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Souhrn
Východiska: Ferritin je globulární vnitrobuněčný protein, který slouží jako hlavní zásobárna 
železa. U nádorových onemocnění je plazmatická koncentrace ferritinu zvýšená. V řadě stu-
dií bylo zjištěno, že nádorové buňky exprimují ve zvýšené míře transferinové receptory (TfR). 
Zvýšená exprese TfR byla pozorována i u karcinomu prostaty. Apoferritin (APO) lze využít jako 
proteinový nanotransportér, do kterého je možné enkapsulovat vhodnou léčivou látku. Bylo 
zjištěno, že nanočástice zvyšují prostupnost nanotransportérů do nádorové buňky a vykazují 
fototermální efekt. Cílem projektu bylo enkapsulovat doxorubicin (DOX) do APO a vytvořený 
APO/ DOX modifikovat zlatými (gold nanoparticles – AuNPs) a stříbrnými (silver nanoparticles 
prepared by green synthesis – AgNPsGS) nanočásticemi. Metody: Pro charakterizaci APO byla 
použita 10% gelová elektroforéza (sodium dodecylsulphate polyacrylamide gel electropho-
resis – SDS-PAGE) – 120 V, 60 min, 24 mM Tris, 0,2 M glycin, 3 mM SDS. Fluorescence DOX (Ex 
480 nm, Em 650 nm) s typickým absorpčním maximem v 560 nm. Elektrochemické měření 
bylo provedeno v Brdičkově roztoku (tříelektrodové zapojení). AgNPsGS byly připraveny zele-
nou syntézou z jetele lučního (Trifolium pratense L.). Výsledky: Byla provedena elektroforetická 
studie APO a APO/ DOX (5–100 μg/ ml). Bylo sledováno chování APO a APO/ DOX (10 μM) v zá-
vislosti na pH. APO v kyselém prostředí tvoří subjednotky o velikosti asi 20 kDa a v neutrálním 
a zásaditém prostředí se zformuje na globulární protein o velikosti asi 450 kDa. U APO/ DOX 
byla pozorována změna mobility (asi o 10 %). Na povrchu APO/ DOX byl vytvořen film z AuNPs. 
APO/ DOX/ AuNPs byl následně promyt ultračistou vodou. Bylo sledováno uvolnění DOX v zá-
vislosti na pH. Množství analyzovaného DOX se zvýšilo až o 50 %. Dále byl navržen a připraven 
komplex AgNPsGS-DOX (1 mg AgNPsGS/100 μM DOX). Takto připravený komplex AgNPsGS-
-DOX byl uzavřen do APO. Pro další zlepšení terapeutické účinnosti byl připravený komplex 
APO/ AgNPsGS-DOX pokryt vrstvou AuNPs. Vytvořený APO/ AgNPsGS-DOX/ AuNPs prokázal 
svoji stabilitu a při změně fyzikálních parametrů byl z komplexu uvolněn DOX. Závěr: Byly při-
praveny a modifikovány nanokomplexy APO pro zvýšení terapeutické účinnosti protinádorové 
léčby. Zacílení k nádorové buňce bylo na TfR nebo efektem zvýšené propustnosti a retence. 
Uvolnění léčiva bylo možné změnou pH nebo fototermální aktivací, která bude nyní testována. 
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Úvod
Ferritin je globulární protein, který tvoří 
dutinu pro fyziologické a  bezpečné 
uchovávání železa v organizmu. V buň-

kách ho lze využít jako proteinový tělu 
vlastní nanotransportér, do kterého 
je možné enkapsulovat místo železa 
vhodné terapeutikum  [1–3]. Apoferri-

