Univerzita Pardubice

Fakulta chemicko-technologicka

Vyuziti nanomateriall v 1é¢ivech, 1é€b¢ rakoviny a tkdfilovém inZzenyrstvi

Pavla Jankova

Bakalatska prace

2019









Prohlaseni autora

Tuto praci jsem vypracovala samostatné. Veskeré literarni prameny a informace, které jsem

V praci vyuzila, jsou uvedeny v seznamu pouzité¢ literatury.

Byla jsem seznamena s tim, Ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze
zakona ¢. 121/2000 Sb., autorsky zdkon, zejména se skuteCnosti, Ze Univerzita Pardubice ma
pravo na uzavieni licen¢ni smlouvy o uziti této prace jako Skolniho dila § 60. odst. 1
autorského zakona, a s tim, ze pokud dojde k uziti této prace mnou nebo bude poskytnuta
licence o uziti jiného subjektu, je Univerzita Pardubice opravnéna ode mne pozadovat
pfimefeny prispévek na thradu ndkladl, které na vytvoreni dila vynalozila, a to podle

okolnosti az do jejich skutecné vyse.

Beru na védomi, ze v souladu s § 47b zakona ¢. 111/1998 Sb., o vysokych Skolach a o zméné
a doplnéni dalSich zadkont (zdkon o vysokych Skolach), ve znéni pozdé&jSich predpist, a
smérnici Univerzity Pardubice ¢. 9/2012, bude prace zvetejnéna v Univerzitni knihovné a

prostfednictvim Digitalni knihovny Univerzity Pardubice.

V Pardubicich dne:

Pavla Jankova



PODEKOVANI

Na tomto misté bych chtéla pod€kovat Ing. Marku Bouskovi, Ph.D. za odborné vedeni prace,
poskytovani rad a ochotu. Dé&kuji také moji rodin¢ za trpelivost a podporu po celou dobu

studia.

ANOTACE

Bakalatfskd prace se zabyva vyuzitim nanotechnologii a nanocastic v medicindlnich
aplikacich. V uvodni ¢asti je jsou uvedeny vlastnosti a konkrétni modely nanocastic, které by
mohly byt vyuzity jako nosice 1ékd. V praci je uvedeno, jak by tyto modely konkrétné mohly
fungovat at’ uz pii 1é¢bé rakoviny nebo jinych zavaznych ¢i méné zavaznych onemocnéni.
StéZejni kapitoly jsou vénovany pravé lécbé rakoviny pomoci nanocastic a jejich vyuZiti
Vv radioterapii. Zavér prace predkldda informace o metodach syntézy nanovldken a jejich

nasledné vyuziti v tkanovém inzenyrstvi.

KLICOVA SLOVA

Nanotechnologie, nanocastice, nosice 1ékti, chemoterapie, rakovina, radioterapie, tkanové

inzenyrstvi

TITLE
Using nanomaterils in pharmaceutics, cancer therapy and tissue engineering
ANNOTATION

This bachelor thesis deals with the use of nanotechnologies and nanoparticles in medical
applications. In the introductory part are presented properties and specific models of
nanoparticles that could be used as pharmaceutic carriers. The thesis describes how these
models could work specifically for cancer therapy or other severe or less severe diseases. The
main chapters are devoted exactly to the cancer therapy using of nanoparticles and use
naporticles in radiotherapy. In conclusion of this thesis presents information on methods of

nanofiber synthesis and their subsequent use in tissue engineering.
KEYWORDS

Nanotechnology, nanoparticles, pharmaceutic carriers, chemotherapy, cancer, radiotherapy,

tissue engineering



[0 LU [0 T 0 LSRN 9
1 NANOMATERIALY JAKO NOSICE LEKU.....vcueevrreirriieriseeniscssisessssessessssssssessssessossssssssssssssssosssssssessssessossnssanens 11
L. 1 TRANSPORT LEKU ..vvvvvuvererererereresssesesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssnne 11
1.2 SOUVISEJICT VYZKUM A JEHO DOPAD ...vvvvvvvurerereresssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnne 12
1.3 Lirosomy...........
1.4 NANOPORY

1.5 NANOSKORAPKY 1.eeetieeuttereeeeeessetteteeeseessasssesaeeeeesaasnesaseeesssasasssasseesssesssssssseesessssmssssseesesssensssssessesssesssnssnsseessennns
1.6 DODAVANI BILKOVIN A PEPTIDU
1.7 APLIKACE A PROBIHAJICI VYZKUMNE STUDIE
1.8 ODOLNOST PROTI ANTIBIOTIKOM
1.9 IMUNITNi ODPOVED

