzitu fluorescencie, teda sa preukézal ich
potencial ako kontrastnych agens pre vizualizaciu LU bez ohl'adu na skuto¢nost, ¢i
disponovali povrchovou modifikaciou man6zou alebo nie.

V nadorovom modeli, kde bola pouzita bunkova linia B16-F10 a pocet jedincov pre
kazdu skupinu bol n=4, mali PPLU taktiez vysSie hodnoty fluorescencie NPLU, avSak
hodnoty fluorescencie boli nizSie pre oba typy diamantovych nanocastic V porovnani
a hodnotami v zdravom modeli. Konkrétne pre PPLU bola priemerna hodnota
fluorescencie vo vzorke mysi s pouzitymi KK69 2,0x107 = 0,8x108 P/sfmm? a vo vzorke
s pouzitymi KK 70 bola priemerna hodnota fluorescencie 2,7x10" + 3,3x10° P/s/mm? (vid’
obe graf 19). Oba typy nanocastic opat’ disponovali signifikantne vyS$Sou mierou
fluorescencie (p<0,005) v PPLU v porovnani s NPLU. Ak porovname data s vysSie
uvedenymi datami zo zdravych mys$i, ukazuje sa, Ze pre vizualizaciu SLU méa modifikacia
kontrastnych nanopréb mandzou strategicku vyhodu oproti nemodifikovanému typu.

Pre uvedené hodnoty s viac ako poloviénym zniZenim intenzity fluorescencie PPLU
v B16-F10 nadorovom modeli oproti intenzite fluorescencie PPLU v zdravom modeli sa
naskytuje opdt’ mozné vysvetlenie metastatického zasiahnutia danej sentinelovej
lymfatickej uzliny, ¢o vSak bolo opdt vylucené pitvou a naslednou histologickou
analyzou.

Na zéklade zisteni o pouZitom nadorovom modeli, melanéme B16-F10, ktoré uviedli
Potez et al., v roku 2018, kde predmetom prace bol vplyv implantované¢ho tumoru B16-
F10 v mySiach typu C57BL/6, dedukujeme, Ze niz$ia miera fluorescencie PPLU prave
v nadorovom modeli je spojena so zvySenou rychlostou prudenia lymfy z tumoru do
pril'ahlej sentinelovej lymfatickej uzliny, ako sme dedukovali pri zlatych nanocasticiach.

Ak porovname priemernu intenzitu fluorescencie PPLU pre manozylované, KK70
s nemanozylovanymi KK69 v B16-F10 modeli, zistime, Ze KK70 mali Statisticky vysSiu
mieru fluorescencie v PPLU (p<0,05) ako nanocastice, ktoré nedisponovali man6zovou
modifikdciou. Z udajov teda vyplyva, Ze modifikacia diamantovych nanocastic pomocou
mandzy signifikantne zlepSuje ich prijem aakumulaciu v LU ateda aj intenzitu
fluorescencie danej PPLU. Toto mohlo byt sposobené rychlejsim vyplavenim

nemanozylovanych KK69 ztumoru anasledne aj zo SLU, pretoze nedisponovali
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modifikaciou, ktora by im umoznila vyhodu pre prijem makrofagmi a teda bola ich
retencia v SLU v mensej miere.

V budicom vyskume by sme videli priestor pre optimalizaciu experimentu opét
v rovnakom pocte testovacich kusov, t.j. napriklad n=5.

Na zéklade vyssie uvedenych vysledkov vidime man6zou modifikované diamantové
nanocastice ako slubny nastroj pre selektivne fluorescen¢né zobrazovanie SLU,
s predpokladom perspektivy pre buduci vyskum.

Manozylacia a jej efekt pre receptorom indukovany prijem makrofagmi v SLU je uz
zndmy a dokazany koncept, na zaklade ktorého uz prebehla modifikdcia tradi¢ne
pouzivanych agens pre vizualizaciu SLU. Tato modifikacia, napriklad v pripade produktu
9MTc-tilmanocept, ktory uz je schvaleny pre klinické pouzitie v USA, sa ukazala ako
vyhodna, pretoze celkovy retenény ¢as v SLU sa zvysil, ako uvadza Azad a Schlesinger
(2015).

