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Abstrakt

I pies veskery pokrok v 1écbé nadorovych onemocnéni, ktery probéhl v
pokracovat. V poslednich letech je na vzestupu zajem o personalizovanou medicinu a jeji
uplanéni skrze nosice 1€Civ (drug delivery systémy), které by mohly pomoci se zvySenim
specificity 1é¢by nadorovych onemocnéni a nasledné 1 ti¢innosti.

Drug delivery systémy mohou vyuzivat riznych platforem pro svoji konstrukci,
at’ uz jde o liposomy, micely, nanokrystaly ¢i jiné. Velmi zajimavou platformu pro
konstrukci drug delivery systému piedstavuji polysacharidy, které byly, jakozto nosice
kontrastnich latek s cilem efektivniho zobrazeni nadort, charakterizovany v této disertacni
praci. Polysacharidy jsou zajimavé z vice divodi. Jednak svoji dostupnosti, dale také
svoji biokompatibilitou a netoxickym charakterem. V této disertacni praci se zabyvame
dvéma typy polysacharidovych konjugatl s navidzanymi kontrastnimi latkami pro
magnetickou rezonanci a fluorescen¢ni zobrazovani. Prvnim typem polysacharidu je
glykogen, druhym pak manan. Oba konstrukty, jak glykogenovy, tak i mananovy, byly
nasyntetizovany ve verzi s i bez polymetyloxazolinu, ktery by mél prodlouzit jejich
cirkulaci v organismu. Oba typy polysacharidovych konjugat vyuzivaly pasivniho cileni
do nédoru pomoci efektu zvysené propustnosti a zadrzovani (Enhanced Permeability and
Retention effect, EPR). Mananovy konjugat byl cilen pasivné pomoci EPR i aktivné pies
DC-SIGN (Dendritic Cell - Specific Intercellular adhesion molecule 3 - Grabbing
Nonintegrin binding receptor) receptory do sentinelovych lymfatickych uzlin, kde se
nejcastéji objevuji prvni metastatické nadorové bunky.

V disertaéni praci bylo pouzito rozlicnych metod pro in vitro a in vivo
charakterizaci obou typl polysacharidovych konjugati. Lokalizace konjugati byla
sledovana pomoci konfokalni mikroskopie, ddle byly provedeny testy cytotoxicity, testy
k urceni typu endocytdzy, ktery je pouzivan bunkou pro externé podany glykogen. Byla
charakterizovana i rychlost relaxace konjugati ¢i mira fluorescence fantomu in vitro. Po
provedenych in vitro testech nasledovaly pilotni in vivo experimenty na nenddorovych
modelech. Findlné byly pro oba typy polysacharidovych konstruktt, glykogenového i
mananového, provedeny rozsahld in vivo méfeni u zvifat s nadory, kde se pomoci
magnetické rezonance (magnetic resonance imaging, MRI) a fluorescence sledovala
biodistribuce a akumulace konstruktl v zdvislosti na mife modifikace

polymetyloxazolinem, porovnavali jsme konstrukty bez a s navdzanym



polymetyloxazolinem. Na konci experimentti byly provedeny i histologicka vySetfeni pro
urceni vlivu podanych konjugatl na vnitini organy.

Z vysledkt vyplynulo, ze na glykogenu i na mananu zalozené konjugéty jsou
velice slibnou platformou pro budouci vyuziti jako nosic¢e 1é¢iv. Zejména diky svému
netoxickému charakteru a v pfipadé mananu i kvili aktivnimu cileni skrze DC-SIGN
receptory. Bylo také zjisténo, Zze upravou miry modifikace polymetyloxazolinem lze
vlastnosti obou konjugati meénit tak, aby bylo dosazeno optimalnich vysledkt, tedy

poméru miry akumulace v naddoru k délce cirkulace v ob¢hu.



Abstract

Despite all the progress made in the treatment of cancer in recent years, it is still
necessary to continue with the research of more effective and specific drugs. In recent
years, there has been a growing interest in personalized medicine and its application
through drug delivery systems, which could help increase the specificity of cancer
treatment and subsequently its effectiveness.

Drug delivery systems can use different platforms for their design, whether they
are liposomes, micelles, nano crystals or others. A very interesting platform for the
construction of drug delivery systems are polysaccharides, which were, as carriers of
contrast agents in order to effectively display tumours, characterized in this doctoral
thesis. But polysaccharides are interesting for more reasons. Both by its availability, and
by its biocompatibility and non-toxic character. In this doctoral thesis we deal with two
types of polysaccharides conjugates with linked contrast agents for magnetic resonance
and fluorescent imaging. The first type of polysaccharide is glycogen, the second is
mannan. Both constructs - glycogen and mannan based, were synthesized in a version
with and without polymethyloxazolin, which should prolong their circulation in the
organism. Both types of polysaccharide conjugates used passive targeting into the tumour
using the Enhanced Permeability and Retention (EPR) effect. Mannan conjugate was
passively targeted through EPR and actively via DC-SIGN (Dendritic Cell - Specific
Intercellular adhesion molecule 3 - Grabbing Nonintegrin binding receptor) receptors
into the sentinel lymph nodes, where the first metastatic tumour cells are most commonly
found.

The doctoral thesis used various methods for in vitro and in vivo characterization
of both types of polysaccharide conjugates. The localization of conjugates was monitored
by confocal microscopy, thr level of cytotoxicity of the conjugates was tested, and tests
for determination the type of endocytosis used by the cell for externally administered
glycogen were performed. The rate of relaxation of conjugates or fluorescence of
phantoms in vitro was also characterized. In vitro tests were followed by pilot in vivo
experiments on non-tumour models. In final phase, for both types of polysaccharide
constructs, glycogen and mannan based, extensive in vivo measurements were made on
animals with tumours, where magnetic resonance imaging (MRI) and fluorescence were
used to monitor biodistribution and accumulation of constructs according to the extent of

modification of polymetyloxazolin, we compared constructs without and with linked



polymetyloxazolin. At the end of the experiments, histological examinations were also
performed to determine the effect of the conjugates administered on the internal organs.

The results showed that glycogen and mannan-based conjugates are a very
promising platform for future use as carriers of drugs. Especially due to its non-toxic
character and in the case of mannan also due to active targeting via DC-SIGN receptors.
It was also found that by adjusting the degree of modification by polymetyloxazoline,
the properties of both conjugates can be changed to obtain optimal results, i.e., the ratio

of the rate of accumulation in the tumour to the duration of circulation.
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1 Seznam zkratek

Zkratka Cesky vyznam Anglicky vyznam

ALT Alaninaminotransferaza Alanine aminotransferase

AST Aspartataminotransferaza Aspartate aminotransferase

CNR Pomér kontrastu k Sumu Contrast to Noise Ratio

CT Vypocetni tomografie Computed Tomography
Intracelularni adhezni molekula drzici ~ Dendritic Cell-Specific Intercellular

DC-SIGN neintegrin specificka pro dendritické adhesion molecule-3-Grabbing Non-
buiky integrin

DMEM lell?eckem modifikované Eaglovo Dulbecco's Modified Eagle Medium
médium

DOTA Tetragzacyklododekan tetraoctova DOdecane Tetraacetic Acid
kyselina

EGFR Receptor epidermalniho rustoveho Epidermal Growth Factor Receptor
faktoru
Proces epitelialné mezenchymalni oy 1 .

EMT . Epithelial-Mesenchymal Transition
tranzice

EPR ZvySena propustnost a zadrzovani Enhanced permeability and retention

FBS Fetalni bovinni sérum Fetal bovine serum

FL Fluorescence Fluorescence

FLI Fluorescen¢ni zobrazovani Fluorescence imaging

GG Glykogen Glycogen

GG GG-GdDOTA-IR800CW GG-GdDOTA-IR800CW

GM Gadoterate Meglumine (= Dotarem) Gadoterate Meglumine (= Dotarem)

GOX GG-GdDOTA-PMeOx-IR800CW GG-GdDOTA-PMeOx-IR800CW
Receptor lidského ristového Human Epidermal growth factor

HER2 . s
epidermalniho faktoru 2 Receptor 2

HSC Kmenové buiiky krvetvorby Hematopoietic Stem Cell

IC Polovi¢ni maximalni inhibi¢ni Inhibition Concentration for 50%

20 koncentrace inhibition
MBCD Metyl-B-cyklodextrin Methyl-B-CycloDextrin
MEM Minimani esencidlni médium Minimum Essential Medium




MN

MNOX
MR
MRI

MTT

NHS
PBMC
PBS
PDX
PEG
PEO
PET
POX

RARE

ROI

RPMI

SLN
SNR

SPECT

TE
TF
TR

VEGFR

Manan

MN-DOTAGA-IR800
MN-PMeOx-DOTAGA-IR800
Magneticka rezonance

Zobrazovani magnetickou rezonanci

3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl1)-2,5-
difenyltetrazolium bromid

N-Hydroxysukcinimid
Mononuklearni buiiky z periferni krve
Fosfatovy pufr

Xenograft z pacientského vzorku
Polyetylenglykol

Polymer ethylenoxidu

Pozitronova emisni tomografie

Poly(2-metyl-2-oxazolin)
Rychla akvizice se zvysenou relaxaci

Oblast zajmu

Médium vytvotené v Institutu pamatky
Roswella Parka

Sentinelova uzlina
Pomér signalu k Sumu

Jednofotonova emisni vypocetni
tomografie

Echo cas
Turbo faktor
Cas mezi jednotlivymi pulsy

Receptor pro vaskularni endotelialni
rustovy faktor

Mannan
MN-DOTAGd-IR800
MN-PMeOx-DOTAGA-IR800
Magnetic Resonance
Magnetic Resonance Imaging

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide

N-HydroxySuccinimide

Peripheral Blood Mononuclear Cell
Phosphate Buffered Saline

Patient Derived Xenograft
PolyEthylene Glycol

PolyEthylene Oxide

Positron Emission Tomography
Poly(2-methyl-2-OXazoline)

Rapid Acquisition with Relaxation
Enhancement

Region Of Interest

Roswell Park Memorial Institute
medium

Sentinel Lymph Node
Signal-to-Noise Ratio

Single-Photon Emission Computed
Tomography

Time to Echo
Turbo Factor
Time to Repetition

Vascular Endothelial Growth Factor
Receptor



2 Literarni prehled

2.1 Nadorova onemocnéni

Nadorova onemocnéni jsou jednou z nejcastéjsich piicin pred¢asnych timrti (Dyba
et al., 2021; Nagai and Kim, 2017). Zejména vysp€l¢ staty, Ci staty s vyssim HDP, jsou
na Cele statistik incidence nddorovych onemocnéni (Torre et al., 2016). Konkrétné pak
v Evropé bylo vroce 2012 zaznamendno 25 % z celkového poctu rakovinnych
onemocnéni, byt’ piedstavuje pouze 9 % svétové populace (Ferlay et al., 2015; “World
Population Prospects,” 2017).