tin (APO) – tedy ferritin, jehož dutina je 
prázdná – v závislosti na pH mění svoji 
strukturu, při nízkém pH se otevírá a roz-
padá na jednotlivé podjednotky, při vyš-
ším pH se samoorganizuje (obr. 1) [2,4,5]. 
S  výhodou je tak možné použití APO 
jako nanotransportéru u  buněk karci-
nomu prostaty. Nejen u těchto nádoro-
vých buněk je známá a  potvrzená vý-
razně zvýšená exprese transferinových 
receptorů (TfR) oproti buňkám nenádo-
rovým  [4,6,7]. Vedle aktivního cílení na 
TfR (obr. 2) umožňuje modifi kovaný apo-
ferritinový nanotransportér vzhledem ke 
své velikosti využití i pasivního cílení díky 
tzv. efektu zvýšené propustnosti a retence 
(enhanced permeability and retention 
eff ect – EPR efekt). Tento efekt obecně po-
pisuje jev, kdy nádorová tkáň umožňuje 
snadnější prostup makromolekulárních 
látek a zároveň jich významně více zadr-
žuje [8,9]. Díky těmto faktům se APO stává 
ideálním nanotransportérem pro možnou 
cílenou terapii karcinomu prostaty. 

Stříbrné nanočástice připravené zele-
nou syntézou (silver nanoparticles pre-
pared by green synthesis – AgNPsGS) 
vykazují protinádorový potenciál díky 
povrchové modifikaci bio molekulami 
z rostlinného extraktu. K zelené syntéze 
byl zvolen extrakt z  jetele lučního (Tri-
folium pratense L.). Očekávaným bene-
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was generated and prepared. Subsequently, the AgNPsGS-DOX complex was encapsulated into APO. To further improve therapeutic effi  cacy, 
the APO/AgNPsGS-DOX complex was coated with an Au layer. APO/AgNPsGS-DOX/AuNPs were stable and DOX was released from the complex 
after physical parameters had changed. Conclusion: APO nanocomplexes were prepared and modifi ed to increase therapeutic effi  cacy against 
tumors. Tumor cell targeting was achieved by binding to TfR and via increased tumor cell permeability and retention. Release of the drug was 
made possible due to a pH change and photothermal activation that will now be tested. 
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Obr. 1. Schematické využití samoorganizačních vlastností apoferritinu a mechanizmus 
enkapsulace léčivé látky. 
A. Apoferritin rozdělený na podjednotky v kyselém pH (pH = 2±0,1).
B. Apoferritin složený na globulární protein v zásaditém pH (pH = 8±0,1). 
C. Apoferritin rozdělený na podjednotky s doxorubicinem v kyselém pH (pH = 2±0,1).
D. Doxorubicin enkapsulovaný v apoferritinu v zásaditém pH (pH = 8±0,1). 
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byla zvolena metoda fl uorescenční ana-
lýzy, ve které bylo využito výrazných 
fluorescenčních vlastností DOX. Ote-
vírání a  zavírání „apoferritinové klece“ 
v závislosti na acidobazických podmín-
kách bylo znovu potvrzeno. Touto ana-
lýzou spolu s metodou kalibrační křivky 
bylo zjištěno, že úspěšnost enkapsulace 
DOX do APO se pohybovala okolo 14 % 
aplikované koncentrace. Výsledkem 
elektrochemické studie bylo potvrzení 
úspěšnosti povrchové modifi kace APO 
pomocí AuNPs. 

Závěr
Úspěšně byl připraven (obr. 3) a charak-
terizován apoferritinový nanotranspor-
tér, do jehož dutiny bylo enkapsulováno 
vhodné modelové terapeutikum pro cí-
lený transport do nádorových buněk 
karcinomu prostaty. Charakterizace kon-
ceptu byla provedena elektroforetic-
kou a  elektrochemickou studií, funkč-
nost byla ověřena fl uorescenčně. Nyní je 
testována fototermická aktivace. Povrch 
„apoferritinové klece“ byl modifi kován 

