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Souhrn

Antracyklinova cytostatika Ize pozorovat na urovni organel, bunék i celych organizmd diky
jejich fluorescenénim vlastnostem. Zobrazovaci techniky na bazi detekce fluorescence mohou
byt pouzity nejen pro pozorovani interakce Ié¢iva s nadorovymi burikami, ale také mohou slou-
zit pro cileni lé¢by nadorli nanocasticemi s obsahem antracyklinového cytostatika. V klinické
praxi je vyuzivan doxorubicin a daunorubicin uzavieny do lipozomu jako zastupce nanocastic
vhodnych pro cilenou [é¢bu. Hlavni vyhodou lipozomalnich preparatu je omezeni nezadoucich
ucinkl v disledku rozdilné farmakokinetiky a distribuce Iéku v organizmu. Vzhledem k tomu,
Ze stéle nejsou prozkoumany viechny biologické mechanizmy ucinku antracyklinovych éciv,
nabizeji moderni zobrazovaci techniky néstroj pro in vivo studium téchto mechanismda.
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Summary

Anthracycline cytostatics can be observed at the level of organelles, cells and whole organisms
due to their fluorescent properties. Imaging techniques based on detection of fluorescence
can be used not only for observation of drug interaction with tumor cells, but also for targeting
therapy of tumors with nanoparticles containing anthracycline cytostatics. Doxorubicin and
daunorubicin, enclosed in liposomes, as representatives of nanoparticles suitable for targeted
therapy, are used in clinical practice. The main advantage of liposomal drugs is to reduce the
side effects due to differences in pharmacokinetics and distribution of the drug in the body.
Due to the fact that all biological mechanisms of action of anthracycline drugs are not still fully
understood, modern imaging techniques offer tool for in vivo studies of these mechanisms.
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Uvod

Nanomedicina je moderni obor zaby-
vajici se medicinskymi aplikacemi na-
notechnologii. Je zaloZzena na tfech
vzdjemné se priekryvajicich oblastech,
predevsim na: 1. nanostrukturnich mate-
ridlech s potencialem pro konstrukci dia-
gnostickych nanosenzord; 2. prostred-
cich pro cilenou distribuci l1éCiv a vyvoji
inteligentnich 1ék{; 3. molekularni medi-
ciné a vyvoji molekularnich stroja, které
umozni rychlou diagnostiku nésledo-
vanou odstranénim defektu (likvidaci
patogenu, opravou chromozomu, na-
nochirurgickymi zakroky). Nejpropraco-
vanéjsi aplikace nanomediciny je mozné
najit v oblastech diagnostickych sen-
zor(l, zobrazovacich metod, v chirurgic-
kych oborech a farmakoterapii [1,2].

Klinicky ovéfovana léciva na bazi
nanotechnologii

V oblasti zékladniho i aplikovaného vy-
zkumu probihd intenzivni vyvoj nanoléciv
(Iékt enkapsulovanych v nanocasticich
nebo absorbovanych na jejich povrchu).
Pfevazné z technologickych dlvodu je
nejrozsirenéjsi enkapsulace 1éc¢iv v lipo-
zomech. Autofi prehledového clanku [3]
uvadéji, ze je k dispozici pét cytostatic-
kych preparatl na bazi lipozomd, z toho
ve tfech piipadech je ucinnou latkou do-
xorubicin, v jednom daunorubicin a v jed-
nom cytosin arabinosid.V Ceské republice
a na Slovensku jsou registrovany Ctyfi pfi-
pravky na bazi nanotechnologii, a to do-
xorubicin a cytarabin enkapsulované v li-
pozomech (Caelyx, Myocet a DepoCyte)
a paclitaxel navazany na albuminové na-
nocastice (Abraxane), viz Gdaje v databa-
zich Statniho ustavu pro kontrolu léciv
(www.sukl.cz) a Statného ustavu pre kon-
trolu lie¢iv (www.sukl.sk). Dalsi l1éciva jsou
ve fazi klinickych studii, z toho je Gi¢innou
latkou doxorubicin, cisplatina a analog cis-
platiny L-NDDP. Intenzivné se testuji dalsi
cytostatické latky: paclitaxel, mitoxan-
tron, vincristin, tretinoin, campthotecin,
lurtotecan, vinorelbin, topotecan, anna-
mycin, cytarabin a aktivni metabolit iri-
notecanu SN-38. Kromé protinadorovych
[k jsou vyuZivéany i jiné lipozomalni pre-
paraty (lipozomalni amfotericin B, mifa-
murtid, morfin k epiduralni aplikaci nebo
nékteré virové vakciny) [3]. Dale je pod na-
zvem Abraxane dostupny paclitaxel na-