Rakovina je oznaceni pro soubor pomérné rozlicnych onemocnéni, které spojuje
to, ze probehlo nékolik zmén genomu bunék a z plivodné normalnich, zdravych a télu
vlastnich bunék se staly buitkky nddorové. Jednim z hlavnich problému ve vyvoji u€¢inné
1é¢by nadorovych onemocnéni je jejich vysoka komplexnost a zaroven Siroka variabilita
mezi jednotlivymi typy, a to i v rdmci nadorového onemocnéni stejné tkané. Nicméné
v roce 2000, v dnes jiz kultovnim c¢lanku ,,The Hallmarks of Cancer” od Hanahan a
Weinberg, bylo charakterizovéano Sest zékladnich zmén ve fyziologii zdravych bunék tak,
aby se z nich postupnym procesem ziskavani téchto odliSnych vlastnosti staly buiky
maligniho nadoru. Mezi tyto ziskané vlastnosti byla zafazena sobéstacnost v produkci
rastovych signald, necitlivost k signalim o zastave riistu, invaze do tkani a metastazy,
nekonecny potencial replikace, zajiSt€éna angiogeneze a unik apoptdze (Obrazek 1)
(Hanahan and Weinberg, 2000). Vroce 2011 byly ktémto Sesti zakladnim
charakteristikam ptidany jesté ctyfi dalsi charakteristiky rozdélené do dvou subkategorii
(Obrazek 2). V prvni subkategorii, oznacované jako vlastnosti umoziujici vyvoj nadoru,
jde za prvé o nestabilitu genomu a mutace, a dale pak o tumorem iniciovanou zanétlivou
odpovéd’. V druhé subkategorii tzv. objevujicich charakteristik je zahrnuta deregulace
bunécného energetického metabolismu a unik od eliminace imunitnim systémem

(Hanahan and Weinberg, 2011).



Evading Insensitivity to
apoptosis anti-growth signals

Sustained Tissue invasion
angiogenesis & metastasis

Obrazek 1 Puvodni schéma viastnosti, které ziskaji normalni bunky pri preméne v bunku
nadorovou. Jde o viastnosti ¢i uddlosti, které ve svém diisledku vedou k tvorbé a prezivani
malignitho nadoru. Mezi Sest puvodnich schopnosti malignich nadorovych bunék patri:
sobestacnost v produkci rustovych signalu (self-sufficiency in growth signals), necitlivost
k signaliim o zastavé rustu (insensitivity to anti-growth signals), invaze do tkani a metastdzy
(tissue invasion & metastasis), nekonecny potencidl replikace (limitless replicative potential),
zajisténa angiogeneze (sustained angiogenesis) a unik apoptoze (evading apoptosis). Prevzato z
(Hanahan and Weinberg, 2000).

Pokud se blize podivame na prvni subkategorii nové rozsifenych tzv. ,hallmarks
of cancer* a jejich pfispévek k postupné pfeméné normalnich bunék v buiiky naddorové,
tak role nestabilniho genomu je celkem intuitivni. Nestabilni genom produkuje ndhodné
mutace, které¢ vedou k dal$im zménam a vyvoji tumorii. Naproti tomu role zanétlivé
odpovédi tolik intitivni neni, nicméné pravé zanét muze poskytovat naddorovému
mikroprostfedi nékteré dilezit¢é molekuly (napiiklad rtGstové faktory), dale mohou
zanétlivé bunky produkovat reaktivni metabolity kysliku, které ptispivaji k mutacim

okolnich naddorovych bun¢k (Hanahan and Weinberg, 2011).



V druhé subkategorii charakteristik je zminéna deregulace energetického
metabolismu. Tento poznatek neni ni¢im novym. Naopak pochazi jiz z poloviny
dvacatého stoleti, kdy bylo popsano, Ze nddorové bunky pouzivaji glykolyzu pro
produkci ATP i v aerobnim prostiedi, pfestoze je méné efektivni a mé nizsi produkci
ATP (Warburg, 1956a, 1956b, “Warburg report on the metabolism of tumors,” 1930).
Nicméné intermedidty glykolyzy mohou byt v vyuZzity v biosyntetickych drahéch, které

jsou pro rychle rostouci nadory obzvlasteé dulezité.

Emerging Hallmarks

Deregulating cellular Avoiding immune
energetics destruction

Genome instability Ny Tumor-promoting
and mutation Inflammation

Enabling Characteristics

Obrazek 2 Rozirené schéma vlastnosti, které ziskaji normalni bunky pri preméné v burnku
nadorovou. K Sesti pitvodnim viastnostem malignich nadorovych bunék, které jsou: sobéstacnost
v produkci ristovych signalii (self-sufficiency in growth signals), necitlivost k signaliim o zdastavé
ristu (insensitivity to anti-growth signals), invaze do tkani a metastdzy (tissue invasion &
metastasis), nekonecny potencial replikace (limitless replicative potential), zajistend
angiogeneze (sustained angiogenesis) a unik apoptoze (evading apoptosis); byly pridany dvé
subkategorie a v kazdé z nich dalsi dvé charakteristiky. Jde o subkategorii viastnosti umozinujici
vyvoj ndadoru (enabling characteristics), kam spada nestabilita genomu a mutace (genome
instability and mutation) a ddle pak o tumorem iniciovana zanétliva odpovéd’ (tumor-promoting
inflammation). Druhou subkategorii jsou tzv. objevujicici se charakteristiky mezi néz patii
deregulace bunécného energetického metabolismu (deregulating cellular energetics) a unik od
eliminace imunitnim systémem (avoiding immune destruction). Prevzato z (Hanahan and
Weinberg, 2011).

Vsechny zminéné charakteristiky nezbytné pro vznik nddorové buitky maji vztah
1 k 1é€bé nadord. Kategorie oznaCovana jako invaze do tkani a metastazy je obzvlasté
vyznacna, a to zejména kvili tomu, Ze nejvyssi mérou piispiva k celkové mortalité na
nadorova onemocnéni (Lambert et al., 2017). Metastazy jsou definované jakozto
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rozs8ifeni primarniho nadoru do blizsiho ¢i vzdalengjsiho druhotného mista, kde opét
vznikne nadorové lozisko (Welch, D. R., 2006). V komplexnim mechanismu vzniku
metastdz se uplatituje mimo jiné i proces epitelidlné-mezenchymalni tranzice (epithelial-
mesenchymal transition, EMT), ktery rakovinnym buiikdm poskytuje vétsi mobilitu a
invazivnost. Ve stru¢nosti mizeme fict, ze se jedna o pieménu epitelialni bunky v
buniku mesenchymalni tak, aby byla umoZnéna jeji zvySena motilita a nasledna
diseminace do vzdalené&jSich mist z mista primarniho nadoru (Lambert et al., 2017).
Pravé motilita je jednou ze zasadnich vlastnosti metastatickych bunék, mezi dalsi patii
inazivita, plasti¢nost, schopnost ménit blizké mikroprostfedi a schopnost kolonizace
(Welch and Hurst, 2019). Na Sifeni metastatickych bun¢k se pak podili 1 lymfatické

uzliny, coz bude bliZze popsano v nésledujici kapitole.

2.1.1 Sentinelové lymfatické uzliny a metody jejich vySetifeni

Lymfatické uzliny vyznamnou meérou pfispivaji k Sifeni metastaz. Prestoze
komplexni proces vzniku a Sifeni metastaz zatim neni zcela znam, je dobte popsano, ze
k jejich Sifeni pfispiva prave sit’ lymfatickych cév a pomaly tok lymfy samotné.
Konkrétné naptiklad prostaticky a prsni maligni karcinom c¢asto metastazuji srkze
procesu je takzvana sentinelova lymfatickd uzlina (sentinel lymph node, SLN), tedy
lymfatickd uzlina nachazejici se nejblize od mista nddoru. Tato jeji proximita k nadoru ji
pfedurcuje k tomu, Ze je mistem, kam se metastazy z primarniho nadoru §iti nejdrive
(Karaman and Detmar, 2014).

ProtoZe se ¢asné metastazy objevuji nejdiive v SLN, vyuzivéa se k diagnostice
Sifeni metastdz z primarniho nadoru biopsie pravé této uzliny (Lyman et al., 2014).
Nicméné standardné klinicky vyuzivand biopsie SLN je stale relativné invazivni
metodou, a proto se mimo ni vyuziva i alternativnich metod pro detekci a zobrazeni
metastaz v SLN. Mezi tyto metody fadime naptiklad zobrazovani magnetickou rezonanci
(magnetic resonance imaging, MRI) (Dong et al., 2018; Evertsson et al., 2017; Krischer
et al., 2018), ultrazvukové vySetfeni (Gongalves et al., 2016), SPECT, fluorescen¢ni
snimani, lymfoscintigrafii apod. (Jain et al., 2009; Joseph et al., 2017). Kazda z vySe
zminénych metod poskytuje odliSnou hloubku a preciznost informace, stejné tak jako ma
sva specifickd omezeni. Kombinace n¢kolika metod pak miiZze zvysit benefity a relevanci

informace a zaroven omezit limitace jednotlivych pouzitych metod.



2.1.2 Nadorové modely ve vyzkumu

Zviteci modely vzdy hrali zcela zasadni roli ve vyzkumu néadorii a napomohly
veétsin€é vyznamnych objevi. Pro vyzkum nadorl se velmi Casto pouzivaji savci modely
jako naptiklad hlodavci (potkan, mys), opice (NHP — non-human primates) a psi.
Nejcastéji pouzivanym savéim i obecné zvifecim modelem pro vyzkum nadorovych
mechanismu a potencionalnich 1éCiv je laboratorni mys (Jonkers and Derksen, 2007).