2 CHEMOTERAPIE A LECBA RAKOVINY POMOCH NANOCASTIC ....ocoviurireeeiiineneesessessesseesessssssessessesssessesseens 18
2.1 DULEZITE VLASTNOSTI NANOCASTIC .. eeeeeeeeeeeeeeieeese s seeeeeeesseesesesesesesesesesesssesesssesesesesesssesesesesesesesesesssssssesssssesesens 18
2.2 NANO-STRUKTUROVANE POLYMERNI TOBOLKY ...uuuvvvrereeeiesiunreeeeeseeessiseseeeseeesssssssesesesssssssssssssesssssssssssssesssssssssssseeees 19
2.3 DENDRIMERY ...uuuvveeieeeeieiitteeeeeseessessssseesesessssssssesesssessssesssesssesassesssesssssssssssssesessssssssssssesssesmsssessseessessssssnseeeees 20
2.4 INANOBURIKY ..uuuuuuunnnennnnneniesesesesesesesesesssesesssssssssssesasssssssesesssesssssssesssssesssesesssesesesssesesesessseseseseseseseseseseseseseseses 20
2.5 SPECIALNI VYUZITI  NANOCASTIC .. teieteieieieieeeseseseeesesesese s e s e s s e s e s e s e s e s e s e s s e s e s e sesesesesesesesesesesesesasesesesesesesesesnsesnsesesesens 21
2.6 FOTODYNAMICKA TERAPIE .uvvvveeeeeeeieisrreerseeeseiisssssesesesesasseseseseeesasssessssseessomsssssssesssemssssssssssssemmssssssseeseesmsssssseeses 22

3 RADIONANOMEDICINA. ...ueeeeeeveereirteseeeseestesesssesseesesssessessessessssssesstsssessessessssssessessesstsssessssnssssessessessssnsessessesns 23
3.1 BEZPECNOSTNI ASPEKTY PRI VYUZIVANI NANOMATERIALU V MEDICINE.....cceevererennnn.

3.2 MONITOROVANI NANOCASTIC IN VIVO ZA UCELEM USNADNENI KLINICKYCH STUDII

3.3 MODIFIKACE STRATEGIE PRO KLINICKOU APLIKAC .. uuuueeeeeeeeeeeeesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesssesesesssssessssssseseseseseses
3.4 PROBLEMY CHOVANI IN VIVO VYSETROVANE RADIONANOMEDICINOU ....
3.5 RADIONANOMEDICINA ENDOGENNICH NANOCASTIC vvvvvuneeeeiereretiieieeeeerersniieeeeeseessssneeeeesssssssieeessssessssimeeesssssssnnnaeeees
4 TKANOVE INZENYRSTVH c.veiuiieieieiiiieecseiiisesessesseessessessesssessessessssssessesssssssssessessesssessessessssssessessessssssessessnns 29
o 1o Y Ty =131V 2Nt 29
4.2 METODY SYNTEZY NANOVLAKEN ....ceiiiiiiiiiiiieiiieecececeeeeeeeeee ettt ee e e e e e e e e e e e e ee e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeseeeeseeeeeseseeseeseseeeees 29
4.2.1 EICKEIOSPINNING ...ttt ettt e ettt e e e e e ettt et e e e e e ettt e e e aeeeassastsaaeaeeeeesasssaneaaseessnsrnnees 30
A Yo T4 Lo X=X ¢ 1Y 01V [ | O 32
B I Y =] o Lo [ o (ol =3y o -4 SR 33
4.3 NANOVLAKNA V TKANOVEM INZENYRSTVI KOSTERNT SVALOVINY ....ceiiierretieeeeerrerrnuieereeerersranieeeeesressssneesesssssssneeeessseees 34
4.4 NANOVLAKNA PRO KOZNT TKANOVE INZENYRSTVI 1vvuvuunieeeiererutieeeeeseeerssiieseeessesssnaesesssssssssieeessssssssmmeeeesssssssnnmeeeesseees 35
4.5 NANOVLAKNA PRO TKANOVE INZENYRSTVI KREVNICH CEV ..eevvutuneieieiieiririieeeeereeerniiieseeerrrsrsniaeseessessssneeessssssssnneeeessseees 35
.2\ = SO 37

6 POUZITA LITERATURA ...ccuveieeieteiesesestsestsestssstssstssstssstssstssstssssssssesssesstesssesssesssesssssssesssesssesssesssesssesssesssesssssnses 39



SEZNAM ILUSTRACI A TABULEK

Obrazek 1: Modely nanocastic vyuzivané pro transport 1é¢iv
Obrazek 2: Cytostatikum doxorubicin enkapsulovany v liposomu
Obrazek 3: Schematické znazornéni, jak mohou byt nanoc¢éstice pouzity k 1é¢bé rakoviny.

Obrazek 4: Schematické znazornéni nanostrukturované kapsle. Nanocastice zlata absorbujici
svétlo jsou ulozeny v polyelektrolytovych vrstvach (A). Kratky laserovy puls zahiiva

nanocastice zlata, které nabobtnaji a zptisobuji prasknuti kapsle (B).



SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

STM Skenovaci tunelovy mikroskop

AFM Mikroskopu atomovych sil

MRI Magneticka rezonance

ADEPT Protilatkova cilend enzymova prolékova terapie
NIR Blizké infracervené zafeni

IgG Imunoglobulin G

PEG Polyethylenglykol

ROS Reaktivni kyslik

PET Pozitronova emisni tomografie

SPECT Jednofotonova emisni vypocetni tomografie
CvD Chemicka depozice z plynné taze

PLA Polykyselina mlééna

PU Polyurethan

PCL Poly-e-kapronolakton

PLGA Polykyselina mlécna-koglykolova

PEVA Polyethylen-ko-vinylacetat

PLLA-CL  Poly-1-laktid-co-e-kapronolakton
ECM Extracelularni matrix
PEU Polyester urethanu

PU Polyutethan



0 Uvod

Pojem nanotechnologie se V poslednich letech stava ¢im dal vice sklonovanym
terminem ve spousté védnich obori, technice, ale také mezi Sirokou vefejnosti. Pojem ,,nano*
vyjadfuje nasobek — jedna miliardtina, tedy 10°°. Do relativné nového pojmu nanotechnologie
pak mtizeme zahrnout veskeré struktury a techniky, které odpovidaji jedné miliardtiné metru a
zaroven se tak nachazi na atomarni a molekularni urovni. Protoze cely svét kolem nas je
slozen z atomil a molekul, byl zavedeny pojem nanotechnologie pfili§ Siroky a musel byt tedy
ohranicen né¢kolika podminkami. Prvni z nich udavéd rozmér a vnitini strukturu materiala a
systému, kterd se musi pohybovat vrozmezi 1-100 nm. Dal§i podminkou je vyuziti
fyzikalnich a chemickych vlastnosti na Grovni atomu a molekul, které jsou neobvyklé
V porovndni se stejnym materidlem, ktery nemd nanoslozky. A nakonec by mély byt
kombinovatelné tak, aby vytvatily velké struktury, které budou mit pfesah do makrosvéta.
[1,3,5,10]

V klasické terminologii na Urovni mikrosvéta se vymezuji samostatné molekuly a
atomy. K tomuto vymezeni slouzi spodni rozmérova hranice, kterou je 1 nm. Pfesto mizeme
oznacCit za nanotechnologie i takové aktivity a materidly, které nemaji velikost nano, ale
strukturné tuto definici splnuji. Pokud vytvafime nanomaterialy z vétSich rozméri jako jsou
metry nebo milimetry, potom takovéto postupy nazyvame Top down. Pokud naopak dochézi
Bottom up. [1,5]

Pokud se podivame na nanotechnologie z hlediska historie, zjistime, Ze nékteré
objevy, které bychom mohli zafadit mezi nanotechnologie, jsou znamy jiz z dob davnovéku.
Ve 4. stoleti naseho letopoétu bylo zaznamenano vyuziti technologie, kterou bychom dnes
mohli oznaéit za nanotechnologii, pii vyrobé poharu ze sodnovapenatého skla. Toto sklo
obsahovalo nanocastice zlata a stiibra, které nasledné zpisobily zbarveni od zelené az po
tmaveé Cervenou barvu. Zména barvy odpovida uhlu dopadajiciho svétla. DalSim typickym
dikazem je Browniv pohyb, ktery je mozné pozorovat na pohybu drobnych cCastic ve
vakuolach pylovych zrn. Jeho pfedchidcem byl Jan Ingenhouszen, ktery pozoroval ¢astice
prachu pohybujici se na hladin¢ alkoholu. V pribéhu 19. a 20. stoleti doSlo k velkému
rozmachu v tadé¢ védnich obori. V této dobé uz bylo mozné oznacit zkoumané jevy a
technologie za nanotechnologie. Za zakladatele myslenky nanotechnologii je povazovan

americky fyzik a nositel Nobelovy ceny Richard Fayman. Ten ve své ptednasce z 29. 12.
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1959 predpoveédél moznost vytvofeni mechanizml a materidlti na tirovni atomi a molekul,
které si umi pfiroda vytvaret a také je vyuzivat. Déle predpoveédél, ze k naplnéni jeho slov
dojde az s rozvojem experimentalni techniky, ktera zvladne s ,,nano* objekty manipulovat a
méfit jejich vlastnosti. Po roce 1960 doslo Kk postupnému vyvoji metod k pfipravé nanocastic
a metod fotolitografickych. Nicméné nejzasadnéjsim zlomem Vv charakterizaci nanomaterialii
se stal objev STM a nasledné vynalez AFM, ktery umoznily sledovani a méteni déji az na
urovni atomil. Od téchto zlomt dochazi k ¢im dal vétSimu naristu objevil a patentl, véetné
praktického pouziti nanotechnologii ve vSech védnich oborech. Nejvétsi vyhodou nanocastic
je tedy prace na urovni atomu a molekul, které vSak maji disledky do makrosvéta. Jednotlivé
revolucni objevy Ize ohranicit dobou zhruba 75 let. Za prvnich 25 let doslo k polozeni zakladt
techniky, které bylo doprovazeno vydavanim publikaci, patenti nebo vyrobou novych
nanoprodukti. Nasledujicich 50 let dochazelo ke zdokonalovani a Sifeni piislusnych
technologii. [1,6,10]

Nanotechnologie tedy pracuji na principu pouziti pfedev§im zmensSenych zafizeni.
Dokazi ale také ménit vlastnosti a funkce oproti stejnému makroskopickému materidlu. Diky
témto vSem vyjimeénym vlastnostem jsou nanotechnologie a nanomateridly ¢im dal vice
vyuzivany v oblasti biologie, a pfedevsim v oblasti mediciny. Nasledujici kapitoly této prace

budou vénovany vybranym aplikacim nanocastic a nanomaterialti v mediciné. [1,5]
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1 Nanomaterialy jako nosice leki