vézany na albumin pomoci technologie
NaB (Nanoparticle aloumin-bound tech-
nology). Tento Iék je v nékterych statech
registrovén pro lé¢bu karcinomu prsu pfi
selhdni chemoterapie na bazi antracyk-
linG. Ve fazi klinickych studii je preparat
docetaxelu na bazi polymernich nanocés-
tic (Genexol-PM) [4].

Nanocastice pro cileny transport
doxorubicinu

Vzhledem k faktu, ze doxorubicin patfi
mezi nejpouzivanéjsi cytostatika (akutni
myeloidni i lymfoidni leukemie, neu-
roblastom, Hodgkintv lymfom, karci-
nomy prsu, plicc, mo¢ového méchyre
a dalsi) [5-7], je upravovan za vyuziti
nanotechnologii s cilem snizit toxické
ucinky. Je dobfe znamo, Ze pouziti do-
xorubicinu je limitovédno jeho vysokou
kardiotoxicitou. Pfi prekroceni kumu-
lativni davky, ktera je 400 mg/m? (né-
které zdroje udévaji i 450 mg/m? [8]
nebo 570 mg/m? [9]), se vyrazné zvy-
Suje riziko vzniku kardiomyopatie. Proto
je pti dosazeni této kumulativni davky
nutné volit jinou, mnohdy méné efek-
tivni [é¢bu [10-12]. Jednou z mozZnosti
snizeni kardiotoxicity doxorubicinu jsou
rizné metody jeho cileného transportu.

Enkapsulace doxorubicinu

Nové pfipravené nanomateridly umoz-
nily zkoumani pasivni i aktivni ci-
lené strategie vyuzitelné pro [é¢bu na-
dorli [13-15]. Specifické nosice by mély
dopravit lécivo do konkrétniho mista pa-
sobeni, a zacilit tak 1é¢bu jen na danou
tkan, soubor bunék, jednotlivou bunku
¢i na bunécné kompartmenty [8,16].
Cilenou lé¢bou Ize Ucinné omezit nezé-
douci Ucinky terapie a potlacit nékteré
ze zndmych mechanizm rezistence na-
dorovych bunék.

Lipozomalni formy doxorubicinu

Mezi perspektivni |ékové formy vyuzi-
telné pfi fizeném uvolfovani a cilené dis-
tribuci 1éc¢iv patfi komplexy léciv s po-
lymery (obr. 1), jako jsou biologicky
rozlozitelné mikrocastice, dendrimery, li-
pozomalni [ékové formy, nosice na bazi
bilkovin a dalsi [9,10]. Lipozomy jsou
vacky tvorené z dvojvrstvy slozenych li-
pid (fosfolipidd), pficemz jejich po-
larni ¢ast je orientovana do vodné faze.