Preukdzanie efektivity manozylacie v pripade fluorescencnych nanodiamantov
anaopak jej vyvratenie v pripade zlatych nanocastic predstavuje podklad pre dalsi
vyskum. Domnievame sa, ze dovod by mohol byt v ich rozdielnej velkosti a rozdielnej
povrchovej Uprave. Mozno zakladna povrchova tuprava zlatych nanocastic aich
povrchovy naboj stimuluje ich prijem makrofagmi, bez Statisticky vyznamného rozdielu
Vv pripade manozylacie, zatial nezndimym spdsobom. Hodnoty radiodenzity pre zlaté
nanocastice v zdravom modeli taktiez nemali az dvojnasobny prepad oproti ich hodnotam
v B16-F10 modeli ako tomu bolo v pripade pouzitia FND, ¢o taktiez napoveda, ze su
schopné retencie v LU aj v SLU v podobne efektivnej miere. Avsak opit’ podotykame,
ze je to len podnet pre buduci dokladnejsi vyskum tykajtci sa podmienok a presného
sposobu makrofagového prijmu nanocastic ¢i uz stimulovaného manozylaciou alebo na

zaklade ich vlastnosti ako velkost’, povrchova Uprava a iné modifikacie.
9
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6 ZAVER

V tejto bakalarskej praci sme sa venovali novo vyvinutym typOm nanocastic pre
selektivne zobrazovanie sentinelovych lymfatickych uzlin. V praci sme skamali, hlavne
otazku, ¢i mad modifikacia mandzou Statisticky vyznamny prinos pre selektivnu
akumulaciu modifikovanych nanocastic v LU. Nasa hypotéza bola zamerana na fakt, ze
bunky makrofagov v LU maji na svojom povrchu receptor, ktory rozpozndva mandzu
(CD206) a teda by sa manozylované nanocastice, podl'a nasej hypotézy mali akumulovat’
rychlejsie a vo vysSej miere V cielovej LU.

V prvej Casti, sme sa zamerali na zlaté nanocastice, ktoré sme detekovali in vivo v
zdravych mysiach a v mySom nadorovom modeli, s implantovanou bunkovou liniou
B16-F10, pomocou CT zobrazovania. Napriek tomu, ze sa vysledky v zdravom modeli
javili sl'ubne, z naSich zisteni vyplynulo, Ze modifiké4cia zlatych nanocastic mandzou,
nema $tatisticky vyznamnua vyhodu, oproti rovnakym nanocasticiam, av§ak bez manézy.
Vysledky z nadorového modelu toto zistenie potvrdili. Hypotézu sa nam teda pre zlaté
nanocastice nepodarilo potvrdit. LU vsak boli vo vSetkych pripadoch tspesne selektivne
zobrazené a ich vidite'nost’ na CT snimkach bola signifikantne lepsia v porovnani s LU,
ktoré neobsahovali ziadne zlaté nanocCastice. Podarilo sa nam teda dokazat’, Ze Castice
s priemerom 165 nm su tiez schopné vizualizovat’ LU.

V druhej Casti bakalarskej prace, sme sa zamerali na vyskum 200 nm velkych HPHT
diamantovych nanocastic, kde taktiez boli dva podtypy skiimanych nanocastic, pri¢om
jeden podtyp — KK70 bol opit’ odlisny svojou modifikaciou pomocou manézy od ¢astic
KK69 (bez manodzy). Vyskum opit’ prebiehal na in vivo a ex vivo mySom modeli
s implantovanou bunkovou liniou B16 — F10. Pre tento podtyp nanocastic sa nam podarilo
potvrdit’ nasu hypotézu, iked” miera fluorescencie lymfatickych uzlin v nadorovom
modeli bola nizsia ako v zdravej kontrole. Vsetky LU sa vSak podarilo uspesne zobrazit’
za pomoci ich fluorescencie aoba typy nanocastic KK69 aj KK70 vykazovali
signifikantné zlepSenie kontrastu LU oproti ich negativnym kontrolam.

Podl'a uvedenych vysledkov konstatujeme, ze KK70 sa javia ako sl'ubny podtyp
diamantovych nanocastic pre selektivne zobrazovanie SLU.

Celkovo sa ndm v oboch experimentoch podarilo UspeSne vizualizovat dané
lymfatické uzliny 24h od aplikacie danych nanocastic, teda v porovnani s konvencnymi
metddami je jasne vidiet progres v reten¢nom ¢ase nanocastic v danej lymfatickej uzline,

takze konStatujeme, ze obe metddy su perspektivne pre d’alSie dodato¢né vyskumy.