Pii vyzkumu nadorovych mechanismi se vSak nevyuZzivalo pouze na savcu,
potazmo hlodavct (Zeng et al., 2020). V mnoha studiich byly pouZity i jiné druhy zvifat.
Mezi ty Casteji pouzivané se fadi Caenorhabditis elegans, Drosophila, Danio rerio a
Gallus gallus. Danio rerio a Gallus gallus. Tyto druhy byly, diky n&kterym svym
vlastnostem, vyuZity predev§im pro studium nadorové angiogeneze (Gheorghescu et al.,
2015; Jagadeeshan et al., 2017). Hlavnimi pfednostmi vySe zminénych, jinych nez
sav¢ich modelt, je velmi rychly reprodukéni cyklus, nizké ndklady na chov a reprodukci
a predevsim také mensi etickd dilemata spojena s jejich pouzitim pro experimenty
(Giannaccini et al., 2014; Hason and Bartinék, 2019; Kucinska et al., 2017). AvSak
reprodukce vysledku a jejich nasledna aplikace na fungovani lidského organismu mtize
byt problematicka z divodu odlisnych fyziologickych mechanismii i genetického pozadi,
1 prestoze napiiklad genom Danio rerio ma pomérné vysokou homologii s lidskym
genomem (Howe et al., 2013).

V této diseraténi praci se nicméné zamétim na savei, potazmo hlodavéi, modely
v naddorovém vyzkumu. Pfedev§im na mysi modely, ale stru¢né¢ se budu vénovat i
potkanlim a jejich vyuZiti ve studiu nddorovych mechanismil a vyvoji 1éciv.

MyS (mus musculus) ziskala dominatni pozici v nddorovém vyzkumu z nékolika
divodli. Mezi hlavni patfi snadnd manipulovatelnost, relativné rychly reprodukéni
cyklus, podobnost v anatomii, fyziologii a v sou¢asné dobé i pln¢ sekvenovany genom a
s tim spojena moznost genetické manipulace a Gprav genomu (Wege, 2018; Zeng et al.,
2020). V neposledni fad¢ hraje svoji roli 1 historicka navaznost na predchozi vysledky
s mySimi modely, které se staly skute¢né dominantnimi, a Siroka dostupnost rozsahlé
Skaly imbrednich kment, které mohou byt vybrany na zéklad¢ konkrétnich pozadavki
zamysleného experimentu. Piesto i u vztahovani vysledkli z mySich modelt na lidské
pacienty musime brat v potaz mnohd omezeni, pfedevsim to, Zze mysi toleruji vyssi davky
schvalenych 1 experimentalnich léCiv a jejich imunitni systém neni zcela totoZny

s imunitnim syst¢émem C¢loveka (Haley, 2003). N¢ktera vySe zminéna omezeni mohou
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byt optimalizovana vyuzitim vysoce specialnich modeli, naptiklad imunodeficientnich
my$i humanizovanych pomoci injekce hCD34" bunék nebo lidskych perifernich
krevnich mononukledrnich bunék (human peripheral blood mononuclear cells, hPBMC).

V nésledujicich podkapitolach se detailnéji zaméfim na rGzné typy mysich
modeli s transplantovanymi/indukovanymi nadory. Dalsi typy nadorovych modeld, jako
jsou spontanni nadorové modely, chemicky/fyzikalné indukované nadorové modely a

geneticky podminéné nadorové modely, nejsou soucasti této disertacni prace.

2.1.2.1 Syngenni modely

Syngenni modely jsou zalozeny na injekci nadorovych bunék, které pochazeji ze
stejného kmene zvifeciho modelu, do kterého jsou nasledn¢ aplikovany (Khanna and
Hunter, 2005). Pro ptiklad mizeme uvést 4T1 bunky nadoru mlécné Zzlazy, které
pochéazeji z kmene Balb/c mysi a do téchto mysi se také injikuji pro vytvofeni
experimentalniho nadorového modelu (“4T1 ATCC ® CRL-2539™ > 2020). N4adorové
linie vyuzivané pro indukci naddort v syngennich modelech obvykle pochazeji z nadort,
které byly u mysi (pfipadné potkand) vytvofeny spontdnné ¢i za pomoci rtiznych
karcinogenti (Brown et al., 1990; Double et al., 1975; Takayama, 1968). Aplikace
nadorovych bunék muze probihat subkutanné, ale Casto se vyuziva i orthotopické
aplikace, tedy aplikace do anatomického mista, ze kterého nddorova linie pochazi.
V piipadé€ linie 4T1 je to tedy mySi mlécna zlaza. Vyhodou orthotopické aplikace je
piiblizeni se redlnému nadorovému mikroprostiedi, a to vcetné sloZzky imunitniho
systému. Syngenni modely jsou totiz modely s pIln¢€ funkénim imunitnim systém a mohou
tak byt vyuzity v imunoonkologickém vyzkumu bez potfeby dal$i manipulace, jako je

nafiklad vnéseni lidského imunitniho systému.

2.1.2.2 Xenograftové modely

Xenograftové modely mély a stile maji vyznamnou ulohu v zdkladnim 1
preklinickém vyzkumu nadora. Tento typ modelii potifebuje specialni immunodeficientni
kmeny zvitat (potkanti ¢i ve vyzkumu nddorovych onemocnéni mnohem castéji
pouzivanych mys$i). Immunodeficietni zvifata jsou potiebnd, protoze xenograftové
modely vyuZivaji lidskych nddorovych linii pro tvorbu tumori. Nadorové buiiky mohou
byt opét aplikovany subkutdnné 1 orthotopicky, ddle mizeme mit i takzvané metastatické
xenograftové modely. Specidlnim typem jsou pak modely s aplikovanymi vzorky nadort

od redlnych pacientl (patient-derived xenografts, PDX). PDX modely jsou tedy zaloZeny
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na aplikaci vzorkl nadort pfimo od konkrétnich pacientti a nikoli bunéénych linii (Jung,
2014).

Xenograftové modely jsou stéale relativné jednoduché a rychlé, co se tyce jejich
etablovani. Pfitom nam jiz mohou poskytnout informace, které u syngennich modela
chybi. Jde pfedevsim o to, Ze je zde pritomna lidska geneticka a epigenetickd komplexita
nadort. Na druhou stranu u klasickych xenograftovych modelid chybi kvili pouziti
imunodeficientnich kmenti T-buné¢na odpovéd’, leckdy i B- a NK-bunééna odpovéd’, dle
konkrétniho pouzitého imunodeficietniho kmene (Richmond and Su, 2008). I pfes to
zustavdji nezastupitelnym ndastrojem v preklinickém a zdkladnim vyzkumu, a
zaznamenaly vicero vyznamnych uspéchil v predikei klinické uspéSnosti 1é€iv. Pokud se
porovnavala jejich schopnost predikce uspésné 1écby se skuteCnymi vysledky v druhé
fazi klinického testovani, bylo zjisténo, ze jsou schopné uspésné predikovat vysledky pro
ovaridlni nadory a nemalobuné¢né karcinomy plic (Voskoglou-Nomikos et al., 2003).
Lze zminit také uspésnou predikci u€innosti anti-HER?2 protilatky Herceptinu za pomoci
xenograftovych modeld. Herceptin snizoval velikost nadord v BT-474 xenograftovém
modelu sam osobé¢ a také zvySoval ucinnost paclitaxelu a doxorubicinu, pokud s nimi byl

v tomto modelu kombinovén (Baselga et al., 1998).

2.1.2.3 Humanizované modely

S rozvojem experimentil v oblasti imunoterapie se zacalo ukazovat, Ze preklinické
mysi modely nedostatecné reflektuji potieby této specifické oblasti vyzkumu. Hlavnim
problémem je absence imunitniho systému (¢i jen jeho castecnd ptitomnost)
v xenograftovych modelech. Nicméné i1 syngenni modely nejsou zcela ideédlni pro
vyzkum imunoléciv, protoZze imunitni systém u lidi a mysi se vyznacuje nejen
fenotypickymi, ale 1 fyziologickymi odliSnostmi (Haley, 2003). Tyto odliSnosti pak
vedou k velmi malé Gsp&Snosti protinadorovych terapeutik pfi piechodu z preklinickych
do klinickych studii (Mak et al., 2014).

Reseni nékterych vyse zminénych problémi poskytly humanizované modely mysi.
V této disertacni praci se zaméfim na humanizované myS$i modely ve smyslu
imunodeficietnich mysi s transplantovanym lidskym imunitnim systémem (plnym ¢i
Castecnym). PrestoZe se s prvnimi pokusy o transplantaci lidskych tkani a imunitnich
bun¢k do imunodeficientnich mysi se zacalo jiz v Sededesatych letech dvacatého stoleti
(Flanagan, 1966), skutecny rozvoj téchto mysich modeli byl umoznén az s vyvinutim

CB17-Prkdc*Y mysiho kmene (Bosma et al., 1983). Tento vysoce imunodeficientni
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kmen totiz umozioval tolik potiebou transplantaci hPBMC (Mosier et al., 1988) a
hematopoetickych kmenovych bunék (human hematopoetic stem cell, HSC ¢i hCD34"
bunky) (Lapidot et al., 1992) pro tvorbu ¢astecné ¢i plné funkéniho vneseného lidského
imunitniho systému. Vyvoj téchto modelt tedy umoznil testovani imunoléciv v alespont

castecné rekonstruovaném lidském imunitnim systému (Obrazek 3).

Hu-PBL model Hu-CD34 model
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Obrazek 3 Schéma tvorby mysich modelii. V levé casti schéma tvorby mysiho modelu pomoci
lidskych PBMC (Hu-PBL model), v pravé casti schéma tvorby mysiho modelu s plné funkcnim
lidskym imunitnim systémem (Hu-CD34 model). Upraveno dle (De La Rochere et al., 2018).