Mohou byt jednovrstevné nebo vicevrs-
tevné a jejich velikost se pohybuje od
400 nm do 2,5 um [11]. Farmakokine-
tika a biodistribuce lipozomu zavisi na je-
jich velikosti, ndboji na povrchu a slozeni
membrany [12]. Selektivitu Ize zvysit na-
vazanim protildtek proti antigenu spe-
cifickému pro nador nebo peptidd vazi-
cich se na nadorové endotelie na povrch
lipozom [17]. Lipozomy umoznuji delsi
setrvani doxorubicinu v krevnim obéhu,
zlep3uji jeho stabilitu a dostupnost pro
nadorovou tkan [18]. Lipozomalni doxo-
rubiciny dodavané pod firemnim nazvem
Myocet a Doxil byly prvni nanoc&éstice
s cytostatiky schvalené pro klinické ucely.
Tyto preparaty se lisi pfitomnosti poly-
etylenglykolové vrstvy (PEG) u Doxilu
a fosfatidylcholinu z vaje¢ného zloutku
(EPC/Chol) u Myocetu [3,19,20]. Z klinic-
kych studii vyplyva, Ze obé tato [é¢iva maji
delsi polocas cirkulace v krvi v porovnani
s volnou latkou, ptficemz Doxil jej ma delsi
nez Myocet. Srovnani volného doxorubi-
cinu a Myocetu u pacientek s metastazuji-
cim karcinomem prsu neprokazalo rozdil
v léCebnych vysledcich. PfeZiti v prvnim
roce bylo 64 % ku 69 % a prdmérné pre-
Ziti bez progrese 3,8 ku 4,3 mésice. VVyho-
dou je nizky vyskyt kardiotoxicity u Myo-
cetu oproti volnému doxorubicinu (13 %
v porovnanis 29 %) [3].V soucasnosti jsou
lipozomalni cytostatika registrovéana pro
Ié¢bu Kaposiho sarkomu, karcinomu ova-
rii a prsu [4,21-23].

Apoferitinové formy doxorubicinu
Dalsi, zatim experimentalni moznosti
je enkapsulace doxorubicinu feritinem.
Feritin je bilkovina bézné se vyskytujici
v bunkach a télnich tekutinach, kterd ve
své strukture vaze zelezo ve formé hyd-
roxid-oxidu Zelezitého [24]. Je tvofen
24 bilkovinnymi jednotkami uspofada-
nymi do tvaru koule. Uvnitf této struk-
tury se nachdzi dutina o velikosti 8 nm,
do které se mlze v organizmu ulozit az
4 500 atomU Zeleza, které je tak udrzo-
vano v rozpustné formé [25,26]. Bez pfi-
tomnosti iontl Zeleza se protein nazyva
apoferitin (obr. 2) a do jeho dutiny Ize
uzavfit jinou latku. Strukturu apoferitinu
Ize jednoduse ovlivihovat zménami pH,
a tim fidit enkapsulaci latek do jeho du-
tiny, stejné jako jejich uvolnéni [26], jak
je schematicky zobrazeno na obr. 2.
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magnetizovatelné ¢astice

lipozomy

uhlikové nanomaterialy

nanocastice jako
nosice léciv

virové vektory
pro genovou
terapii

- /
Obr. 1. Schéma vybranych nosicii na bazi nanocastic: lipozomy, magnetizovatelné castice, apoferitin, uhlikové nanomaterialy
(A — nanotrubice, B - fullereny, C - grafen), virové vektory.
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Obr. 2 A. Schéma vlivu pH na strukturu apoferitinu. Obr. 2 B. Chemicky vzorec doxorubicinu (7S,95)-7-[(2R,4S,5S,6S)-4-amino-5-hyd-
roxy-6-methyloxan-2-ylJoxy-6,9,11-trihydroxy-9-(2-hydroxyacetyl)-4-methoxy-8,10-dihydro-7H-tetracene-5,12-dione.

Uhlikové nanocastice pro doxorubicin ~ jednou nebo vice sténami (SWCNT, zobrazovani) [28,29]. Maji vynikajici
Uhlikové nanotrubice (CNTs) jsou duté ~ MWCNT) [27]. V oblastech biomediciny  strukturni, optické a elektrické vlast-
grafitové nanomateridly (2-20 nm  jsou CNTs velmi uzite¢né v diagnostice  nosti a diky snadnému pronikani pfes
v priméru), které mohou byt tvoteny  (Raman, fluorescencni a radiologické  bunécnou membranu se zdaji byt dob-
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Obr. 3. Fotografie fibroblastii (HFF) vystavenych plsobeni do-
xorubicinu (inkubace bunék s doxorubicinem o koncentraci
2 mg/ml po dobu 45 minut), pofizena za pouziti fluorescenc¢niho
mikroskopu pfi excitaci 520-550 nm a emisi 580 nm, 400krat
zvétseno. Jadra fibroblasti jsou vyznacena bilou barvou. Fluo-
rescence byla pozorovana pomoci fluorescenéniho mikroskopu
Olympus IX 71 (Japonsko).