74



7 LITERATURA

Ahmed M., Purushotham A., Douek M., (2014): Novel techniques for sentinel lymph node biopsy
in breast cancer: a systematic review. The Lancet Oncology 15, 351-362.

Alazraki N., Podoloff D., Glass E., Castronovo F., Valdés Olmos R., (2002): Procedure Guideline
for Lymphoscintigraphy and the Use of Intraoperative Gamma Probe for Sentinel Lymph
Node Localization in Melanoma of Intermediate Thickness 1.0*. The Journal Of Nuclear
Medicine 43, 1414-1418.

Albertini J., Lyman G.H., Cox C., Balducci L. a Yeatman T., (1996): Lymphatic Mapping and
Sentinel Node Biopsy in the Patient With Breast Cancer. JAMA: The Journal of the American
Medical Association 276, 1818-1822.

Alex, J.C. a Krag D.N., (1993): Gamma-probe guided localization of lymph nodes. Surgical
Oncology 2, 137-143.

Azad A. K. a Schlesinger L. S., (2015): Mannose receptor (CD206)-mediated imaging in sentinel
lymph node localization. Clinical and Translational Imaging 3, 237-245.

Barto, D.P.J., Berman C., Cavanagh D., Roberts W.S., Hoffman M.S., Fiorica J.V., M.A. Finan,
(1992): Lymphoscintigraphy in vulvar cancer: A pilot study. Gynecologic Oncology 46, 341-
344.

Bujoreanu 1., Gupta V., 2020. Anatomy: Lymph Nodes [online]. Treasure Island (FL): StatPearls
Publishing [cit. 2021-01-15]. Dostupné z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK557717/

Cabanas R.M., (1977): An approach for the treatment of penile carcinoma. Cancer. 39, 456-66.

Cai X., Li W., Kim Ch,, Yuan Y., Wang L., Xia Y. (2011). In Vivo Quantitative Evaluation of
the Transport Kinetics of Gold Nanocages in a Lymphatic System by Noninvasive
Photoacoustic Tomography. ACS Nano 5, 9658-9667.

Carlsson C. A, (1999). Imaging modalities in x-ray computerized tomography and in selected
volume tomography. Physics in Medicine and Biology 44, 23-56.

Claveau S., Bertrand J.R., Treussart F. (2018): Fluorescent Nanodiamond Applications for
Cellular Process Sensing and Cell Tracking. Micromachines 9, 1-13

Cong L., Takeda M., Y. Hamanaka, Gonda K., Watanabe M., Kumasaka M., Kobayashi,Masaki
Kobayashi Y., Ohuchi N. (2010): Uniform Silica Coated Fluorescent Nanoparticles: Synthetic
Method, Improved Light Stability and Application to Visualize Lymph Network Tracer. PL0S
ONE [online] 5, 1-6. Dostupné z: doi:10.1371/journal.pone.0013167

Cousins A., Thompson S., Wedding A., Thierry B., (2014): Clinical relevance of novel imaging
technologies for sentinel lymph node identification and staging. Biotechnology Advances 32,
269-279.

Cserni, G., 1999. Metastases in axillary sentinel lymph nodes in breast cancer as detected by
intensive histopathological work up. Journal of Clinical Pathology 52, 922-924.

Cihak, Radomir, 2004. Anatomie 3. 2. Praha; Grada. ISBN 80-247-1132-X.

Elmore S. A., (2016): Histopathology of the Lymph Nodes. Toxicologic Pathology 34, 425-454.

Gould, Ernest A., (1960): Observations On A “Sentinel Node” In Cancer Of The Parotid. Cancer
13, 77-78.

Govaert G.A.M., Oostenbroek R.J., Plaisier P.W., (2005): Prolonged skin staining after
intradermal use of patent blue in sentinel lymph node biopsy for breast cancer. European
Journal of Surgical Oncology (EJSO) 31, 373-375.

Gratton, S., Ropp P., Pohlhaus P., Luft J., Madden V., Napier M., Desimone J., (2008): The effect
of particle design on cellular internalization pathways. Proceedings of the National Academy
of Sciences 105, 11613-11618.

Grimm J. aDavid Scheinberg, (2011): Will Nanotechnology Influence Targeted Cancer
Therapy?. Seminars in Radiation Oncology 21, 80-87.