2.2 Teranostika jako novy smér v biomediciné

Teranostika je pojem i obor slozeny ze dvou casti, a to terapie a diagnostiky. Snazi
se tedy o kombinaci terapeutické latky s diagnostickou tak, aby bylo mozné terapeuticky
efekt sledovat vredlném case a léCbu prizpisobovat. Teranostika spada i1 do
personalizované mediciny, kterd usiluje o maximalizaci terapeutického ucinku a
minimalizaci nezaddoucich vedlejSich ucinkii diky specificky ptizpisobené 1€cbé dle
konkrétniho pacienta a nadoru. Personalizovand medicina se snazi o piekonani limith
aktudlni standardni 1é¢by nadorti, nékdy oznacované jako ,,one-fits-all, coz mizeme
volné prelozit jako ,jedna lé€ba pro vSechny“. Teranostika mlze byt tedy pro
personalizovanou medicinu velkym pfinosem, nicméné musi byt splnéna kritéria jako je

netoxicky a biokompatibilni charakter teranostik, jejich tispéSna akumulace v nadoru
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(Casto za ptispéni aktivniho cileni) a také zobrazovaci modalita musi byt na stejné
molekule jako Ié¢ivo, aby diagnostika mohla probihat bez ¢asové prodlevy (Jackson and
Chester, 2015; Li et al., 2017; Ryu et al., 2014). V tomto ohledu mohou byt prospésné
drug delivery systémy a polymerni nosic¢ové systémy, kde lze snadno kombinovat vice

zobrazovacich modalit spolu s 1é¢ivem a ptipadné specificky cilicim ligandem.

2.2.1 Drug delivery systéemy

Drug delivery systémy jsou charakterizovany jako systémy uréené pro cilenou
dopravu 1éciv. Jejich obvyklad velikost se pohybuje v fddech nanometri. Mezi hlavni
vyhody vyuziti drug delivery systému v 1é€bé €i diagnostice miizeme zatadit predevsim
cilenou akumulaci v misté urceni a s tim spojené omezeni nezadoucich vedlejSich u¢inkt
ve zdravych tkanich a organech. Déle pak vysokou stabilitu v organismu, a s tim spojeny
delsi ¢as, po ktery jsou pfitomny v krevni cirkulaci (Blanco et al., 2015; Choi et al., 2014;
Gaber et al., 2017; Kim et al., 2013; Pérez-Herrero and Fernandez-Medarde, 2015;
Ramasamy et al., 2014; Shi et al., 2017). Drug delivery systémy se v soucasné dob¢
zkoumaji a vyvijeji v rozsahlé skale variant, a to variantach zalozenych na konstrukei
z ptirodnich polysacharidi, liposomalnich ¢astic ¢i polymernich micelach, dendrimert,
nanokrystaltl, lipidovych ¢astic apod. (Faraji and Wipf, 2009; Hruby et al., 2006).

Velkou pozornost ziskavaji drug delivery sytémy zalozené na piirodnich
polysacharidech, a to zejména kvili specifickym vyhodnym vlastnostem polysacharidi
a jejich variabilité¢. Jedna se zeyjména o vysoky pocet reaktivnich skupin, rozlicné
chemické sloZeni a Sirokou Skalu molekulovych hmotnosti. Diky jejich ptirodnimu
puvodu je 1 jejich bezpecnost vétSinou snadno prokazatelna a toxicita minimalni (Liu et
al., 2008).

Napftiklad ndmi vyuzivany manan byl pouzit i pro cilené dopravovani kédujici
DNA pro ovalbumin v nddorové imunoterpii. Bylo prokdzano, Ze na mannan ndvazana
kodujici DNA sniZila velikost EG7 nadorti u C57BL/6 mysi vyrazné vice nez, kdyZ byla
aplikovana samotna bez mananového nosice (Tang et al., 2007). Déle bylo zkoumano i
vyuziti glukomananu pro drug delivery systémy, a to ve form¢ pH-senzitivnich micel
s kurkuminem. V ramci in vitro experimentil bylo potvrezno jeho pohlcovani bunikami,
déle jeho biokompatibilta a na pH zavislé uvoliiovani kurkuminu. Cytotoxicita tohoto
systému byla testovana obdobné jako byly testovany i konjugaty v této disertacni praci,

tedy pomoci testu MTT na HepG2 bunkach. Zjisténa toxicita byla nizkd a otestované
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vlastnosti tedy ukazovaly na dobry potencial pro biomedicinské vyuziti (Luan et al.,

2017).

2.2.2 Cilena doprava léciv do nadoru

Cileni drug delivery systémil, nanocastic a polymernich systémii mize byt
v zakladnim rozdéleni dvojiho typu, a to cileni pasivni neboli cileni pomoci efektu
zvysené propustnosti a zadrzovani (enhanced permeability and retention effect, EPR) a
pak cileni aktivni, které mize vyuzivat riznych ligandi ke specifickému cileni. Pasivni
cileni pomadhd nanocasticim dosdhnout nadorového mikroprostiedi a tam se
zakoncentrovat. Aktivni cileni predevSim usnadnuje specifické pohlceni nanocastice
nadorovymi bunikami (Bazak et al., 2015). Detailnéjsi popis efektu EPR 1 aktivniho cileni
je v nasledujicich podkapitolach.

2.2.2.1 EPR efekt

Efekt EPR byl poprvé popsan v roce 1986 (Matsumura and Maeda, 1986). Vznika
kombinaci dvou fenoméntl, a to tvorbou vysoce propustnych novych cév v nadoru a
zaroven velice omezenym lymfatickym odtokem z nadoru (Obrazek 4) (Fang et al., 2011;
Taurin et al., 2012). Tvorba novych cév je pro nador nezbytna. Bez nového kapilarniho
zéasobeni upada nador do dormantniho stadia (Folkman, 1971; Folkman et al., 1971).
Fenestrace v novych cévach i absence bazalni membrany (Bertrand et al., 2014) jsou
zpiisobeny rychlou novotvorbou cév. VSechny tyto aspekty pak efektu EPR napomahaji.

nador

nové tvorené krevni
kapilary

@ nanoéastice
&= endotelidlni bufika

nedostateény
lymfaticky
5 dtok
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Obrazek 4 Schéma principu efektu EPR. Upraveno dle (Day et al., 2020).
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Efekt EPR je pomérné typicky u raznych typa solidnich nadorti a vyskytuje se
tedy pomérné univerzalné (Fang et al., 2011; Taurin et al., 2012). Optimalni velikost
castic tak, aby byly pasivné akumulovany v nadoru pomoci efektu EPR je do cca 200
nm. Tyto ¢astice tak svoji velikosti spadaji do kategorie nanomaterialii/nanocastic.

V poslednich letech se vsak objevily ¢etné kontroverze o skute¢ném vyznamu
efektu EPR pro akumulaci nanoc¢astic v nadorech. Nekteré studie naznacuji, Ze velka ¢ast
nanocastic je endocytovana do nddoru aktivnimi mechanismy endotelidlnich bunék
(Sindhwani et al., 2020). Ptispévek efektu EPR k celkové akumulaci ¢éstic v nddoru
muize byt také ovlivnén 1 fyziologickymi aspekty nadoru jako napiiklad tlakem
nahromadéné tekutiny (Barar and Omidi, 2013; Omidi and Barar, 2014). Omezen¢ je pak
efekt EPR pfitomen u malo krevné zdsobenych typi nadorti jako jsou naddory prostaty a
pankreatu (Taurin et al., 2012). Dalsi komplikaci pro univerzalni vyuzitelnost efektu EPR
je nekroza a hypoxie u rozsahlejSich nadorti (Coleman et al., 2002; Hockel and Vaupel,

2001).

2.2.2.2 Aktivni cileni do nadori

MozZnosti, jak aktivné zacilit 1écivo ¢i drug delivery systém do nadoru, je
nepteberné mnozstvi. Casto se vyuziva toho, ze naddorova tkai exprimuje receptory i
molekuly, které jsou bud’to ve zdravé tkani pfitomné pouze v malém mnozstvi nebo se
dokonce ve zdravé tkani viibec nevyskytuji (Hruby et al., 2006). Mezi zndmé priklady
aktivniho cileni pomoci specifickych ligandl patii naptiklad cileni na HER2 (human
epidermall growth factor receptor 2), VEGFR (vascular endothelial growth factor
receptor), EGFR (epidermall growth factor receptor) receptory, PSMA (prostate specific
membrane antigen) a CD20 (Bazak et al., 2015), dale také, v soucasné dobé velmi
studované, cileni na tzv. inhibitory imunitni kontroly (immune-checkpoint inhibitory).
Pokusy s polymernimi nanocasticemi, které bud’ byly cilené jak pasivné, tak 1 aktivné na
EGFR, nebo vyuzivaly pouze pasivniho cileni, ukdzaly, ze aktivni cileni hraje
vyznamnou roli v U€innosti téchto nanocastic. Respektive snizuje jejich 1Cso (Clemons
et al., 2018).

V této disertacni praci je pro aktivni cileni zvolena afinita mananu k DC-SIGN
(dendritic cell-specific intracellular adhesion molecul-3-grabbing non-integrin)

receptoriim, tato afinita je zprostiedkovana 3- a 4-OH skupinami na mananu (Feinberg
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et al., 2007, 2001; Guo et al., 2004; Hu et al., 2018; Lepenies et al., 2013). DC-SIGN
receptory se vyskytuji pfedevS§im na povrchu na dendritickych bunék a makrofagh
(Ezekowitz et al., 1991; Garcia-Vallejo and Kooyk, 2013). Tyto specifické bunééné typy
jsou cilenou destinaci pro mananové konjugaty, respektive pritomnost téchto bunécnych
typt v SLN.

DC-SIGN receptory tvofi mezistupen mezi adaptivni a vrozenou imunitou, kdy
jejich ukolem je rozeznani patogentl, jejich ndsledné pohlceni a vystaveni antigenu na
svém povrchu tak, aby jej prezentovaly T-buitkam. T-buniky nasledné spusti specifickou

imunitni reakci (Ménova, 2021).

2.3 Polysacharidy v biomediciné

V posledni dob¢ zaznamenalo vyuziti polysacharidi v biomediciné zvySeny zdjem
a bylo predmétem nékolika studii (Basu et al., 2015; Muntimadugu et al., 2013). Je to
zejména z divodu, ze polysacharidy jsou svoji strukturou vhodné pro vyuziti jakozto
nosice 1éciv ¢i jako zakladni prvek pro vyse zminéné drug delivery systémy (Liu et al.,
2008; Shelke et al., 2014; Zhang et al., 2013). Mezi dal$i systémy, které mohou vyuzivat
vlastnosti polysachariil, patfi dopravni systémy pro geny (Azzam et al., 2002). Déle
mohou byt polysacharidy vyuzity i v oblasti tkdflového inzenyrstvi (Kutlusoy et al.,
2017; Lepore et al., 2015; Naahidi et al., 2017).