rym nastrojem pro vyvoj pokrocilych no-
si¢h lé¢iv [27,30-32]. Doxorubicin na-
vazany na povrch ¢i do dutiny uhlikové
nanocastice (m-m interakce) mlze byt
s daleko vétsi ucinnosti selektivné do-
praven do nadorovych bunék [32,33].
Vazba doxorubicinu na uhlikové nano-
trubice je mozna za béznych podminek,
oproti tomu k jejich uvolnéni je nutné
nizké pH [34]. Nova léciva na bazi doxo-
rubicinu vdzaného na CNTs vykazuji zvy-
Seny terapeuticky efekt ve srovnanis ne-
modifikovanym doxorubicinem nebo
doxilem, proto mohou uhlikové nano-
trubice konjugované s lipozomalnim do-
xorubicinem slouzit jako dalsi platforma
pro cilenou aplikaci lé¢iva do bunék [27].
Na druhou stranu je tfeba pocitat s rela-
tivné problematickym uvolfovanim lé-
¢iva z povrchu CNTs [35]. Diky stejnému
principu interakce lze stejnym zpuso-
bem vyuzit i adsorpci lé¢iva na uhli-
kovy material s obdobnou strukturou -
grafen [36].

Z dalsich uhlikovych materidlt vhod-
nych pro enkapsulaci je nutné zmi-
nit pouziti fullerent [37]. Fullereny jsou
Jkulovité” (¢asto mnohosténné) mole-
kuly tvofené 20 a vice atomy uhliku. Pro
své vlastnosti (velmi mala velikost mo-

USA).

lekuly, elektrické, antioxidac¢ni ¢i anti-
bakterialni vlastnosti) byly fullereny stu-
dovény pro potencidlni biomedicinské
aplikace [38]. Fullereny jsou schopny
proniknout neporusenou kdzi, a proto
jsou vhodné jako nanoaplikace v bunéc¢-
ném a genovém transportu [39]. V sou-
¢asné dobé byly navrzeny a jsou inten-
zivné zkoumdny konjugaty fulleren(
s bézné pouzivanymi cytostatiky, jako
jsou doxorubicin, daunorubicin ¢i pac-
litaxel [40]. Pfedbézné studie naznacuji,
ze konjugat fullerent s paclitaxelem je
schopen dodavat vétsi mnozstvi pacli-
taxelu nez bézné pouzivané léc¢ivo Abra-
xane®. Zvysené mnozstvi paclitaxelu tak
snizi infuzni ¢as a zvysi protindrodovou
ucinnost [41].

In vivo nanomedicinské
zobrazovani v onkologii
Fluorescenc¢ni mikroskopie

a prutokova cytometrie

Fluorescenéni mikroskopie a priitokova
cytometrie jsou zakladnimi metodami
pouzivanymi pro zobrazovani na urovni
bunék. Doxorubicin v koncentraci 5 uM
mUzeme v bunécnych strukturach zob-
razit diky emisi ¢erveného zafeni s maxi-
mem o vinové délce okolo 555-600 nm

Obr. 4. Mys s injekéné aplikovanym cytostatikem doxorubici-
nem o koncentraci 2 mg/ml do levého stehenniho svalu (2 mm
pod povrch). Fotografie byla pofizena pf¥i excitaci 480 nm a emisi
600 nm, teplota 37 °C, mys udrzovéana po celou dobu v anestezii.
Analyza byla provedena pfistrojem In Vivo Xtreme (Carestream,