Hameed S., Chen H., Irfan M., Bajwa S., Khan W., Baig S., Dai Z., (2018): Fluorescence Guided
Sentinel Lymph Node Mapping: From Current Molecular Probes to Future Multimodal
Nanoprobes. Bioconjugate Chemistry 30, 13-28.

Harrell M. 1.,. Iritani B. M., Ruddell A. (2007): Tumor-Induced Sentinel Lymph Node
Lymphangiogenesis and Increased Lymph Flow Precede Melanoma Metastasis. The American
Journal of Pathology 170, 774-786.

75



Hayashi H., Ochiai T., Mori M., Karube T., Suzuki T., Gunji Y., Hori S., Akutsu N., Matsubara
H., Shimada H. (2003): Sentinel Lymph Node Mapping for Gastric Cancer Using a Dual
Procedure with Dye- and Gamma Probe-Guided Techniques. Journal of the American College
of Surgeons 196, 68-74

Hiraiwa K., Ueda M., Takeuchi H., Oyama T., Irino T., Yoshikawa T., Kondo A., Kitagawa Y.
(2012): Sentinel Node Mapping with Thermoresponsive Magnetic Nanoparticles in Rats.
Journal of Surgical Research. 174, 48-55.

Chen S. a Bilchik A., 2006. More Extensive Nodal Dissection Improves Survival for Stages | to
I11 of Colon Cancer. Transactions of the ... Meeting of the American Surgical Association 124,
267-275.

Chu M. aWu M., 2012. Self-illuminating quantum dots for highly sensitive in vivo real-time
luminescent mapping of sentinel lymph nodes. International Journal of Nanomedicine 7,
3433-43.

Johnson O., Johnson O.W., Chick J.F., Chauhan N.R., Fairchild A.H., Fan C.M., Stecker M.S.,
Killoran T.P., Suzuki-Han A. (2016): The thoracic duct: clinical importance, anatomic
variation, imaging, and embolization. European Radiology. 8, 2482-93. _

Johnston H.J., Hutchison G.R., Christensen F.M., Peters S,. Hankin S., Aschberger K., Stone V.
A., (2009): A critical review of the biological mechanisms underlying the in vivo and in vitro
toxicity of carbon nanotubes: The contribution of physico-chemical characteristics.
Nanotoxicology. 4, 207-246.

Joseph F.J., van Oepen A., Friebe M. (2017): Breast sentinel lymph node biopsy with imaging
towards minimally invasive surgery. Biomedical Engineering / Biomedizinische Technik. 62,
547-555.

Kala Z., Kysela P., Ostfizkova L., Kiss I., Valek V., Andrasina T., (2011): Chirurgicka a
miniinvazivni 1é¢ba kolorektalniho karcinomu. Onkologie 5, 270-273.

Kholova, Ivana, 2010. Lymfaticky systém: novinky v morfologii a patologii. Cesko-slovenska
patologie. 46, 98-103.

Kim S.W., Zimmer J.P., Ohnishi S., Tracy J.B., Frangioni J.V., Bawendi M.G. (2005):
Engineering InAs X P 1- x /InP/ZnSe I1I-V Alloyed Core/Shell Quantum Dots for the Near-
Infrared. Journal of the American Chemical Society. 127, 10526-10532.

Kolhar P., Anselmo A.C., Gupta V., Pant K., Prabhakarpandian B., Ruoslahti E., Mitragotri S.
(2013): Using shape effects to target antibody-coated nanoparticles to lung and brain
endothelium. Proceedings of the National Academy of Sciences. 110, 10753-10758.

Koranda, Pavel, 2014. Nukledrni medicina. 1. Olomouc: Univerzita Palackého v Olomouci, 201
s. Skripta. ISBN 978-80-244-4031-6.

Krag D.N., Weaver D.L., Alex J.C., Fairbank J.T., (1993): Surgical resection and
radiolocalization of the sentinel lymph node in breast cancer using a gamma probe. Surgical
Oncology 2, 335-340.

Kubikova E., Badidova J., Klein M., Benus R., Polak S., Varga I. (2019): Sentinel lymph node —
historical background and current views on its significance in complex management of breast
cancer patients. Bratislava Medical Journal. 120, 410-416.

Lammers T., a Ulbrich K. (2010): HPMA copolymers: 30years of advancesyr. Advanced Drug
Delivery Reviews. 62, 119-121.