Medicina je pole neustalych novych napadi a vynalezd. Stejné tak nanotechnologie
jako novy védni obor. V poslednich nékolika letech nanotechnologie stale vice zasahuji do
vyvoje novych medicinalnich postupii i materiali. Pomoci nanomateriald muzeme
diagnostikovat onemocnéni a nasledné toto onemocnéni nanolékem vylécit. Vyhodou
nanolékd je podobna velikost S vétsinou biologickych molekul a struktur, na néz chceme
nanolékem pusobit. Proto mohou byt nanomaterialy uzite¢né jak pro in vivo, tak pro in vitro
biomedicinsky vyzkum a aplikace. Vyuziti 1ékti na Grovni nano naptiklad pomaha aktivovat
antigeny, které pak mohou snadnéji pracovat proti protilatkam. Dochazi tak k jejich potlaceni
a uplnému zniceni. [3,5]

Zakladni body pouziti 1éku jsou zaloZzeny na tfech skuteCnostech: a) ucinné
zapouzdieni 1€ki, aby nedoSlo k jeho znehodnoceni béhem transportu do cilového mista
ucinku, b) tspésné dodani uvedenych 1é¢iv do cilové oblasti téla a c) Uspésné uvoliovani

tohoto 1é¢iva v pozadovaném misté ucinku. [3]

1.1 Transport ekt

Nanotechnologie poskytly moznost dodavat 1éky specifickym buitkdm za pouziti
nanocastic. Celkova spotieba 1éku a jeho vedlejsi u¢inky mohou byt vyznamné snizeny tim,
ze dojde k doruceni uc¢inné latky pouze do postizené oblasti a v optimalni davce. Cileny nebo
personalizovany Iék je urcen pravé ke snizeni spotieby 1éki a nékladl na 1é¢bu, coz vede
K vyraznému snizeni nakladd a tim k celkovému spoleéenskému prospéchu v systému
vefejného zdravotnictvi. [3,5]

Nanomedicinské piistupy pro poskytovani 1ékti a vyvoj c¢astic nebo molekul se
neustale posouvaji doptedu a tim dochézi také ke zlepSeni dostupnosti téchto 1€kii. Biologicka
dostupnost znamena pfitomnost molekul 1é¢iv na mistech v téle, kde jsou potiebné a kde
budou mit co nejlepsi a nejptesnéjsi ucinek. Transport 1€kt se zaméfuje na maximalizaci
biologické dostupnosti nejen na konkrétni misto v téle, ale i na maximalizaci ucinku po
urcitou dobu. Toho lze potencidlné dosahnout pomoci molekularné cilenych zatizeni, ktera
pracuji na principu nanoinzenyrstvi. Jedna se pak o cileni aktivnich molekul s ptesnosti na
jednotlivé bunky. [3,5]

Zobrazovani in vivo je dalsi oblasti, kde dochazi k vyvoji nejriznéjSich nastroji a
ptistroji. Pomoci kontrastnich c¢inidel, kterd obsahuji nanocéstice, maji obrazy, ziskané
pomoci ultrazvuku a MRI, mnohem lepsi rozliseni a kontrast. Nové metody vyroby a piipravy

nanotechnologickych materiall, které se vyvijeji, mohou byt t€¢inné pti 1écbe Sirokého spektra
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onemocnéni vcetn¢ rakoviny. Dalsiho zdokonalovani pfistroji by mohlo byt dosazeno
vlastnim sestavovanim biokompatibilnich nanozafizeni, ktera by mohla automaticky

detekovat, vyhodnocovat, 1é¢it a hlasit vysledky klinickému lékati. [3,5]

1.2 Souvisejici vyzkum a jeho dopad

Je zfejmé, Ze nanocastice jsou slibné nastroje pro rozvoj podavani 1ékt a pro 1ékarské
zobrazovani pomoci diagnostickych senzori. Biodistribuce téchto nanocastic je vSak stale
nedokonala kvili potizim s reakci hostitele na nano- a mikroskopické materialy zaméfené na
specifické organy v téle. Nicméné stile probiha tfada vyzkumnych projektd s cilem Iépe
pochopit potencial a omezit neptiznivé vlastnosti nanocasticovych systémd. [3,5,6]

Ptiklad 1ze nalézt u dendrimeri, magnetické nano¢astice a nanoporéznich materiali.
Viz obréazek €. 1. Jinym ptikladem je pouZiti blokovych kopolymeri, které tvoifi micely pro
zapouzdteni 1é¢iva. Ty by mohly udrzet malé molekuly 1éku bez poskozeni a dopravit je na
pozadované misto ucinku. Dalsi vize vychazi z malych elektromechanickych systémi.