(emitovana vinova délka se lisi podle
rozpoustédla, obr. 3) po excitaci svétlem
o vinové délce mezi 470 a 550 nm [42].
Ve spojeni s pfenaseli doxorubicinu
na bazi nanomateriall, jako jsou na-
nocéstice s povrchem modifikovanym
komplexem polyetylen glykolu a ga-
laktozy [43] nebo foldtem modifiko-
vané chitosan/doxorubicin poly(bu-
tyl)kyanoakryldtové nanocéstice [44],
byla potvrzena endocytdza nanocas-
tic jak pomoci galaktézového receptoru
HepG2 bunék, tak prostiednictvim fo-
latového receptoru bunék MCF-7. Pro
dudlini cileny transport doxorubicinu
pomoci magnetickych nanocastic a uh-
likovych nanotrubic s vyuzitim kyse-
liny folové byla pouzita jak vlastni fluo-
rescence doxorubicinu, tak fluorescence
fluoresceinu jako druhé fluorescen¢ni
znacky [45]. Méfeni fluorescence do-
xorubicinu v bunkdch in vitro se vy-
uziva také k hodnoceni chemorezis-
tence vyvolané transportem cytostatika
z bunky proteiny ze skupiny ATP-va-
Zicich transportérl (ABC proteiny)
a k testovani inhibitord téchto trans-
portnich mechanizm0 [46]. Vyznam
tohoto vysetfeni i pouziti inhibitor(
transportérd ze skupiny ABC proteinl
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pro klinickou praxi je bohuzel zna¢né
omezeny [47,48].

In vivo fluorescencni zobrazovani
Cileny transport doxorubicinem mo-
difikovanych pfenasec¢l pomoci riz-
nych druh(l nanocastic [49-51] muze
byt navic zefektivnén pouzitim ultra-
zvuku [52]. Fluorescenci doxorubicinu
Ize vyuzit k zobrazeni doxorubicinu na-
vazaného na magnetizovatelné ¢astice,
v bunikach in vitro (obr. 3), ale i v Zivém la-
boratornim zviteti (obr. 4). U bezsrstych
mysi (nu/nu) lIze velice dobfe pozoro-
vat distribuci doxorubicinu v téle zvitete.
Velikym problémem u fluorescen¢niho
in vivo zobrazovani je silnd autofluo-
rescence tkani [53,54] a velky rozptyl
zafeni pti prichodu tkani. Z téchto da-
vodU fluorescence doxorubicinu nenf
dostatecna pro detekci v hlubsich vrst-
vach tkani. MoZnosti, jak zajistit dosta-
tecnou fluorescenci, a vyrazné tak zvy-
Sit citlivost jeho detekce, je konjugace
s kvantovymi te¢kami (quantum dots -
QDs), které poskytuji vynikajici optické
vlastnosti [55].

Novym trendem v in vivo zobra-
zovani jsou takzvané aktivovatelné
sondy [56-58]. Tyto sondy se skladaji ze
dvou ¢asti: 1. fluorescenéni ¢ast, 2. od-
Stépitelna ¢ast. Fluorescencni znacka ne-
vykazuje fluorescenci az do doby, kdy
dojde k odstépeni odstépitelné casti,
a tim k aktivaci sondy. Hlavni vyho-
dou tohoto druhu sond je velmi nizké
fluorescencni pozadi, a to z toho du-
vodu, Ze nevykazuji fluorescenci béhem
transportu krevnim fecistém, ¢imz od-
padda casova prodleva nutna k vylou-
¢eni nenavazané sondy z organizmu.
Pouze po interakci v pozadovaném
misté fungovani dojde k aktivaci spo-
jené s emisi zareni. Aktivaci sondy lze
provést enzymaticky [59] nebo zménou
pH [60].

Zaveér

Siroce pouzivané cytostatikum doxoru-
bicin Ize diky jeho fyzikalnim vlastnos-
tem velmi dobfe pozorovat pomoci flu-
orescencnich zobrazovacich metod ve
tkanich. Tyto metody nam oteviraji nové
moznosti nejen ve sledovani interakce
[éciva s nddorovymi burikami, ale také
pro cilenou Ié¢bu zhoubnych nadord.
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