Polysacharidy mohou byt také vyuzity pro piipravu diagnostickych molekul
(Majee et al., 2017; Odabasi et al., 2004; Pan et al., 2016). Velka ¢ast vyzkumi
v biomedicin€ na toto téma se zaobira konkrétn¢ diagnostikou nadorti, nicméné jsou i
studie zamétené na téma detekce SLN (Lu et al., 2019).

V této disertacni praci jsme vyuzili dvou riznych typti polysacharidt, glykogenu a
mananu, pro konstrukci polymernich konjugati pro nadorovou diagnostiku (v ptipade
mananu 1 diagnostiku SLN) s potencionalnim budoucim vyuZitim i jakozto nosict 1éCiv.

O téchto dvou typech polysacharidii bude pojednano v nasledujicich dvou podkapitolach.

2.3.1 Glykogen

Glykogen je zasobni polysacharid, vyskytujici takika ve vSech organismech, a to
pfedev§im v jatrech a svalech. Je sloZzen z molekul D-glukoz, které nasledné tvofi
hypervétvenou strukturu (Tirone and Brunicardi, 2001). Tim, Ze se glykogen vyskytuje
taktka ve vSech organismech, tak je dostupny pro vyzkumné ucely z vice riznych

obnovitelnych zdrojt, jako je naptiklad ustfice ¢i n€kolik druhl rostlin (Matsui et al.,
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1996; Putaux et al., 1999). Prvni zminky o glykogenu pochazi z poloviny 19. stoleti, kdy
C. Bernard popisuje glykogen v jatrech, a to jak jeho vznik, tak i vyznam (Bernard, 1857,
1855).

Hydrodynamicky pramér glykogenu se pohybuje okolo 50 nm (Filippov et al.,
2012), tato velikost ho fadi mezi nanocéstice, které mohou byt akumulovany pomoci
efektu EPR 1 v nadorech s nizkou propustnosti (Cabral et al., 2011). Tato velikost
hydrodynamického priméru glykogenu také, spolu s jeho molekulovou hmotnosti cca 10
MDa, zabraiuje jeho pfimé eliminaci z organismu skrze rendlni filtraci. Prah pro renalni
filtraci se pohybuje okolo 9 nm a 45 kDa, tedy hluboce pod hodnotami, kterymi disponuje
molekula glykogenu, proto musi byt glykogen pied eliminaci pomoci rendlni filtrace
degradovan na jednotlivé molekuly D-glukézy. Nutnost této degradace prodluzuje jeho
polocas v cirkulaci a miize byt vhodné vyuzita pii designovani glykogenovych nosict
kontrastnich latek ¢i 1€Civ.

Jak bylo vySe zminéno, glykogen je pfitomen takika ve vSech organismech, je tedy
u lidi i zvirat pln¢ biodegradovatelny, a to pfredevsim intracelularné, protoze je relativné
odolny vi¢i degradaci amylazami v krevni cirkulaci (Rybicka, 1996; Tirone and
Brunicardi, 2001). Tyto charakteristiky poskytuji glykogenu vyssi stabilitu v cirkulaci 1
po intravendznim podéni, coZ je opct vyhodné pii vyuziti glykogenu pro konstrukci

polynmernich konjugat.

2.3.2 Manan

Manany jsou znamé predevSim svym vyuZitim v potravinafském pramyslu
(Buckeridge, 2010; Edwards et al., 1992), nicméné jejich biologické funkce jsou
mnohem rozmanitéjsi (Pauly et al., 2013). V zivych organismech se manan vaZe na
manosové receptory, které spadaji do tfidy multilektinovych receptord. Tyto
multilektinové receptory se podileji na velmi vyznamném propojeni nespecifického a
specifického (adaptivniho) imunitniho systému (Ferreira et al., 2010), jak jiz bylo
zminéno vyse. Proto je i manan preferen¢né akumulovany v imunitnich bunikéch (Cui et
al., 2003), které ve zvySené mitfe exprimuji DC-SIGN adhezni receptory. VySe zminéné
muze podpofit ideu vyuziti mananu jakozto nosice pro detekci SLN a pifipadné 1 mist
zangtl, oboji se totiz vyznacuje vyssi koncentraci dendritickych bun¢k a makrofagt

s DC-SIGN receptory na svém povrchu. Unikatni vlastnosti mananu pro detekci

lymfatickych uzlin byly vyuzity 1 pfi konstrukci CM-SPION (carboxylic mannan coated
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super paramagnetic iron oxide) nanocastic, jejichz akumulace v lymfatickych uzlinach
byla tspésné detekovana pomoci MRI (Vu-Quang et al., 2012).

V této disertacni praci byl pro veskeré syntézy a experimenty pouZzit komeréné
dostupny manan ze Saccharomyces cervisae. Tento manan se sklasé z a-1,6-spojenych
jednotek mandzy v hlavnim fetézci s velkym procentem postrannich vazeb a-1,2 a a-1,3
(Yamabhai et al., 2016). Dale manan obsahuje mnoho hydroxylovych skupin, spole¢né
s jeho typickou strukturou toto vede k tomu, ze miize byt snadno modifikovan tak, aby
bylo dosazeno optimalnich vlastnosti pro zamySlené vyuziti. Mimo modifikace
umoziuje struktura mananu také konjugaci dalSich molekul, v piipad¢ této disertacni
prace §lo o konjugaci préob slouzicich pro zobrazovani riiznymi modalitami (magnetickou
rezonanci a fluorescen¢nim zobrazovanim).

Stejné¢ jako jiné polysacharidy, je i manan biokompatibilni, biodegradablni a
netoxicky a pochazi zrelativné levnych obnovitelnych zdroji (Zia et al., 2016).
Degradaci manant zajiStuje predevS§im P-mannandza a P-manosidédza. f-mannanaza
zajistuje ndhodnou hydrolyzu wvnitinivh B-1,4,-glykosidovych vazeb manant. B-
manosidaza je enzymem, ktery odStépuje mandzy z neredukujiciho konce manant
(Moreira and Filho, 2008; Yamabhai et al., 2016). Oba enzymy tedy pfispivaji

k biodegradabilit¢ mananu, a tedy i zlepSuji jeho potencial pro vyuziti v biomedicing.

2.4 Zobrazovaci metody v diagnostice nadoru

Zobrazovaci metody jsou klicové pro v€asnou diagnostiku nadorti. Jejich rozvoj
zna¢né usnadnil brzké rozpoznéani nadort, coz je pro dalsi 1é€bu zcela zasadni (Frangioni,
2008; Sree et al., 2010). V této disertacni praci bylo vyuzito dvou zobrazovacich technik
a také jejich kombinace — tzv. multimodalniho zobrazovani. Jedna z téchto dvou
zobrazovacich metod, magnetickd rezonance (magnetic resonance, MR), je rutinné
klinicky vyuZivand. Druha metoda, fluorescencni in vivo zobrazovani, se fadi spiSe do
technik vyuzivanych v preklinickém a zakladnim vyzkumu. Obé tyto metody budou
strucn€ popsany v nasledujicich kapitolach.

Mezi dal$i techniky zobrazovéani patfi PET (positron emission tomography,
pozitronova emisni tomografie), SPECT (single photon emission computed tomography,
jednofotonovéa emisni vypocetni tomografie), CT (computed tomography, vypocetni
tomografie), ultrazvuk a bioluminiscencni zobrazovani. VSechny vySe zminéné techniky
zobrazovani, mimo bioluminiscencni zobrazovani, jsou béZzné€ vyuzivané v klinické praxi

a kazda poskytuje specificky soubor vyhod a limitaci.
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2.4.1 Zobrazovani pomoci magnetické rezonance

Zobrazovani pomoci magnetické rezonance spada pod anatomické metody
zobrazovani, nicméné existuje 1 specificka varianta MRI, fMRI (funkéni magneticka
rezonance), kterd se nefadi mezi metody anatomického zobrazovéni, ale je ve skupiné
funk¢nich zobrazovacich metod. MRI je v rutinné vyuzivana v klinické praxi a na rozdil
od SPECT, PET ¢i CT nezatéZuje organismus ionizujicim zafenim.

Zobrazovani pomoci MR vyuZivé jadra atom@ vodiku ("H proton), ktery je hojné
zastoupen ve vSech tkanich organismii. Kontrast tkdni v obraze vznikd v duasledku
odlisnych relaxacnich ¢asti T1 a T2 (Pautler, 2004). Vyhodou MR je moznost ziskat
ruzné kontrasty mezi tkdnémi nastavenim parametri méticich sekvenct, zakladni je T1 a
T2 vazené zobrazovani. V zdkladnim rozd¢leni jsou tedy obrazy bud’ T1 nebo T2 vazené.
Tkéan¢ s vysokym obsahem vody, jako je obvykle i nadorova tkan, se jevi u T1 vazeného
zobrazeni tmavé (nizky signal). Na T2 vazenych obrazech jsou naopak svétlé (vysoky
signdl). Veskeré tyto rozdily jsou dany odlisnou relaxaci. T1 relaxaci oznacujeme jako
tzv. ,,spin-miizka“ relaxaci, jadra atoml vodiku v tomto piipad¢ predavaji energii, kterd
byla dodana radiofrekven¢nim pulsem pfi excitaci, svému okoli. T2 relaxaci ozna¢ujeme
jako ,,spin-spin®, jadra atomu vodiku nepiedavaji pohlcenou energii okoli, ale vyménuji
energii mezi sebou (Edelman and Warach, 1993; Pautler, 2004).

Zakladni kontrast tkani, zaloZeny na odlisSném obsahu vody a vznikly v disledku
odlisnych relaxacnich ¢asti T1 a T2 (Pautler, 2004), jak bylo zminéno vyse, mize byt
zvySen za pomoci kontrastnich latek. Kontrastni latky pro MR lze rozdélit do dvou
kategorii. Do prvni kategorie se fadi paramagnetické latky, jako jsou lanthanoidy. Tyto
latky snizuji T1 relaxaci, disledkem je svétlejSi signal. Druhou kategorii predstavuji
superparamagnetické nanocastice napiiklad nanocastice superparamagnetickych oxidi
zeleza (SPION). Tyto latky neovliviiuji T1 relaxaci, ale maji vliv na T2 relaxaci
(Shokrollahi, 2013). V diserténi praci bylo jako kontrastni latka pouzito gadolinium
(Gd®") navézané na glykogenovych a mananovych konjugitech. Gadolinium je

vyuzivano v klinické praxi a spada do kategorie lanthanoida a ovliviiuje tedy T1 relaxaci.