Leung M., McCusker C., Ben-Shoshan M. (2019): Anaphylaxis to patent blue dye in a 17-year-
old boy. BMJ Case Reports 12, Dostupné z: doi:10.1136/bcr-2018-226191

Liao S. a Von Der Weid P.Y., (2015). Lymphatic system: An active pathway for immune
protection. Seminars in Cell & Developmental Biology [online]. (38), 83-89 [cit. 2021-01-15].
http://dx.doi.org/10.1016/j.semcdb.2014.11.0121084-9521.

Li J., Zhuang Z., Jiang B., Zhao P., Lin C. (2015): Advances and perspectives in nanoprobes for
noninvasive lymph node mapping. Nanomedicine 10, 1019-1036.

L Lim S.J., Lim J.S., Choi J., Choi J.Y., Hyung W.J., Kim H.S., Suh J., Kim K.W. (2010):
Nanoscaled lodized Oil Emulsion as a CT Contrast Agent for the Detection of Experimental
Liver Tumors in a Rat Model. Academic Radiology 17, 985-991.

Luciani A., Itti E., Rahmouni A., Meignan M., Clement O. (2006): Lymph node imaging: Basic
principles. European Journal of Radiology 58, 338-344.

76



Luke G., Bashyam A., Homan K., Makhija S., Chen Y.S., Emelianov S., (2013): Silica-coated
gold nanoplates as stable photoacoustic contrast agents for sentinel lymph node imaging.
Nanotechnology 24, 1-8. Dostupné z: doi:10.1088/0957-4484/24/45/455101

Madru R., Axelsson J., Ingvar Ch., Bibic A., Stahlberg F., Knutsson L., Strand S.E. (2014): 68Ga-
labeled superparamagnetic iron oxide nanoparticles (SPIONs) for multi-modality
PET/MR/Cherenkov luminescence imaging of sentinel lymph nodes. American Journal of
Nuclear Medicine and Molecular Imaging 4, 60-69.

Mariani G., Moresco L., Viale G. (2001): Radioguided sentinel lymph node biopsy in breast
cancer surgery. The Journal Of Nuclear Medicine. 42, 1198-1215.

Masannat Y.A., Shenoy H., Speirs V., Hanby A., Horgan K. (2006): Properties and characteristics
of the dyes injected to assist axillary sentinel node localization in breast surgery. European
Journal of Surgical Oncology (EJSO) 32, 381-384.

Masannat Y.A., Hanby A., Horgan K.., Hardie LJ. (2009): DNA Damaging Effects of the Dyes
Used in Sentinel Node Biopsy: Possible Implications for Clinical Practice. Journal of Surgical
Research 154, 234-238.

Minato M., Hirose C., Sasa M., Nishitani H.., Hirose Y, Morimoto T. (2004): 3-Dimensional
Computed Tomography Lymphography—Guided Identification of Sentinel Lymph Nodes in
Breast Cancer Patients Using Subcutaneous Injection of Nonionic Contrast Medium. Journal
of Computer Assisted Tomography 28, 46-51.

Miyashiro |., Hiratsuka M., Sasako M., Sano T., Mizusawa J., Nakamura K., Nashimoto A.,
Tsuburaya A., Fukushima N. (2014): High false-negative proportion of intraoperative
histological examination as a serious problem for clinical application of sentinel node biopsy
for early gastric cancer: final results of the Japan Clinical Oncology Group multicenter trial
JCOG0302. Gastric Cancer 17, 316-323.

Mokhtar M., Tadokoro Y., Nakagawa M., Morimoto M., Takechi H., Kondo K., Tangoku A.
(2016): Triple assessment of sentinel lymph node metastasis in early breast cancer using
preoperative CTLG, intraoperative fluorescence navigation and OSNA. Breast Cancer 23,
202-210.

Morton D. L. (1992): Technical Details of Intraoperative Lymphatic Mapping for Early Stage
Melanoma. Archives of Surgery 127

Morton D.L., Thompson J.F., Cochran A.J., Mozzillo N., Elashoff R., Essner R., Nieweg O.E.,
Roses D.F., Hoekstra H.J., Karakousis C.P., Reintgen D.S., Coventry B.J,. Glass E.C., Wang
H.J. (2006): Sentinel-Node Biopsy or Nodal Observation in Melanoma. New England Journal
of Medicine 355, 1307-1317.

Narayanan R. a Wilson T. (2018): Sentinel node evaluation in prostate cancer 35, 471-485.

Neoral C. a Bohanes T., 2012. Biopsie sentinelové uzliny 1. Praha: Galén. ISBN 978-80-7262-
882-7.

