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Souhrn

Vychodiska: Ferritin je globuldrni vnitrobuné¢ny protein, ktery slouZi jako hlavni zésobarna
Zeleza. U nadorovych onemocnéni je plazmaticka koncentrace ferritinu zvysena. V fadé stu-
dii bylo zjisténo, Ze nadorové burnky exprimuji ve zvysené mife transferinové receptory (TfR).
Zvysena exprese TfR byla pozorovana i u karcinomu prostaty. Apoferritin (APO) Ize vyuZzit jako
proteinovy nanotransportér, do kterého je mozné enkapsulovat vhodnou Iécivou latku. Bylo
Zjisténo, Ze nanocastice zvysuji prostupnost nanotransportért do nadorové bunky a vykazuji
fototermalni efekt. Cilem projektu bylo enkapsulovat doxorubicin (DOX) do APO a vytvofeny
APO/DOX modifikovat zlatymi (gold nanoparticles — AuNPs) a stfibrnymi (silver nanoparticles
prepared by green synthesis — AgQNPsGS) nanocasticemi. Metody: Pro charakterizaci APO byla
pouzita 10% gelova elektroforéza (sodium dodecylsulphate polyacrylamide gel electropho-
resis — SDS-PAGE) - 120V, 60 min, 24 mM Tris, 0,2 M glycin, 3 mM SDS. Fluorescence DOX (Ex
480 nm, Em 650 nm) s typickym absorpénim maximem v 560 nm. Elektrochemické méfeni
bylo provedeno v Brdi¢kové roztoku (tfielektrodové zapojeni). AQNPsGS byly pripraveny zele-
nou syntézou z jetele lu¢niho (Trifolium pratense L.). Vysledky: Byla provedena elektroforeticka
studie APO a APO/DOX (5-100 pg/ml). Bylo sledovano chovani APO a APO/DOX (10 uM) v za-
vislosti na pH. APO v kyselém prostredi tvofi subjednotky o velikosti asi 20 kDa a v neutralnim
a zasaditém prostiedi se zformuje na globuldrni protein o velikosti asi 450 kDa. U APO/DOX
byla pozorovéana zména mobility (asi o 10 %). Na povrchu APO/DOX byl vytvoren film z AuNPs.
APO/DOX/AuNPs byl nasledné promyt ultracistou vodou. Bylo sledovano uvolnéni DOX v za-
vislosti na pH. Mnozstvi analyzovaného DOX se zvysilo az o 50 %. Dale byl navrzen a pfipraven
komplex AgNPsGS-DOX (1 mg AgNPsGS/100 uM DOX). Takto pfipraveny komplex AgNPsGS-
-DOX byl uzavien do APO. Pro dalsi zlepSeni terapeutické ucinnosti byl pfipraveny komplex
APO/AgNPsGS-DOX pokryt vrstvou AuNPs. Vytvoreny APO/AgNPsGS-DOX/AuNPs prokazal
svoji stabilitu a pfi zméné fyzikalnich parametr( byl z komplexu uvolnén DOX. Zdvér: Byly pfi-
praveny a modifikovany nanokomplexy APO pro zvyseni terapeutické ucinnosti protinadorové
1é¢by. Zacileni k nadorové burice bylo na TfR nebo efektem zvysené propustnosti a retence.
Uvolnéni [é¢iva bylo mozné zménou pH nebo fototermalni aktivaci, ktera bude nyni testovana.
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Summary