Nanoelektromechanické systémy jsou zkoumany pro aktivni uvoliiovani 1éku.[3,5,8]

XY % T X
x . x w x
P % X x X
b ¢ X o X -
x x x
wy X X x x X x %X
x X x
dendrimer magneticka nanocastice porézni nanokapsle

(liposom, polymer)

Obrazek €. 1: Modely nanocastic vyuZivané pro transport 1é¢iv

Pievzato z: [8]

Nekteré potencialné dualezité aplikace zahrnuji 1€€bu rakoviny nanocasticemi Zeleza
nebo tzv. zlatymi ,,skofapkami“. Soucasny vyzkum, ktery probiha na mysich, ukazuje
schopnost kompoziti zlata se selektivné zamétovat na urCité organy na zakladé jejich
velikosti a naboje. Tyto kompozity jsou zapouzdieny v dendrimeru a jsou jim piifazeny
specifické naboje a velikosti. Bylo zjisténo, ze pozitivné nabité nanocastice zlata vstupuji do

ledvin, zatimco negativné nabité zlaté nanocastice zlstavaji v jatrech a slezin€. Pfedpoklada
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se, ze kladny povrchovy naboj nanocastic snizuje rychlost opsonizace nanocastic v jatrech, a
tim ovliviiuje vylucovaci rychlost. Dokonce i pfi pomérné malém rozméru (5 nm) se tyto
¢astice mohou rozd¢lit do perifernich tkani a tim se v pribéhu ¢asu akumulovat. Vyzkum
téchto materialu dokazuje, Ze pro cileni a distribuci mohou byt nanocastice pouzitelnou
alternativou k béznym lékim, je vSak duilezité neopomijet nebezpeci nanotoxicity. [3,6]

Jsou také vyvijeny nanocastice, které jsou vhodné jako antivirotika. Nanoc¢astice pfi
této aplikaci nepuisobi na molekuly vird, ale transportuji enzym, ktery zabrafiuje tvorbé
molekul vira v krevnim ob¢hu pacienta. Jiné prace se zamétuji na piipravu nanocastic, které
mohou dodévat 1éky do konkrétni ¢asti mozku a fesit tim neurologické poruchy. Dochazi téz
K vyvoji metody pro zvyseni imunitni odpovédi, generované vakcinami, pfipojenim molekul
vakciny k nanostruktuie DNA, ktera dodava molekuly vakciny specifickym bunkam a ty jsou

kli¢em k vyvolani imunitni odpovédi bilych krvinek. [3]

1.3 Liposomy

Liposomy objevené v poloviné¢ Sedesatych let byly oznacovany za ptivodni modely
zatizeni pro dodévani nanotroviiovych léciv.

Jedna se o sférické nanocastice vyrobené z lipidii dvouvrstvé membrany s vnitinim
vodnym prostfedim. Mohou byt unilamelarni s jednou lamelou membrany nebo
multilamelarni s vice membranami a mohou byt pouzity jako u¢inné systémy pro dodavani
léciv. Rakovinové chemoterapeutické Iéky, jiné toxické latky a léky jako napftiklad
amfotericin a hamycin, poskytuji mnohem lepsi G¢innost a bezpe¢nost, ve srovnani s béznymi
piipravky, pokud se pouzivaji pravé jako liposomalni 1é¢iva. Tyto liposomy mohou nést 1éky
bud’ uvnitt struktury, nebo v lipidové membrané. LéCivy rozpustnymi ve vode jsou obvykle
naplnéna vnitini prostfedi liposomt a 1éCiva rozpustna v lipidech jsou zakomponovana v
liposomalni membrang. [5,6]

Hlavni nevyhodou liposomu je jeho rychla degradace a clearance (= vztazena k urcité
latce; mnozstvi plazmy, které se ocisti od této latky za jednotku Casu) zptisobena jaternimi
makrofagy, ¢imz se zkracuje doba trvani plsobeni léku, ktery nese. To Ize do jisté miry
eliminovat pouzitim stealth liposomtl (= liposomy, které maji PEG na své vngj$i membran¢).
Stealth liposomy jsou liposomy potazeny materialy jako je napt. polyoxyethylen, ktery
zabrafniuje opsonizaci liposomt a jejich vychytavani makrofagy. Dalsi zpisob prodlouzeni
doby cirkulace liposomi je zaclenéni latek jako jsou cholesterol, polyvinylpyrrolidon,
polyakrylamidové lipidy a vysokoteplotni fosfolipidy distearoyl
fosfatidylcholin. [5,6]
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Pokud bychom se podivali na cileni liposomt, tak liposomy mohou byt cileny na
specifické organy nebo tkané jak pasivnimi tak i aktivnimi metodami. Psobeni liposomalnich
1ékti na okolni tkan€ je z bezpecnostniho hlediska lepsi, nez piisobeni neliposomalniho lé¢iva.
Cévnatost v nadoru tkané je Spatné organizovana a dochazi tak k vyznamnému tniku
z krevni cévy v nddorové tkani. Liposomalni léky se pasivné nahromadi v nadorové tkani a
dochazi k jejich zvysenému uvoliiovani. Aktivniho cileni 1é¢iva miize byt dosazeno pouzitim
imunoliposomu a ligand fizenymi liposomy. Imunoliposomy jsou liposomy konjugované s
protilatkou namifenou proti nadorovému antigenu. Protilditka mutze byt konjugovana s
povrchem stealth liposomu, polyoxyethylenovym povlakem stealth liposomu nebo na povrchu
liposomu, ktery neni stealth. Tyto imunoliposomy pfi injekci do téla dosahnou cilové tkané a
nashromézdi se uvnitt. Tim se sniZuji nezddouci Gc¢inky a také se zvysi dodavani 1éciva do
cilové tkané, tedy se zvysi bezpecnost a ucinnost. ADEPT = (Antibody directed enzyme
prodrug therapy) se sklada z liposomi konjugovanych s enzymem pro aktivaci proléciva a z
protilatek mifenych proti nadorovému antigenu (enzymové vazané imunoliposomy). Ty se
podavaji pifed podanim proléciva. Protilatka sméfuje enzym K cilové tkani, kde dochazi
k selektivni aktivaci proléciva a jeho pfeméné na svou aktivni formu. Timto zpisobem se
aktivace lé¢iva vyhybd normalnim okolnim tkédnim, ¢imz se minimalizuje toxicita léku.