Ni X., Jia S., Duan X., Ding D., Li K. (2018): Fluorescent Nanoparticles for Noninvasive Stem
Cell Tracking in Regenerative Medicine. Journal of Biomedical Nanotechnology 14, 240-256.

NNoguchi, M., Motomura, K., Imoto, S., Miyauchi, M., Sato, K., Iwata, H., ... Tsugawa, K.
(2000): A multicenter validation study of sentinel lymph node biopsy by the Japanese Breast
Cancer Society. Breast Cancer Research and Treatment 63, 31-40.

Ogasawara, Y., lkeda, H., Takahashi, M., Kawasaki, K., Doihara, H. (2008): Evaluation of Breast
Lymphatic Pathways with Indocyanine Green Fluorescence Imaging in Patients with Breast
Cancer. World Journal of Surgery 32, 1924-1929.

Pan Y., Neuss S., Leifert A., Fischler M., Wen F., Simon U., Schmid G., Brandau W., Jahnen-
Dechent W. (2007): Size-Dependent Cytotoxicity of Gold Nanoparticles. Small 3, 1941-1949.

Peng Ch.W. a Li Y. (2010): Application of Quantum Dots-Based Biotechnology in Cancer
Diagnosis: Current Status and Future Perspectives. Journal of Nanomaterials 2010, 1-11.

Pietierjan D. a Hernot S., (2019): Emerging Fluorescent Molecular Tracers to Guide Intra-
Operative Surgical Decision-Making. Frontiers in Pharmacology 2019 Dostupné z:
doi:10.3389/fphar.2019.00510

Polena S., Yang S., Alam R., Gricius J., Gupta J.R., Badalova N., Chuang P., Gintautas J., Conetta
R. (2005): Nephropathy in critically Ill patients without preexisting renal disease. Proc West
Pharmacol Soc. 48, 134-5.

77



Potez M., Trappetti V., Bouchet A., Fernandez-Palomo C., Gii¢ E., Kilarski W.W., Hlushchuk
R., Laissue J., Djonov V. (2018): Characterization of a B16-F10 melanoma model locally
implanted into the ear pinnae of C57BL/6 mice. PLOS ONE. 13, 0206693 doi:
10.1371/journal.pone.0206693..

Pratt E.C., Shaffer T.M., Grimm J. (2016): Nanoparticles and radiotracers: advances toward
radionanomedicine. Wiley Interdisciplinary Reviews: Nanomedicine and Nanobiotechnology
8, 872-890.

Ravizzini G., Turkbey B., Barrett T., Kobayashi H., Choyke P., (2009): Nanoparticles in sentinel
lymph node mapping. Wiley Interdisciplinary Reviews: Nanomedicine and
Nanobiotechnology 1, 610-623.

Sakorafas G.H. a Peros G. (2007). Sentinel lymph node biopsy in breast cancer: what a physician
should know, a decade after its introduction in clinical practice. European Journal of Cancer
Care 16, 318-321.

Sarikaya I., Sarikaya A., Reba R.C. (2008): Gamma probes and their use in tumor detection in
colorectal cancer. International Seminars in Surgical Oncology 5, 5-25

Servais E.L., Colovos C., Bograd A.J., White J., Sadelain M., Adusumilli P.S. (2011): Animal
models and molecular imaging tools to investigate lymph node metastases. Journal of
Molecular Medicine 89, 753-7609.

Shields J.D., 2011. Lymphatics: At the Interface of Immunity, Tolerance, and Tumor Metastasis.
Microcirculation 18, 517-531.

Schoder H., Glass E.C., Pecking A.P., Harness J.K., Wallace A.M., Hirnle P., Alberini J.L., Vilain
D., Larson S.M., Hoh C.K., Vera D.R. (2006): Molecular targeting of the lymphovascular
system for imaging and therapy. Cancer and Metastasis Reviews 25, 185-201.

Schrand A.M., Huang H., Carlson C., Schlager J.J., Omacr Sawa E., Hussain S.M., Dai L. (2007):
Are Diamond Nanoparticles Cytotoxic?. The Journal of Physical Chemistry B. 111, 2-7.

Schroeder A., Heller D.A., Winslow M.M., Dahlman J.E., Pratt G.W., Langer R., Jacks T.,
Anderson D.G. (2012): Treating metastatic cancer with nanotechnology. Nature Reviews
Cancer 12, 39-50.