2.4.2 In vivo fluorescence

Ke sniméani emise fluorescencniho signdlu z fluorescencnich markert je pii
zobrazovani tohoto signalu in vivo vyuzivano citlivych kamer. Obecné jsou pro in vivo

fluorescenéni méfeni preferovany fluorescencni markery v blizkém intracerveném
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spektru (Near InfraRed = NIR spektrum, 700-1000 nm) (Rao et al., 2007), protoze
v tomto spektru jsou nejméné akcentovany nevyhodné vlastnosti tkani zvirat, jako je
pohlcovani a rozptyl emitovanych fotond. Vyuziti fluoroforti v NIR spektru tedy zvysuje
prostupnost signalu tkdnémi. Také autofluorescence tkani je v NIR spektru nizsi. Toto je
zvlaste dulezité, protoze autofluorescence tkani mize zasadnim zplsobem negativné
ovlivnit pomér méfeného signdlu k pozadi. Nejvyssi autofluorescence tkani je
detekovatelna v zeleném spektru, tedy po excitaci modrym svétlem. V NIR spektru je
autofluorescence takika eliminovana a pomér signalu k pozadi je zvySen (Cheong et al.,
1990; Frangioni, 2003; Zelmer and Ward, 2013).

Principem fluorescencniho zobrazovani (Fluorescence Imaging, FLI) je excitace
fluoresce¢niho ligandu zpisobend absorpci elektromagnetické energie (excitatnim
zafenim urcité vlnové délky) a naslednd emise zateni o del§i vlnové délce. Energie
emitovaného svétla je niz$i nez energie svétla excitujiciho, dochazi tedy ke ztraté energie,
coz je oznacovano jako Stokelv posun. Kompletni princip popisuje tzv. Jablonského
diagram (Sanderson et al., 2014).

Fluorescen¢ni in vivo zobrazovani v poslednich letech proslo zna¢nym rozvojem
a je ve vyzkumu hojné vyuzivané zejména diky tomu, Ze je vysoce senzitivni a zaroven
zcela neinvazivni (pomineme-li nutnost anestézie laboratornich zvifat). I v porovnani
s bioluminiscen¢nim zobrazovanim je fluorescen¢ni zobrazovani dostate¢né¢ senzitivni a
specifické pro monitorovani ristu orthotopickych nadori z linie 4T1 (Xie et al., 2012).
Také dalsi studie s 4T1 linii, kterd testovala polysacharidovy, konkrétné celuldzovy,
multimodélni nanosystém (PET a fluorescenéni zobrazovani) ukazala, Ze je tato metoda
zobrazovani vhodna pro testovani vyvyjenych nosist 1é¢iv a jinych diagnostickych

molekul (Sarparanta et al., 2020; Xie et al., 2012).

2.4.3 Multimodalni zobrazovani

Multimodalni zobrazovani umoziuje dosahnout optimalniho rozliSeni, senzitivity
1 specificity, ¢ehoZz nelze docilit jedinou zobrazovaci technikou. V poslednich zhruba 30
letech, a zvlaté pak na pfelomu tisicileti, zatalo multimodalni zobrazovani ziskévat na
popularité diky obecnému rozvoji zobrazovacich technik, a zvlasté pak hybridnich
zobrazovacich pftistroju, jako naptiklad PET/CT ¢i PET/MRI. Idea multimodalniho
zobrazovani je zaloZzend na snaze ziskat, co nejlepsi obraz s co nejvy$$im mnozstvim
informace a prekonat omezeni jednotlivych zobrazovacich modalit, jak bylo jiz

naznaceno v uvodu této sekce. Obecné totiZ plati, ze vysoce citlivé metody trpi nizkym
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rozliSenim, zatimco metody s vysokym rozliSenim nemayji tak dobrou citlivost (Burke et
al., 2017; Louie, 2010).

Pro multimodalni zobrazovani se vyuzivaji napiiklad lipozomy s vnesenymi
kontrastnimi latkami do jejich jadra ¢i tzv. quantum doty, které byly diive primarné
urcené pro fluorescencni zobrazovani (Louie, 2010). Nanocastice jsou obzvlasté vhodné
pro multimodalni zobrazovani diky jejich rozmériim a z toho vyplivajici moznosti na né
navazat vice zobrazovacich modalit (Burke et al., 2017). Konkrétn¢ pak pro detekci 4T1
nadort, pfipadné i SLN, byly s dobrymi vysledky vyuzity napiiklad nanocastice
kombinujici fluorescencni zobrazovani v NIR spektru a PET (Tang et al., 2012) nebo
upkonverzni nanoc¢éstice kombinujici MR a luminiscen¢ni zobrazovéani (Cheng et al.,
2012). Také Gd**, které bylo pouzito v této disertaéni praci, se vyuZiva pro konstrukci
multimodalnich nanocéstic. Byly syntetizovany trimodélni nanocastice, kde kombinace
optického, MRI a rentgenového CT zobrazovani poskytuje navzijem se dopliujici
informace a zvySuje, jak citlivost, tak 1 rozliSeni pii detekci této nanocastice (Shapoval
et al., 2019).

Multimodalni zobrazovani je tedy v soucasné dob¢ velice atraktivni technologii
poskytujici nadé&ji pro lepsi diagnostiku a nasledné i1 preciznéjsi 1é€bu nadorii. V ramci
této technologie mohou byt plné vyuzity vlastnosti nanocéstic tak, aby vhodnou
kombinaci aktualné preklinicky vyuZivanych zobrazovacich modalit (PET, MRI, CT,
SPECT, ultrazvuk a fluorescen¢ni zobrazovani) byly posunuty hranice soucasné¢ho
biotechnologického vyzkumu a rozvinuta oblast personalizované mediciny (Lee et al.,

2012).
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3 Cile prace

Cilem této disertacni prace byla analyza potencionalniho vyuziti polysacharidi v
personalizované nanomedicin€ a komplexni charakteristika biologickych vlastnosti dvou
typt novych polysacharidickych nanomateriala pro jejich budouci vyuziti jakozto nosict
nadorovych 1é¢iv. Prvni z polysacharidovych nosi¢ii vyuzival glykogenovou kostru,

druhy byl zaloZen na vyuziti mananu.

a) Charakterizovat biologické vlastnosti polysacharidovych nosic¢ii na bazi glykogenu a

mananu in vitro

Prvnim cilem byla charakterizace polysacharidovych nosi¢li na bazi glykogenu in
vitro pfed jejich aplikaci do zvifecich modeli. Glykogenové konjugaty byly testovany
na bunééné linii pomoci fluorescenéniho zobrazovani, konfokalni mikroskopie,
pratokové cytometrie a testli cytotoxicity. Mananové konjugaty byly testovany in vitro

pomoci fluorescenc¢niho zobrazovani, spektroskopie, testll cytotoxicity a viability.

b) Urdit biologické a biofyzikalni vlastnosti polysacharidovych nosi¢i na bazi glykogenu

in vivo ve zvirecich modelech

Po in vitro charakterizaci bylo cilem aplikovat a otestovat polysacharidové nosice na
bazi glykogenu ve zvifeti bez nddoru a nasledné v nadorovém modelu, kde byla
biodistribuce a akumulace sledovana pomoci fluorescencniho zobrazovéni a zobrazovani
na magnetické rezonanci (Magnetic Resonance Imaging, MRI). Cilem bylo i ovéfeni

netoxického vlivu glykogenovych konjugétli na vnitini organy pomoci histologie.

¢) Popsat distribuci a akumulaci v SLNs u nového typu mananového polymerniho

konstruktu v myS$im syngennim modelu pomoci fluorescence in vivo a MRI

DalSim cilem byla charakterizace akumulace, distrubuce a eliminace mananovych
konjugétlh v mySim modelu s orthotopickym nddorem. Zdmérem také bylo urcit vliv
mananovych konjugatli nejen na nadory, ale i na ostatni organy. Zasadnim tkolem v
ramci tohoto cile bylo stanoveni urovné akumulace polysacharidovych nosicli na bazi

mananu v SLNs.

d) Stanovit vliv polymetyloxazolinu na vlastnosti polysacharidovych nanomateriali na

bazi glykogenu a mananu
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Poslednim cilem bylo stanoveni vlivu polymetyloxazolinu na vlastnosti obou typt
polysacharidickych nanomaterialti. Cilem bylo urceni vlivu polymetyoxazolinového

roubovani na akumulaci a eliminaci jednotlivych konjugatt.
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5 Materialy a metody

5.1 Chemické metody
5.1.1 Syntéza konjugati na bazi glykogenu

Syntéza konjugati na bazi glykogenu vychdzela zkomeréné dostupného
Gstiiéného glykogenu typu II (Sigma-Aldrich Ltd., Praha, Ceska republika). Tato
diserta¢ni prace je zaméiena na GG-GdDOTA-Dy615, GG-PMeOx-1-Ds, GG-PMeOx-
3-Ds, GG-FITC, GG-PMeOx-1-FITC, GG-GdDOTA-IR800CW (v této praci dale
v sekci 6.3 referovano zkracené jako GG), GG-GdDOTA-PMeOx-IR800OCW (v této
praci dale v sekci 6.3 referovano zkracené jako GOX).

Syntéza glykogenovych konjugatii zacala alylaci glykogenu. K derivatu
obsahujicimu alylové skupiny byl pfiddn cysteinamin. A nasledné¢ konjugovan
s kyselinou 1, 4, 7, 10-tetrazacyklododekan-1, 4, 7, 10-tetraoctovou (NHS ester DOTA).
Ziskany produkt jesté proel reakci s chloridem gadolinia (III), aby doslo k chelaci Gd**.
Po konjugaci s GADOTA byly pfidany 1 pfislusSné fluorescencni barvy (Dy615,
IR800CW).