Takovéto studie se zkouseji s epirubicinem a doxorubicinem, ktery je zobrazen na obrazku ¢.

Liposom Liposomalni doxorubicin

Obrazek ¢. 2: Cytostatikum doxorubicin enkapsulovany v liposomu

Ptevzato z: [9]
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Liposomy nesouci ligand jsou konjugovany se specifickymi ligandy, které jsou zaméteny na
cilové struktury. Napiiklad u rakoviny vajecnikii dochazi k nadmérné expresy folatu
nadorovych tkani. Liposomalni 1¢k tedy mize byt konjugovan s folatem tak, aby ptisobil
pfimo na molekuly v tumoru. Tato metoda se také pouziva pii 1écb¢ leishmaniozy, kde
liposomalni hamycin konjugovany s manosylem albuminu v lidském séru je zaméfen na
lidské makrofagy. Obecné bylo zjiSténo, Ze pripravky obsahujici cilené liposomy maji vyssi

ucinnost nez piipravky obsahujici necilené liposomy. [5,6]

1.4 Nanopory

Nanopo6ry navrzené v roce 1997 védci Desai a Ferrari se skladaji z tzv. oplatek s
vysokou hustotou pord (pramér 20 nm). [11] Péry umoznuji kysliku, glukdze a jinym latkam,
jako je inzulin, prostupovat skrz. Nepovoluje vSak prostup imunoglobulini a bungk.
Nanopory lze vyuzit jako zafizeni na ochranu transplantovanych tkani pfed imunitnim
systémem hostitele a zaroven zuzitkovat benefity transplantace. Naptiklad B bunky pankreatu
mohou byt uzavieny uvniti nanoporového zafizeni a dale implantovany piijemci. Tento
vzorek tkan¢ je pak vyZivovan z okolnich tkani a zaroven chranén pfed imunitnim systémem
a neni tudiz odmitnut. Tato metoda by mohla slouzit jako novéjsi zpusob 1écby diabetu
mellitu zavislého na inzulinu. [5]

Nanopdry mohou byt také pouzity v DNA sekvenovani. Brantoniv tym na Harvardoveé
univerzité pracuje na modifikovanych nanoporech, které maji schopnost diferencovat fetézce
DNA na zakladé rozdilti v sekvencich parti bazi. Nanopdry jsou také vyvijeny se schopnosti
diferencovat puriny z pyrimidinid. Dale zaclenéni elektricky vodivé elektrody, ktera je
navrzena pro zlepSeni podélné identifikace parti bazi. Takovato metoda by mohla &ist tisice
bazi za sekundu na por, ¢imz by se sniZily naklady na vysoce vykonné sekvencovani genomu,

které by bylo ptinosem pro aplikaci farmakogenomiky v procesu vyvoje 1é¢iv. [5]

1.5 Nanoskotéapky

Nanoskotapky byly vyvinuty védci West a Halas na Rice University jako novy zptsob
cilené terapie. Nanoskofapky se skladaji z nanocastic sjadrem z oxidu kiemicitého a
povlakem z tenkého kovového obalu. Ty mohou byt zacileny na pozadovanou tkan pomoci
imunologické metody. Tato technologie slouzi k vyhodnoceni rakovinné terapie. Hirsh a kol.
pouzivali vylepSené nanoskotfapky, které jsou schopné absorbovat infracervené zafeni. Zdroj
tohoto zafeni je umistén mimo télo, aby se prokéazala termo-ablativni vlastnost nanoskotéapek.
Nanoskotapky pii pusobeni zateni z oblasti NIR elektromagnetického spektra se zahtivaji a

zpusobuji destrukci tkané. Takhle byly studovany v oblastech jak in vitro, tak in vivo
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experimenty s HER2 exprimujicimi bunikami lidského karcinomu prsu SK-BR-3. Kontrolni
bunky neztratily Zivotaschopnost ani po oSetfeni nanoskofdpkami s nespecifickym anti IgG
nebo PEG a NIR. [5]

Nanoskoiapky mohou byt také vlozeny do polymerniho hydrogelu obsahujici 1é¢ivo.
Dochédzi k nasmérovani nanocastic do nadorové tkan€¢ imunologickou metodou S
infraervenym laserem. Jsou vyrobeny tak, aby se v cilové tkani zahtaly, roztavily polymer a
uvolnily Ié¢ivo v néadorové tkani. Cilenym uvolfiovanim 1€kt se vyvarujeme toxicité
chemoterapeutickych 1¢kii proti rakoviné. Nanoskoiapky jsou v soucasné dobé zkoumany na
mikro metastazovani nadori a také pro 1éCbu diabetu. Dale jsou také uzite¢né pro
diagnostické ucely Vv imunoanalyzach krve. Zlaté nanoskotfdpky mohou byt spojené S
protilaitkami a velikost mize byt modulovdna v zavislosti na vlnové délce infracervené¢ho
zateni, ktera ma schopnost proniknout vzorky plné krve. Diky tomu je mozné detekovat

imunoglobuliny v koncentracnim rozsahu nanograma na mililitr plazmy a krve.[5]