Sobin, L.H, M.K Gospodarowicz, Ch. Wittekind, 2011. TNM klasifikace zhoubnych novotvarii.
7. Praha: Urad zdravotnickych informaci a statistiky Ceské republiky. ISBN 978-80-904259-
6-5.

Song K.H., Kim C., Cobley C.M., Xia Y., Wang L.V. (2009): Near-Infrared Gold Nanocages as
a New Class of Tracers for Photoacoustic Sentinel Lymph Node Mapping on a Rat Model.
Nano Letters 9, 183-188.

Sperling R.A., Rivera Gil P., Zhang F., Zanella M., Parak W.J. (2008): Biological applications of
gold nanoparticles. Chemical Society Reviews [online]. 9, 1896-1908 [cit. 2021-01-06].
Dostupné z: doi:10.1039/b712170a

Stanik M., Macik D., Capak 1., Mare¢kovéa N., Lzi¢atova E., Dolezel J. (2018): Sentinel lymph
node dissection in prostate cancer using superparamagnetic particles of iron oxide: early
clinical experience. International Urology and Nephrology 50, 1427-1433.

Sudhakar S. a Santhosh P.B., 2017. Gold Nanomaterials. Advances in Biomembranes and Lipid
Self-Assembly 25, 161-180.

Sugiyama S., lwai T., Izumi T., Baba J., Oguri S., Hirota M., Mitsudo K. (2020): Sentinel lymph
node mapping of clinically NO early oral cancer: a diagnostic pitfall on CT lymphography.
Oral Radiology [online]. 1-5. Dostupné z: doi:10.1007/s11282-020-00442-1

Simsa, Jaromir, 2010. Sentinelovd uzlina lymfadenektomie u solidnich nadori:. Praha: Maxdorf.
ISBN 978-80-7345-213-1.

Taylor P.R., Martinez-Pomares L., Stacey M., Lin H.H., Brown G.D., Gordon S. (2005):
Macrophage Receptors And Immune Recognition. Annual Review of Immunology 23, 901-
944.

Thill M., Kurylcio A., Welter R., van Haasteren V., Grosse B., Berclaz G., Polkowski W., Hauser
N. (2014): The Central-European SentiMag study: Sentinel lymph node biopsy with
superparamagnetic iron oxide (SPI10) vs. radioisotope. The Breast. 23, 175-179.

Tsuchiya K., Suzuki Y., Yoshimura K., Yasui H., Karayama M., Hozumi H., Furuhashi K.,
Enomoto N., Fujisawa T., Nakamura Y., Inui N., Yokomura K., Suda T. (2019): Macrophage

78



Mannose Receptor CD206 Predicts Prognosis in Community-acquired Pneumonia. Scientific
Reports [online]. 9, 1-10. Dostupné z: doi:10.1038/s41598-019-55289-2

Urbéanek J., Knotkova V., Bibrova J. a Dvorak P., 2000. Nukledrni Medicina. 3. Praha: Gentiana
Jilemnice. ISBN 80-902133-9-1.

Uthaman S., Kim H.S., Revuri V., Min J.J., Lee Y.K., Huh K.M., Park I.LK. (2018): Green
synthesis of bioactive polysaccharide-capped gold nanoparticles for lymph node CT imaging.
Carbohydrate Polymers 181, 27-33.

Vaijayanthimala V., Cheng P.Y., Yeh S.H., Liu K.K., Hsiao C.H., Chao J.I., Chang H.C. (2012):
The long-term stability and biocompatibility of fluorescent nanodiamond as an in vivo contrast
agent. Biomaterials 33, 7794-7802.

Wang YX., 2011. Superparamagnetic iron oxide based MRI contrast agents: current status of
clinical application. Quant Imaging Med Surg 1 35-40.

Weinberg R. A. (2014). The biology of cancer 2nd ed. New York: Garland Science. ISBN 978-
0-8153-4219-9.

Wolfram J., Zhu M., Yang Y., Shen J., Gentile E., Paolino D., Fresta M., Nie G., Chen C., Shen
H., Ferrari M., Zhao Y. (2015): Safety of Nanoparticles in Medicine. Current Drug Targets
16, 1671-1681.

Wu S. a Butt HJ. (2016): Near-Infrared-Sensitive Materials Based on Upconverting
Nanoparticles. Advanced Materials 28, 1208-1226.