velikosti 1–2 mm. Směs byla míchána 
ve vodě (60 min, 80 °C). K připravenému 
extraktu byl přidán 0,1 M AgNO3 (1  : 1) 
a  vše bylo mícháno (24  hod). Vzniklý 
roztok AgNPsGS byl vysrážen metano-
lem a  vysušen. Pro základní charakte-
rizační analýzu byla použita metoda 
gelové elektroforézy (sodium dodecyl-
sulphate polyacrylamide gel electro-
phoresis – SDS-PAGE) ve vertikálním 
systému Shirogel (VWR, ČR). Pro sepa-
raci byly použity 10% polyakrylamidové 
gely. Podmínky pro elektroforézu byly 
120 V, 1 hod v pufru (24 mM Tris, 0,2 M 
glycin, 3 mM SDS). Po dokončení elek-
troforézy byl gel obarven pomocí stří-
bra. Pro důkaz enkapsulace a  úspěš-
ného otevírání a zavírání „apoferritinové 
klece“ s  ohledem na pH prostředí byla 
použita metoda měření fluorescence 
DOX. Do mikrotitrační destičky bylo na-
pipetováno 100 µl vzorku s koncentrací 
10  μM DOX. Byla měřena fl uorescence 
DOX s typickým emisním maximem při 
650 nm. Elektrochemická měření byla 
provedena pomocí analyzátoru AUTO-
LAB Analyzer připojeného k  VA-Stand 
663  (Metrohm, Švýcarsko) za použití 
standardního uspořádání se třemi elek-
trodami. Byl použit Brdičkův podpůrný 
elektrolyt obsahující 1 mM [Co(NH3)6]Cl3 
a 1 M amoniakální pufr.

Výsledky
Celý konstrukt byl úspěšně připraven 
i povrchově modifi kován pomocí AuNPs. 
Rovněž byl úspěšně enkapsulován DOX, 
který byl modifi kován pomocí předem 
připravených AgNPsGS. Jako důkaz, 
že samotný nanotransportér byl plně 
funkční, byla provedena elektroforetická 
studie pomocí SDS-PAGE. Výsledkem 
elektroforézy bylo formování APO v zá-
vislosti na pH. Samotný APO v kyselém 
prostředí tvoří subjednotky o  velikosti 
asi 20  kDa a  v  zásaditém prostředí se 
zformuje globulární protein o  velikosti 
asi 450 kDa. Výsledkem byly charakteri-
stické „pruhy“, které dokládaly chování 
APO v závislosti na acidobazických pod-
mínkách prostředí. Stejné chování bylo 
pozorováno i u APO s uzavřeným DOX, 
což potvrzuje funkčnost základního kon-
ceptu nanotransportéru. 

Pro ověření úspěšnosti enkapsulace 
a  mechanizmu otevírání konstruktu 

fi tem bylo vytvoření povrchové vrstvy 
z  obsahových látek, kterými jsou ze-
jména fl avonoidy a  isofl avonoidy. Mezi 
takové látky řadíme genistein, který 
je znám pro svůj účinek jako inhibitor 
angiogeneze [10].

Modifikace enkapsulovaného léčiva 
by měla synergicky potencovat účinek 
samotného protinádorového léčiva, 
a  navíc rozšířit možnosti mechanizmů 
účinku pro co nejúčinnější a nejcílenější 
cytotoxický efekt u  nádorových buněk 
karcinomu prostaty [11].

Vedle enkapsulace vhodné léčivé látky 
do „apoferritinové klece“ bylo dalším 
cílem provést modifi kaci takovéto klece 
pomocí zlatých nanočástic (gold nano-
particles – AuNPs). Díky modifi kaci zla-
tými nanočásticemi je možné získat na-
nokomplex s léčivem, který lépe reaguje 
na vnější fototermální stimul, a  navíc 
AuNPs pozitivně ovlivňují prostoupení 
komplexu do nádorové buňky [12]. 