1.6 Dodavani bilkovin a peptidi

Proteiny a peptidy vykazuji v lidském téle vice biologickych ucinki a byl prokazan
jejich ucinek i pii 1é¢bé ruznych onemocnéni a poruch. Tyto makromolekuly se nazyvaji
biofarmaka. Cilené nebo fizené dodavani téchto biofarmak pomoci nanomateriald, jako jsou
nanocastice a dendrimery, je noveé vznikajici odvétvi vyzkumu nazvané nanobiofarmacie a

tyto produkty se nazyvaji nanobiofarmaka. [3]

1.7 Aplikace a probihajici vyzkumné studie

Bylo zjisténo, Ze nanoCastice dodavajici myelinové antigeny indukuji imunitni
toleranci u testovani mysi s relapsy roztrouSené sklerozy. Biodegradabilni polystyrénové
Castice potazené myelinovymi plasti peptidi resetuji imunitni systém mysSi a zabrafuji
opakovanému onemocnéni nebo redukci priznakd. K tomu dochazi tak, ze zastavi utok
imunitniho syst¢tmu na ochranné vrstvy myelinového plast€ na nervovych vldknech
centralniho nervového systému. Tym vyzkumnikii v Northwestern University ukézal, Ze tato
metoda 1é¢by muze byt potencialné pouzita i U jinych autoimunitnich onemocnéni. [3]

Vyzkumnici z UCLA (University of California, Los Angeles) vyvinuli systém
nanocastic s vodou rozpustnym obalem a zapouzdifenym proteinem ziskanym z viru ptaci
chudokrevnosti apoptinu. Apoptin selektivné posila signal "samoregistrace" na nadorové
buiiky a spousti programovanou bunéénou smrt (apoptdzu), pti¢emz nechava zdravé bunky
neposkozené. U mysiho modelu rakoviny prsu u ¢lovéka byla zjiSténa 1€cba, kterd vyznamné

snizila rast nadort. Tato nova forma 1é¢by se podoba chemoterapii a genové terapii, avSak bez
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rizika poSkozeni zdravych buné¢k a bez pravdépodobnosti genetické mutace, kterd obvykle

doprovazi genovou terapii. [3]

1.8 Odolnost proti antibiotikiim

Nanocastice mohou byt pouzity v kombinované terapii ke sniZzeni odolnosti vuci
antibiotikim. Bylo prokazéno, ze oxid zine¢naty muze snizit odolnost vici antibiotikiim a
zvysit antibakterialni aktivitu ciprofloxacinu proti mikroorganismu in vitro. Nanocastice
mohou interferovat s rtiznymi proteiny, které interaguji s antibiotickou rezistenci nebo

farmakologickymi mechanismy 1ékt. [3]

1.9 Imunitni odpovéd

,Buckyballs® byly zkoumany kvuli schopnosti ,pferusit® alergii nebo imunitni
odpovéd’ tim, Ze zabranuji zirnym buikam (které zplsobuji alergickou reakci) uvoliovat
histamin do krve a tkani vazbou na volné radikaly, které¢ ptisobi mnohem Iépe, nez jakykoliv

antioxidant dostupny v soucasné dob¢ (napft. vitamin E). [3]
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2 Chemoterapie a léCba rakoviny pomoci nanocastic

Nanotechnologie vyuzivané pfi 1écbé rakoviny je interdisciplinarni oblasti vyzkumu
ve ve&de, strojirenstvi a mediciné se Sirokymi aplikacemi pro molekuldarni zobrazovani,
molekularni diagnostiku a cilenou terapii. Hlavnim divodem vyuZiti je, Ze nanocastice (napf.
kvantové teCky polovodict nebo nanokrystaly z oxidu Zeleza) maji optické, magnetické nebo
strukturni vlastnosti, které nenalezneme u béznych molekul. Pokud jsou tyto nanocastice
spojeny s ligandy pusobici na nadory (napf. monoklonalni protilatky, peptidy nebo malé
molekuly), mohou byt pouzity k cileni nadorovych antigenti (biomarkeri) s vysokou afinitou
a specifitou. V rozsahu velikosti o priméru 5-100 nm maji nanocastice také velky povrch a
volné¢ funkéni skupiny pro konjugaci s vice diagnostickymi (napf. Optickymi,
radioizotopovymi nebo magnetickymi) a terapeutickymi (napt. protirakovinnymi) Cinidly.
Nedavné pokroky vedly k bioafinitnim nanocasticovym sondam, které dokazi zobrazit cilené
nanocasticové léky pro 1écbu rakoviny, jeji Casnou detekci a screening na molekulové a
bunécné trovni. Tento vyvoj vyvolava zajimavé prilezitosti pro personalizovanou onkologii,
ve které se pouzivaji genetické a proteinové biomarkery k diagnostice a 1é¢b¢ rakoviny na

zaklad¢é molekularnich profila jednotlivych pacientd. [3,5]