Xi, D.,Dong, S., Meng, X., Lu, Q., Meng, L., & Ye, J. (2012): Gold nanoparticles as computerized
tomography (CT) contrast agents. RSC Advances 2, 12515-12524.

Zhao H., Huang, T., Li H. (2019): Risk factors for skip metastasis and lateral lymph node
metastasis of papillary thyroid cancer. Surgery 166, 55-60.

79



PMTc HSA

99m-|-C
AgNP
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HSA
ICG
IONP
kD
KK69
KK70
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MB
MG116
MG117
MR, CD 206

8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

metastabilny jadrovy izomér technécia-99

S naviazanym l'udskym sérovym albuminom
metastabilny jadrovy izomér technécia-99
strieborné nanocastice

americka kolekcia tkanivovych kultar

zlaté nanocastice

zlaté nanoshells

kmen laboratornych mys$i

tel’aci sérovy albumin

kmen laboratéornych mysi

Cherenkovo luminiscen¢né zobrazovanie
pocitatova tomografia

dendritické bunky

Dulbecovo modifikované Eaglovo médium
dimetylsulfoxid

fetalne bovinné sérum

tepelne inaktivované fetalne bovinné sérum
BE-fluér-2-deoxy-D glukoza

fluorescen¢né nanodiamanty

fluorescenéné nanodiamanty vyrobené pod vysokym
tlakom za vysokej teploty

Pudsky sérovy albumin

indocyaninova zelena

nanocastice oxidu Zeleza

kilodalton

nemanozylované fluorescen¢né nanodiamanty
manozylované fluorescencné nanodiamanty
Lymfatickd uzliny

metylénovd modra

nemanozylované zlaté nanocastice
manozylované zlaté nanocastice

mano6zovy receptor CD206
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MRI
MTT test
NIR

NP

PAI

PBV

PET

QDs

ROI

ROS
Si-AuNPs
SLN

SLU

SPF

SPIO
TNM klasifikacia

trypLE
VOI

magnetickd rezonancia

cytotoxicky test

blizka oblast’ infrac¢erveného Ziarenia
nanocastica

fotoakustické zobrazovanie

patentnd modra V

pozitronova emisna tomografia

kvantové bodky

oblast’ zdujmu

reaktivne formy kyslika

zlaté nanocastice s povrchovou vrstvou kremiku
sentinel lymph node

sentinelova lymfaticka uzlina

bez Specifickych druhov patogénov
superparamagnetické Castice oxidu Zelezitého
klasifikacia pritomnosti nddorovych metastaz
v lymfatickych uzlinadch

trypsin

objem zaujmu
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9 PRILOHY

Tabulka 1 Softwarova kvantifikdcia CT snimok lymfatickych uzlin nadorovych mysi
s aplikovanymi MG116 vyhotovenych 24h p.i.

MG116
Radiodenzita (HU) Objem (mm?)
B16-F10 naddorové mysi
PPLU NPLU PPLU NPLU

Mys ¢.1 74,57 -31,49 4,91 1,32
Mys €.2 38,48 -48,44 3,74 1,12
Mys €.3 60,94 -50,56 7,16 1,31
Mys ¢.4 63,83 -40,97 3,94 1,66
Mys ¢€.5 86,95 -58,17 4,72 0,92

Tabulka 2 Softwarova kvantifikdcia CT snimok lymfatickych uzlin zdravych mysi
s aplikovanymi MG117 vyhotovenych 24h p.i.

MG117
L Radiodenzita (HU) Objem (mm3)
zdravé mysi
PPLU NPLU PPLU NPLU
Mys €.1 163,88 -5,49 3,30 1,86
Mys ¢.2 132,61 -30,04 2,68 1,74
Mys ¢.3 139,73 -27,99 4,61 1,16

Tabul'ka 3 Softwarova kvantifikacia CT snimok lymfatickych uzlin nddorovych mysi
s aplikovanymi MG117 vyhotovenych 24h p.i.

MG117

Radiodenzita (HU) Objem (mm?)
B16-F10 nadorové myéi PPLU NPLU PPLU NPLU
Mys ¢.1 78,52 -35,34 6,35 0,88
Mys ¢.2 82,42 -22,45 5,54 1,28
Mys ¢.3 126,22 -41,23 5,02 3,13
Mys ¢.4 20,08 -36,63 3,84 1,19
Mys ¢€.5 40,56 -32,39 4,52 0,93
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