Pokud glykogenové konjugity obsahovaly polymetyloxazolin (POX). Byl
derivat obsahujici alylové skupiny a cysteinamin rozpustén v DMSO a nasledné k nému
byly pfidany fetézce POX, ziskané pii kationické polymerazici. Posléze probéhla opét
konjugace s kyselinou 1, 4, 7, 10-tetrazacyklododekan-1, 4, 7, 10-tetraoctovou (NHS
ester DOTA) a reakce s chloridem gadolinia (III), pokud vysledné konjugaty mély mimo
POX obsahovat i GADOTA. Pokud ne, byly po pfidani POX ptidany uz jen fluorescen¢ni
barvy.

Podrobnéjsi popis syntézy jednotlivych glykogenovych konjugéth lze nalézt
v ¢lancich od (Filippov et al., 2012; Jiratova et al., 2018; Pospisilova et al., 2014).

5.1.2 Syntéza konjugati na bazi mananu

Syntéza konjugatli na bazi mananu vychazela z komeréné dostupného mananu
pochézejici ze S. cerevisae (Sigma-Aldrich Ltd., Praha, Ceskd republika). Byly
nasyntetizovany dvé varianty mananovych konjugati.

Prvni varianta bez polymethyloxazolinu zacala alylaci komerén€ ostupného
mananu tak, aby vzniknul derivat obsahujici alylové skupiny. Nasledné prob¢hla reakce

s cysteaminem, ktera do derivatu vnesla primarni aminové skupiny. Tento manan, ktery
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obsahoval primarni aminové skupiny, byl nasledné konjugovan s esterem N-
hydroxysuccinimidu (NHS) infracervené fluorescencni barvy (NHS ester IRSOOCW) a
také s kyselinou 1, 4, 7, 10-tetrazacyklododekan-1, 4, 7, 10-tetraoctovou (NHS ester
DOTA). Ziskany produkt jeste¢ proSel reakci s chloridem gadolinia (III), aby doslo
k chelaci Gd**. Vysledny produkt MN-DOTAGA-IR800 (zkracené MN) tedy umoziioval
fluorescenéni (diky IRSO0OCW) i MR (diky DOTA Gd**) zobrazovani.

Druhy mananovy konjugat byl syntetizovan tak, ze na zacatku byl manan rozpustén
v DMSO a vysledny manan sodium alkoxid reagoval s fetézci POX, ziskanymi pfi
kationické polymerazici. Protoze pro polymerizaci POX byl pouzit alyl bromid, vysledny
mananovy derivat jiz obsahoval alylové skupiny. Nasledné byl tedy tento derivat
obsahujici alylové skupiny modifikovan stejnym procesem jako vyse zminény MN-
DOTAGA-IR800CW. Finalnim produktem byl MN-PMeOx-DOTAGAd-IR800 (zkracené
MNOX).

Deatilnéjsi popisy syntézy mananovych konjugatl lze nalézt v publikovanych

¢lancich (Jiratova et al., 2020; Rabyk et al., 2018).

5.1.3 Shrnuti variant testovanych glykogenovych a mananovych konjugati

V disertacni praci praci byly testovany rGzné varianty glykogenovych a
mananovych konjugatl. Z glykogenovych konjugatti byly testovany nasledujici varianty:
GG-PMeOx-1-Ds (glykogen s navazanou fluorescen¢ni barvou Dansyl (Ds) a
modifikovany polymetyloxazolinem), GG-PMeOx-1-FITC (glykogen s navazanym
fluoresceinem isothiocyanatem (FITC) a s niz§Sim obsahem polymetyloxazolinu), GG-
PMeOx-3-FITC (glykogen s navazanym fluoresceinem isothiocyanatem (FITC) a s
vys§im obsahem polymetyloxazolinu), GG-GdDOTA-Dy615 (glykogen s navazanou
fluoresce¢ni barvou Dyomics 615 (Dy615) a kontrastem pro magnetickou rezonanci
(Gd3+), déle konjugéty oznacované jako GG (glykogen s navazanou fluorescenéni barvou
IR800CW a  kontrastem pro magnetickou rezonanci Gd3+ bez modifikace
polymetyloxazolinem) a GOX (glykogen s navdzanou fluorescen¢ni barvou IR§00CW,
kontrastem pro magnetickou rezonanci Gd3+ a modifikovany polymetyloxazolinem).

Z mananovych konjugati byly otestovany nasledujici varianty: MN (manan s
navazanou fluorescencni barvou IR800OCW a kontrastem pro magnetickou rezonanci
Gd3+ bez modifikace polymetyloxazolinem) a MNOX (manan s navazanou
fluorescencni barvou IR800CW, kontrastem pro magnetickou rezonanci Gd3+ a

modifikovany polymetyloxazolinem).
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Jako kontrola pro MRI méfeni se pouzivalo gadoteratu meglumine (GM, klinicky

vyuzivany pod nazvem Dotarem).

5.2 Biologické metody
5.2.1 Bunécné linie a jejich subkultivace

Pro in vitro experimenty s glykogenovymi konjugaty byla pouzita linie HepG2
(ATCC® HB-8065™, Praha, Ceska republika). Jedna se o lidskou hepatocelularni linii.
Bunécna linie byla péstovana v nizkych pasdzich za standartnich pominek (37 °C, 5%
COy). Jakozto kultivacni médium bylo pouzito MEM (Minimum Essential Medium) bez
fenolové ¢ervené (Gibco® by LifeTechnologies™, Paisley, UK), ktera by mohla vnaset
nechtény fluorescencni signal do experimentii. Médium bylo suplementovano fetdlnim
bovinnim sérem (FBS) (Gibco® by LifeTechnologies™, Waltham, MA, USA) na 10%
koncentraci. Jako dals$i suplementy kultivaéniho média byly pouzity neesencidlni
aminokyseliny, L-glutamine (200mM zasobni roztok) a penicilin/streptomycin (zasobni
roztok o koncentraci 10 000 jednotek penicilinu a 10 mg streptomicinu na 1 ml), v§e bylo
pfidano na finalni 5% koncentraci v médiu (vie Sigma-Aldrich Ltd., Praha, Ceska
republika).

Pro indukei nadorti a nésledné testovani glykogenovych konjugatli ve zvifecim
nadorovém modelu byla pouzita linie HUH7 (JCRB Cell Bank, Tokyo, Japonsko). Jedna
se o lidskou hepatoceluldrni linii schopnou tvofit podkoZni 1 orthotopické nadory u
imunodeficientnich zvifat. Bunécnd linie byla péstovana v nizkych pasazich za
standartnich pominek (37 °C, 5% COz). JakoZto kultiva¢ni médium bylo pouzito DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium) bez fenolové &ervend (Gibco® by
LifeTechnologies™, Paisley, UK). Do média bylo pfidino FBS (Gibco® by
LifeTechnologies™, Waltham, MA, USA) na 10% findlni koncentraci, L-glutamine
(200mM zésobni roztok, Sigma-Aldrich Ltd., Praha, Ceska republika) na findlni 5%
koncentraci a penicilin/streptomycin (zasobni roztok o koncentraci 10 000 jednotek
penicilinu a 10 mg streptomicinu na 1 ml, Sigma-Aldrich Ltd., Praha, Ceska republika)
na findlni 5% koncentraci.

Pro vSechny in vivo experimenty a vétSinu in vitro experimentii s mananovymi
konjugéty byla pouzita linie 4T1 (ATCC® CRL-2539™, Praha, Ceské republika). 4T1 je
linie mySiho naddoru mléénych 7laz, je tudiZz schopna vytvaret orthotopické i podkozni

nadory v imunokompetenich mySich kmene Balb/c. Bunécnéd linie byla péstovana
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v nizkych pasézich za standartnich pominek (37 °C, 5% CO2) v RPMI kultivaénim médiu
(Roswell Park Memorial Institue) (Gibco® by LifeTechnologies™, Waltham, MA,
USA). Médium bylo suplementovano FBS (Gibco® by LifeTechnologies™, Waltham,
MA, USA) na 10% finélni koncentraci, L-glutaminem (200mM zasobni roztok, Sigma-
Aldrich Ltd., Praha, Ceska republika) na finalni 5% koncentraci a
penicilinem/streptomycinem (zasobni roztok o koncentraci 10 000 jednotek penicilinu a
10 mg streptomicinu na 1 ml, Sigma-Aldrich Ltd., Praha, Ceska republika) na finalni 5%
koncentraci.

Pro test viability s mananovymi konjugaty byly pouzity linie RAW 264.7,
J774A.1 (Merck Ltd., Praha, Ceské republika), MCF7 (LGC Standard Sp.z.0.0., Polsko)
a linie 4T1, v tomto konkrétnim experimentu od dodavatele LGC Standard Sp.z.o.0.,
Polsko. Linie byly péstovany za standartnich pominek (37 °C, 5% CO2) ve vySe
popsaném suplementovaném RPMI kultivaénim médiu (Gibco® by LifeTechnologies™,

Waltham, MA, USA).

5.2.2 Konfokalni mikroskopie

HepG2 bunécénd linie byla inkubovana po dobu 4 hodin s glykogenovymi
konjugaty (GG-PMeOx-1-Ds, GG-GdDOTA-Dy615, GG-PMeOx-1-FITC). Finalni
koncentrace glykogenovych konjugati byla 0.3% v inkuba¢nim médiu. Nasledné byly
buiky nabarveny Hoechst 33342 a LysoTrackery™ (vSe Invitrogen™,
LifeTechnologies, Praha, Ceska republika), barveni probihalo dle doporudeni vyrobce.
Po nabarveni byly HepG2 zméfeny na konfokalnim mikroskopu Leica SP2 AOBS
(objektiv: HCX PL APO CS 63.0 x 1.20 W CORR). V piipadé, Ze byly bunky
inkubovany s pfidavkem glukdzy, byla findlni koncentrace glukozy (Sigma-Aldrich Ltd.,
Praha, Ceské republika) 22 mM v inkubaénim médiu a tato koncentrace byla pouZita i

po celou dobu barveni a preinkubace s glykogenovymi konjugaty.

5.2.3 Testy cytotoxicity a viability in vitro

Cytotoxicita glykogenovych konjugéti byla otestovana pomoci MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) testem dle standardniho
protkolu (Freshney, 2011). Otestovany na HepG2 buiikach byly GG-PMeOx-1-FITC,
GG-GdDOTA-Dy615 a cisty GG, ze kterého se konjugaty syntetizovaly, maximalni

testovana koncentrace byla 0.6% v médiu. Absorbance byla méfena na Multi-Mode
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readeru (Synergy™ 2, BioTek®Instruments Inc., Winooski, VT, USA). Testovani
probihalo v oktaplikatech.