Background: Ferritin is a globular intracellular protein that acts as the main reservoir for iron. Malignancies are associated with increased plasma
ferritin concentrations. A number of studies show that tumor cells express high levels of transferrin receptors (TfR). Increased TfR expression was
observed in prostate carcinoma. Apoferritin (APO) can be used as a protein nanotransporter into which a suitable medicinal substance can be
encapsulated. Nanoparticles increase the permeability of tumor cells to nanotransporters and have a photothermal effect. The aim of this study
was to encapsulate doxorubicin (DOX) into APO and to modify the resulting APO/DOX with gold (AuNPs) and silver nanoparticles prepared by
green synthesis (AgNPsGS). Methods: APO was characterized using 10% sodium dodecylsulphate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
-PAGE) - 120V, 60 min, 24 mM Tris, 0.2 M glycine, 3 mM SDS. DOX fluorescence (Ex 480 nm; Em 650 nm) was observed, with a typical absorption
maximum at 560 nm. Electrochemical measurement was performed in Brdicka solution (three-electrode setup). AQNPsGS were prepared by
green synthesis using clover (Trifolium pratense L.). Results: An electrophoretic study of APO and APO/DOX (5-100 pg/mL) was performed and
the behavior of APO and APO/DOX (10 pM) as a function of pH was monitored. In an acidic environment, APO forms subunits of about 20 kDa;
in an alkaline medium, it forms a globular protein of about 450 kDa. A change in APO/DOX mobility (about by 10%) was observed. A film of gold
nanoparticles was applied to the APO/DOX surface. APO/DOX-AuNPs were washed with ultra-pure water. pH-dependent release of DOX a was
monitored. The amount of DOX analyzed was increased by up to 50%. Furthermore, an AgNPsGS-DOX complex (1 mg AgNPsGS/100 pM DOX)
was generated and prepared. Subsequently, the AgQNPsGS-DOX complex was encapsulated into APO. To further improve therapeutic efficacy,
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 modified to increase therapeutic efficacy 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.

Key words
apoferritin nanotransporter - transferin receptors - targeted therapy — malignant tumors — prostate tumors — nanomedicine - silver nanopar-
ticles - gold nanoparticles

Uvod

Ferritin je globularni protein, ktery tvofi
dutinu pro fyziologické a bezpecné
uchovavani zeleza v organizmu. V buni-

kach ho Ize vyuzit jako proteinovy télu
vlastni nanotransportér, do kterého
je mozné enkapsulovat misto zeleza
vhodné terapeutikum [1-3]. Apoferri-

Obr. 1. Schematické vyuziti samoorganizacnich vlastnosti apoferritinu a mechanizmus

enkapsulace lécivé latky.

A. Apoferritin rozdéleny na podjednotky v kyselém pH (pH = 2+0,1).

B. Apoferritin slozeny na globulérni protein v zasaditém pH (pH = 8+0,1).

C. Apoferritin rozdéleny na podjednotky s doxorubicinem v kyselém pH (pH = 2+0,1).
D. Doxorubicin enkapsulovany v apoferritinu v zasaditém pH (pH = 8+0,1).

tin (APO) - tedy ferritin, jehoz dutina je
prazdnd - v zavislosti na pH méni svoji
strukturu, pfi nizkém pH se otevira a roz-
pada na jednotlivé podjednotky, pfi vys-
$im pH se samoorganizuje (obr. 1) [2,4,5].
S vyhodou je tak mozné pouziti APO
jako nanotransportéru u bunék karci-
nomu prostaty. Nejen u téchto nadoro-
vych bunék je zndma a potvrzend vy-
razné zvysena exprese transferinovych
receptord (TfR) oproti burikdm nenado-
rovym [4,6,7]. Vedle aktivniho cileni na
TfR (obr. 2) umoziuje modifikovany apo-
ferritinovy nanotransportér vzhledem ke
své velikosti vyuziti i pasivniho cileni diky
tzv. efektu zvysené propustnosti a retence
(enhanced permeability and retention
effect - EPR efekt). Tento efekt obecné po-
pisuje jev, kdy nddorové tkan umoziuje
snadnéjsi prostup makromolekuldrnich
latek a zaroven jich vyznamné vice zadr-
Zuje [8,9]. Diky témto faktlim se APO stava
idedlnim nanotransportérem pro moznou
cilenou terapii karcinomu prostaty.
Stfibrné nanodastice pfipravené zele-
nou syntézou (silver nanoparticles pre-
pared by green synthesis - AgQNPsGS)
vykazuji protinddorovy potenciél diky
povrchové modifikaci biomolekulami
z rostlinného extraktu. K zelené syntéze
byl zvolen extrakt z jetele lu¢niho (Tri-
folium pratense L.). O¢ekavanym bene-
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fitem bylo vytvorfeni povrchové vrstvy
z obsahovych latek, kterymi jsou ze-
jména flavonoidy a isoflavonoidy. Mezi
takové latky fadime genistein, ktery
je zndm pro svij ucinek jako inhibitor
angiogeneze [10].

Modifikace enkapsulovaného léciva
by méla synergicky potencovat ucinek
samotného protinadorového léciva,
a navic rozsifit moznosti mechanizm
ucinku pro co nejucinnéjsi a nejcilenég;jsi
cytotoxicky efekt u nddorovych bunék
karcinomu prostaty [11].