2.1 Dtlezité vlastnosti nanocastic

Krom¢ jiz zminované malé velikosti, mohou mit nanocastice také vlastnosti, diky
kterym mohou byt velmi uzitecné v onkologii, zejména v zobrazovani. Kvantové tecky
(nanocastice s kvantové omezenymi Vlastnostmi, jako je napi. dimenzovani emisi svétla)
pouzivané béhem MRI mohou vytvafet vyjimecné obrazy nadorovych mist. Tyto nanoc¢astice
jsou mnohem vice kontrastni nez organicka barviva a potfebuji pouze jeden svételny zdroj pro
buzeni. To znamend, Ze pouziti fluorescencnich kvantovych tecek ma vyhodu ve vytvofeni
kontrastniho obrazu s niz§imi naklady nez V soucasnosti pouzivana organicka barviva.
Nevyhodou vsak je, Ze kvantové body jsou obvykle vyrobeny z velmi toxickych prvki. [3]

Pomérné vysoky pomér plochy k objemu umoziuje, aby se velké mnozstvi funkénich
skupin pfipojilo k nanocasticim, které mohou vyhledat a vazat urcité nadorové bunky. Navic
maléa velikost nanocastic (10 az 100 nanometrli) jim umoziiuje piednostné se hromadit na
nadorovych mistech (obr. 3). Velmi zajimavou vyzkumnou otazkou je, jak tyto zobrazovaci
nanocastice vyvinout v dostateném mnozstvi pro 1é¢bu rakoviny. Naptiklad je mozné
vyrabét multifunkéni nanocastice, které by detekovaly, zobrazovaly a nasledné¢ 1éCily nador.

Tato otdzka je neustile dikladné zkoumdna a odpoveéd’ by mohla ovlivnit budoucnost 1écby
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rakoviny. Slibna nova lécba rakoviny, kterd miZe jednoho dne nahradit Ozafovani a

chemoterapii, se pomalu, ale jisté blizi testovani na lidech. [3]
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Obrazek ¢. 3: Schematické znazornéni, jak mohou byt nanodastice pouzity k lécbé
rakoviny.

Ptevzato z: [3]

2.2 Nano-strukturované polymerni tobolky

Pravé nano-strukturované polymerni tobolky by mohly byt pouzity k dodavani 1€kt
V podobé chemoterapie pfimo do nadort, pfic¢emz by zistavaly sousedni tkané neporusené.
Koncept kapsle v podstaté tvoii templovaci jadro (pfiblizné 1 um v priméru), které obsahuje
Castice léCiva. Tyto Castice jsou obklopené vicevrstvymi polymernimi kuli¢kami obsahujici
nanocastice zlata, které jSou schopny absorbovat zafeni o vhodné vinové délce (ptiblizné 6
nm Vv priméru). Tento celek tvofi tzv. vnitini vrstvu. Lipidova dvojvrstva a nadorové
specifické protilatky tvofi vnéj$i vrstvu. Pfi injekci do krevniho ob€hu se nanostrukturované
kapsle soustied’uji uvnitt nadort. Kdyz se v malignich bunkach shromazdi dostatecny pocet
kapsli, pouzije se nizkoenergeticky puls infracerveného laseru. Napi. desetinanosekundovy
laserovy puls je dostatecné kratky k ohfevu nanocastic zlata, které mohou bobtnat az do
velikosti 50 nm v praméru. Pulz je pfili§ kratky, aby poskodil obsah nano-strukturovanych
kapsli, ale dostate¢né silny, aby roztavil zlato. Nasledné dochazi k roztrzeni polymerni vrstvy
a nano-strukturované kapsle nasledn¢ uvolni sviij obsah (obr. 4). Pfi klinickém pouziti mtize
byt laser zaméfen pies kizi nebo mize byt vysilan uvnitf téla pomoci endoskopu. Energie
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infraerveného laseru (100 mJ/cm?) potiebna pro prasknuti nanostrukturnich kapsli je v ramci
bezpec¢nostnich mezi. Dalsi vyvoj v této oblasti by mohl vézt pres snizeni velikosti kapsli z
piiblizn¢ 1 um na par stovek nanometrti pii pouziti mensich ¢astic 1éciva. Klinické pouziti, a

dokonce i testy na zvifatech ale zatim nejsou mozné. [2,3,5]

Laser pulse on
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Gold nanoparticles z I s

Obrazek ¢. 4: Schematické znazornéni nanostrukturované kapsle. Nanocastice zlata
absorbujici svétlo jsou uloZeny v polyelektrolytovych vrstvach (A). Kratky laserovy puls

zahtiva nanocdastice zlata, které nabobtnaji a zptsobuji prasknuti kapsle (B).

Ptevzato z: [2]

2.3 Dendrimery

Dalsi moznosti 1é¢by je pfipojeni léCivych pripravka k dendrimeru nebo vlozeni do
jeho nitra takovym zptsobem, aby fidil dodavku léku. K aktivaci dendrimeru dochazi
konkrétnim chemi