Mechanizmus účinku celého plně mo-
difikovaného apoferritinového nano-
konstruktu je mnohaúrovňový. Spočívá 
v  účincích, které můžeme rozdělit na 
účinky zvoleného protinádorového tera-
peutika, které je enkapsulováno v APO, 
účinky AgNPsGS a  případnou synergii 
těchto účinků. Vedle toho nesmíme opo-
menout působení přírodních látek, které 
se při zelené syntéze navážou a vytvoří 
obal AgNPsGS. AgNPsGS mají ověřený 
cytotoxický účinek [11,13]. Je potvrzeno, 
že AgNPs se na buněčné úrovni hromadí 
v mitochondriích a buněčném jádře [11]. 
Za hlavní cytotoxický mechanizmus je 
považována tvorba reaktivních forem 
kyslíku (reactive oxygen species – ROS), 
narušení buněčného dýchacího řetězce, 
indukce mitochondriálních apoptotic-
kých mechanizmů a  poškození DNA 
buněk [11,13,14]. Jako cytotoxické tera-
peutikum byl zvolen doxorubicin (DOX), 
který je účinným a užívaným cytotoxic-
kým léčivem [15]. 

Materiál a metody
Příprava apoferritinového konstruktu 
a následná enkapsulace DOX byla prove-
dena obměnou přístupů Ruozi et al [16] 
a Li et al [12]. K zelené syntéze AgNPsGS 
byl použit Trifolium pratense L. Rostlina 
byla sušena (24 hod, 60 °C) a homoge-
nizována mletím na částice o přibližné 

Obr. 2. Schéma předpokládané vazby 
modifi kovaného apoferritinového nano-
konstruktu APO/AgNPsGS-DOX/AuNPs 
na transferinové receptory TfR pro spe-
cifi cké zacílení na nádorové buňky kar-
cinomu prostaty, u kterých je potvrzena 
zvýšená exprese TfR. 
APO – apoferritin, AgNPsGS – stříbrné na-
nočástice připravené zelenou syntézou, 
DOX – doxorubicin, AuNPs – zlaté nanočás-
tice, TfR – transferinové receptory
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fikován pomocí AgNPsGS, čímž vznikl 
komplexní nanotransportér APO/ AgN-
PsGS-DOX/ AuNPs. Modifi kace povrchu 
APO i cytostatika pomocí nanočástic je 
možné kombinovat a event. tak zajistit 
účinný a mnohostranný nanotechnolo-
gický nástroj pro cílenou terapii karci-
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Obr. 3. Schéma přípravy modifi kovaného apoferritinového nanokonstruktu pro specifi cké zacílení na nádorové buňky karcinomu 
prostaty APO/AgNPsGS-DOX/AuNPs ve třech krocích. 
1. Navázání AgNPsGS na cytostatikum DOX a vznik AgNPsGS-DOX.
2. Uzavření modifi kovaného cytostatika AgNPsGS-DOX do APO v bazickém prostředí vzniká APO/AgNPsGS-DOX.
3. Navázání zlatých nanočástic AuNPs na APO/AgNPsGS-DOX vytvoření fi nálního nanokonstruktu APO/AgNPsGS-DOX/AuNPs.
Popis jednotlivých částí: A. stříbrné nanočástice připravené zelenou syntézou; B. cytostatikum doxorubicin; C. apoferritin v kyselém pro-
středí (pH = 2±0,1) rozdělený na podjednotky; D. modifi kovaný doxorubicin stříbrnými nanočásticemi připravenými zelenou syntézou 
(AgNPsGS-DOX); E. modifi kované cytostatikum (AgNPsGS-DOX) uzavřené do apoferritinu v bazickém prostředí (APO/AgNPsGS-DOX); 
F. zlaté nanočástice (AuNPs); G. modifi kovaný apoferritinový nanokonstrukt (APO/AgNPsGS-DOX/AuNPs).
APO – apoferritin, AgNPsGS – stříbrné nanočástice připravené zelenou syntézou, DOX – doxorubicin, AuNPs – zlaté nanočástice