Vedle enkapsulace vhodné |écivé latky
do ,apoferritinové klece” bylo dalsim
cilem provést modifikaci takovéto klece
pomoci zlatych nano¢astic (gold nano-
particles - AuNPs). Diky modifikaci zla-
tymi nanocasticemi je mozné ziskat na-
nokomplex s léCivem, ktery |épe reaguje
na vnéjsi fototermalni stimul, a navic
AuNPs pozitivné ovliviuji prostoupeni
komplexu do nddorové buriky [12].

Mechanizmus Gcinku celého pIné mo-
difikovaného apoferritinového nano-
konstruktu je mnohauroviovy. Spociva
v Ucincich, které mizeme rozdélit na
ucinky zvoleného protinddorového tera-
peutika, které je enkapsulovano v APQ,
Ucinky AgNPsGS a pfipadnou synergii
téchto ucinkd. Vedle toho nesmime opo-
menout plsobeni pfirodnich latek, které
se pfi zelené syntéze navazou a vytvofi
obal AgNPsGS. AgNPsGS maiji ovéfeny
cytotoxicky Ucinek [11,13]. Je potvrzeno,
Ze AgNPs se na bunécné drovni hromadi
v mitochondriich a buné¢ném jadre [11].
Za hlavni cytotoxicky mechanizmus je
povazovana tvorba reaktivnich forem
kysliku (reactive oxygen species — ROS),
naruseni bunécného dychaciho fetézce,
indukce mitochondridlnich apoptotic-
kych mechanizml a poskozeni DNA
bunék [11,13,14]. Jako cytotoxické tera-
peutikum byl zvolen doxorubicin (DOX),
ktery je u¢innym a uzivanym cytotoxic-
kym lécivem [15].

Material a metody

Priprava apoferritinového konstruktu
anasledna enkapsulace DOX byla prove-
dena obménou pristupll Ruozi et al [16]
a Li et al [12]. K zelené syntéze AgNPsGS
byl pouzit Trifolium pratense L. Rostlina
byla susena (24 hod, 60 °C) a homoge-
nizovdna mletim na &astice o pfiblizné

velikosti 1-2mm. Smés byla michéna
ve vodé (60 min, 80 °C). K pfipravenému
extraktu byl pfidan 0,1 M AgNO, (1: 1)
a vie bylo michéno (24 hod). Vznikly
roztok AgNPsGS byl vysrazen metano-
lem a vysusen. Pro zékladni charakte-
riza¢ni analyzu byla pouzita metoda
gelové elektroforézy (sodium dodecyl-
sulphate polyacrylamide gel electro-
phoresis — SDS-PAGE) ve vertikalnim
systému Shirogel (VWR, CR). Pro sepa-
raci byly pouzity 10% polyakrylamidové
gely. Podminky pro elektroforézu byly
120V, 1 hod v pufru (24 mM Tris, 0,2 M
glycin, 3 mM SDS). Po dokon¢eni elek-
troforézy byl gel obarven pomoci stii-
bra. Pro dikaz enkapsulace a Uspés-
ného otevirani a zavirani ,apoferritinové
klece” s ohledem na pH prostfedi byla
pouzita metoda méreni fluorescence
DOX. Do mikrotitra¢ni desticky bylo na-
pipetovano 100 pl vzorku s koncentraci
10 uM DOX. Byla méfena fluorescence
DOX s typickym emisnim maximem pfi
650 nm. Elektrochemickd méreni byla
provedena pomoci analyzétoru AUTO-
LAB Analyzer pfipojeného k VA-Stand
663 (Metrohm, Svycarsko) za pouziti
standardniho uspofadani se tfemi elek-
trodami. Byl pouzit Brdick({v podpurny
elektrolyt obsahujici T mM [Co(NH,)6]Cl,
a 1 M amoniakalni pufr.

Vysledky
Cely konstrukt byl uspésné pfipraven
i povrchové modifikovan pomoci AuNPs.
Rovnéz byl Gspésné enkapsulovan DOX,
ktery byl modifikovan pomoci pfedem
pfipravenych AgNPsGS. Jako dlkaz,
Ze samotny nanotransportér byl plné
funkeni, byla provedena elektroforeticka
studie pomoci SDS-PAGE. Vysledkem
elektroforézy bylo formovani APO v z&-
vislosti na pH. Samotny APO v kyselém
prostiedi tvofi subjednotky o velikosti
asi 20 kDa a v zasaditém prostiedi se
zformuje globularni protein o velikosti
asi 450 kDa. Vysledkem byly charakteri-
stické ,pruhy”, které dokladaly chovani
APO v zavislosti na acidobazickych pod-
minkach prostredi. Stejné chovani bylo
pozorovano i u APO s uzavienym DOX,
coz potvrzuje funkénost zakladniho kon-
ceptu nanotransportéru.

Pro ovéfeni Uspésnosti enkapsulace
a mechanizmu otevirani konstruktu

Obr. 2. Schéma predpokladané vazby
modifikovaného apoferritinového nano-
konstruktu APO/AgNPsGS-DOX/AuNPs
na transferinové receptory TfR pro spe-
cifické zacileni na nadorové buriky kar-
cinomu prostaty, u kterych je potvrzena
zvysena exprese TfR.

APO - apoferritin, AQNPsGS - stfibrné na-
nocdstice pfipravené zelenou syntézou,
DOX - doxorubicin, AuNPs — zlaté nanocas-
tice, TfR — transferinové receptory

byla zvolena metoda fluorescencni ana-
lyzy, ve které bylo vyuzito vyraznych
fluorescencnich vlastnosti DOX. Ote-
virani a zavirani ,apoferritinové klece”
v zavislosti na acidobazickych podmin-
kach bylo znovu potvrzeno. Touto ana-
lyzou spolu s metodou kalibracni kiivky
bylo zjisténo, ze Uspésnost enkapsulace
DOX do APO se pohybovala okolo 14 %
aplikované koncentrace. Vysledkem
elektrochemické studie bylo potvrzeni
Uspésnosti povrchové modifikace APO
pomoci AuNPs.

Zavér

Uspésné byl pripraven (obr. 3) a charak-
terizovan apoferritinovy nanotranspor-
tér, do jehoz dutiny bylo enkapsulovano
vhodné modelové terapeutikum pro ci-
leny transport do nadorovych bunék
karcinomu prostaty. Charakterizace kon-
ceptu byla provedena elektroforetic-
kou a elektrochemickou studii, funk¢-
nost byla ovéfena fluorescen¢né. Nyni je
testovéna fototermickd aktivace. Povrch
Lapoferritinové klece” byl modifikovan
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Obr. 3. Schéma pfipravy modifikovaného apoferritinového nanokonstruktu pro specifické zacileni na nadorové buriky karcinomu
prostaty APO/AgNPsGS-DOX/AuNPs ve tiech krocich.
1. Navazani AgNPsGS na cytostatikum DOX a vznik AgNPsGS-DOX.
2. Uzavieni modifikovaného cytostatika AgNPsGS-DOX do APO v bazickém prostiedi vznikda APO/AgNPsGS-DOX.
3. Navézani zlatych nanocastic AuNPs na APO/AgNPsGS-DOX vytvoreni findlniho nanokonstruktu APO/AgNPsGS-DOX/AuNPs.

Popis jednotlivych ¢asti: A. stfibrné nanocéstice pfipravené zelenou syntézou; B. cytostatikum doxorubicin; C. apoferritin v kyselém pro-
stiedi (pH = 240,1) rozdéleny na podjednotky; D. modifikovany doxorubicin stfibrnymi nanocasticemi pfipravenymi zelenou syntézou
(AgNPsGS-DOX); E. modifikované cytostatikum (AgNPsGS-DOX) uzaviené do apoferritinu v bazickém prostiedi (APO/AgNPsGS-DOX);

F. zlaté nanocastice (AuNPs); G. modifikovany apoferritinovy nanokonstrukt (APO/AgNPsGS-DOX/AuNPs).
APO - apoferritin, AGNPsGS - stfibrné nanocastice pripravené zelenou syntézou, DOX - doxorubicin, AuNPs - zlaté nanocastice

AuNPs a enkapsulovany DOX byl modi-
fikovan pomoci AgNPsGS, ¢imz vznikl
komplexni nanotransportér APO/AgN-
PsGS-DOX/AuNPs. Modifikace povrchu
APO i cytostatika pomoci nanodastic je
mozné kombinovat a event. tak zajistit
uc¢inny a mnohostranny nanotechnolo-
gicky ndstroj pro cilenou terapii karci-
nomu prostaty.
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