Mananové konjugaty byly také otestovany pomoci MTT testu. Test byl proveden
na 4T1 buikéch v tetraplikdtech a nejvyssi pouzitd koncentrace byla pro MN i MNOX
4.5 mM Gd*" v pouzitych polymernich konjugatech. Reagencie i Multi-Mode reader
(Synergy™ 2, BioTek®Instruments Inc., Winooski, VT, USA) byly stejné jako pro
testovani glykogenovych konjugétt.

S mananovymi konjugaty byl proveden i test viability na RAW 264.7, J774A.1,
4T1 a MCF7 buitkach. RAW 264.7 a J774A.1 byly nasazeny do 96 jamkové desticky
s plochym dnem v poétu 8 x 10° bunék na 100 pl kultivaéniho média (v jedné jamce),
4T1 a MCF7 pak v poétu 5 x 10° bunék na 100 pl kultivaéniho média (v jedné jamce).
Po 24 hodinach inkubace za standartnich podminek (37°C, 5% CO3) byly k buiikdm na
72 hodin pfidany mananové konjugaty (MN nebo MNOX) v koncentracich v rozmézi
0.004 -0.5 mg/ml inkuba¢niho média. Po 72 hodinach inkubace s MN nebo MNOX byla
viabilita bunék méfena pomoci Alamar Blue (ThermoFisher Scientific. Praha, Ceské
republika). Jakozto kontrola (vynesena jako 100 % viability) byly vzdy pouzity bunky
ptislusné linie bez pfidaného mananového konjugatu. Test viability byl proveden

v triplikatech.

5.2.4 Inhibice internalizace in vitro

Buné&éna linie HepG2 (3 x 10° / ml) byla nasazena o 24 jamkové desticky
(Corning®, Sigma-ALdrich, Praha, Ceska republika) a inkubovana &tyii dny ve
standardnich podminkach (MEM médium, 37 °C, 4% COz). Nasledn¢ byla k vybranym
jamkam pfidana na pil hodiny 0.4M hypertonické sukr6za (n=3) nebo 4 mM methyl-f-
cyklodextrin (MBCD) (n=3). Po pil hodin¢ byl do vSech jamek pfidin GG-PMeOx-1-
FITC na ¢tyfi hodiny (n=9) mimo kontrolni jamky (HepG2 pouze v inkuba¢nim médiu).
Po c¢tyfech hodinéch, byly buiiky trypsinizovany a sesbirany pro méfeni na pratokovém
cytometru FC500 (Beckman Coulter, Irving, TX, USA). Pfed méfenim na prutokovém
cytometru byly buiiky po dobu 10 minut barveny pomoci 20 ul 77AAD (Molecular
Probes™, Life Technologies, Praha, Ceska republika) k odlieni mrtvych a Zivych

bunék.
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5.2.5 Zvireci modely a indukce nadoru

Veskeré experimenty se zvitaty byly schvaleny etickou komisi a byly provedeny
v souladu se smérnici Evropského parlamentu a Rady 2010/63/EU. VSechna zvifata byla
chovana v cyklu 12 hodin svétla a 12 hodin tmy a méla neustaly ptistup k vodé i potravé.

Pro testovani glykogenovych i mananovych konjugatli v nenadorovém modelu
byly pouzity samice my$iho kmene C57BL/6 (Anlab, Praha, Ceské republika).

Testovani glykogenovych konjugati v nddorovém modelu bylo provedeno se
samci imunodeficientnich potkanti kmene RNU (Velaz, Praha, Ceska republika).
Potkantim byly implantovany podkozni nadory. Nadory (HUH7 linie 5 x 10 bunék v 200
ul PBS na injekci) byly injikovany do pravé zadni koncetiny ze hibetni strany. V priibéhu
indukce nadoru byla zvitata anestetizovana isofluranem (5% pro uvedni do anestézie a
1% pro udrzovani anestézie).

Mananové konjugaty byly testovany v samicich mySiho kmene Balb/c (Velaz,
Praha, Ceska republika) s indukovanymi syngennimi orthotopickymi nadory. Nadory
byly indukovany injekci 4T1 bunééné linie (0.30 £ 0.05 x 10° bunék v 50 ul PBS na
injekci), injekce byly aplikovany do pravé abdomindlni prsni zlazy. V prubéhu indukce
nadoru byly mysi anestetizovany isofluranem (5% pro uvedni do anestézie a 2% pro

udrzovani anestézie).

5.2.6 MRI polymernich konjugatii a spektroskopie

Pro MRI polymernich konjugét byl pouzit 4.7 T tomograf (Bruker, BioSpin,
Ettlingen, Némecko) a radiofrekvencni civka s vnitinim primérem 7 cm. Pro vSechna
méteni byl jako kontrola pouZit klinicky pouZivany komer¢ni kontrast pro MR gadoterate
meglumine (GM, Dotarem). T vazené MR snimky polymernich konjugati na bazi
glykogenu byly ziskdny pomoci RARE (Rapid Acquisition with Refocused Echoes)
sekvence (opakovaci ¢as TR = 125 ms, ¢as echa 11.6 ms, prostorové rozliSeni 0.2 x 0.2
x 1.5 mm?, ¢as skenovani 6 minut 24 sekund). Jako reference slouzila zkumavka s vodou.
Oblasti zajmu (region of interest, ROI) o stejné velikosti byly zakresleny okolo kazdého
vzorku a byl spocitdn pomér kontrastu k Sumu (contrast to noise ratio, CNR) pro kazdy
vzorek ku vzorku referenénimu. Nasnimané MR snimky byly procesovany v programu

Image] (verze 1.46r, National Institute of Health, USA).
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5.2.7 Fluorescenéni zobrazovani in vivo

Pro vesker¢ in vivo a ex vivo fluorescencni méieni (fluorescence imaging, FLI)
byl pouzit piistroj IVIS® Lumina XR optical imager (PerkinElmer Inc., Waltham, MA,
USA) a zvifata byla métfena v isofluoranové anestézii (5% pro navozeni anestézie, 1-2%
v prubéhu méteni).

Pro sniméni zvirat, kterym byl aplikovano i.v. 100 pl roztoku GG-GdDOTA-
Dy615 (14.3 mg GG-GdDOTA-Dy615 v 1.2 ml 0.15 mol/L NaCl), byl pouzit excitacni
filtr 605 nm a emisni filtr Cy5.5 (695-770 nm). Expozi¢ni ¢as v tomto ptipadé byl 5
minut. Pokusna zvifata byla méfena v nékolika ¢asovych bodech, a to ihned po aplikaci
GG-GdDOTA-Dy615, dale po 2, 6 a 24 hodinach od aplikace. Po poslednim méteni byla
zvifata usmrcena preddvkovanim anestetiky a byla zméfena fluorescence vnitinich
organu (jater, sleziny, ledvin) pii pouziti stejného nastaveni méfticiho pfistroje jako pro
in vivo méfeni.

Tti tydny po indukci HUH7 naddori byly snimdni RNU potkani, a to pfed a po
aplikaci GG, GOX a GM ve dvou rtiznych koncentracich (0.02 nebo 0.04 mmol Gd**/kg).
Fluorescen¢ni méteni probihalo ihned po sniméani na MR, a to za pouziti 30s expozice,
apertury 4 (f/stop) a excitacniho filtru 745 nm, emisniho pak 810-875 nm. Snimani bylo
zaméteno na oblast nddoru a jater. Tyden po aplikaci glykogenovych konjugati byla ¢ast
(n=2) zvifat usmrcena a organim byla zmétena fluorescence pied jejich pfipravou
k histologické analyze.

C57/6J B6 mysi (n=3 na skupinu) byly monitorovany tfi tydny po injekci MN
nebo MNOX (o koncentraci 3.5 mg Gd**/ml a 0.64 mg/ml IR800) do Iytkového svalu
pravé zadni koncetiny. Konkrétni casové body FL méteni byly: pfed, ihned po aplikaci
MN/MNOX a dale 2 a 6 hodin po aplikaci a pak 1, 2, 3, 4, 7, 14 a 21 dni po aplikaci
mananovych konjugat. Expozi¢ni ¢as byl 60 s a excitacni a emisni filtr byl stejny jako
u méteni RNU potkantl po aplikaci GG, GOX a GM. Vzdy jedno zvife ze skupiny bylo
po 7, 14 a 21 dnech usmrceno a byla zmétena fluorescence vnitinich organt.

Parametry méfeni nddorovych Balb/c mysi po aplikaci MN a MNOX byly stejné
jako u méteni C56/6)J B6 mysi. Zvitata byla métend ptred, ihned po a dale 2, 4, 6, 24, 48,
72 a 168 h po aplikaci mananovych konjugati. Mananové konjugaty byly aplikovany pti
priméru nadortt minimélné¢ 2 mm a byly injikovany i.m. do zadni pravé koncetiny o
koncetraci Gd*>* 18 mM na 1 ml (0.05361 mg IRSOOCW na 1 ml v ptipadé MN a 0.04932
mg IR8OOCW na 1 ml v ptipadé MNOX). Vybrana zvifata ze skupiny (n=2 na skupinu a
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casovy bod) byla 1, 3 a 7 dni po aplikaci mananovych konjugati usmrcena
piredavkovanim anestetika a byla zméfena fluorescence vnitinich organii (jater, ledvin,
sleziny, lymfatickych uzlin a nddoru) pted jejich ptipravou k histologické analyze.
Vyhodnoceni signalu u vSech méfeni pro vSechny typy fluorescencnich
experimentl in a ex vivo probihalo pomoci zakresleni ROI, a to dle typu méteni bud’
okolo celého zvitete, nebo jednotlivé oblasti ¢i organu. Pro tyto ROI pak byla stanovena
a hodnocena priméma ucinnost zafeni ([photon/s/cm?]/[uW/cm?]). Vsechny

fluorescencni snimky byly automaticky prolozeny snimky fotografickymi.

5.2.8 MRI in vivo

U vSech in vivo méfeni pomoci MR byla pokusnd zvifata uspana inhala¢ni
anestézii. Jako inhala¢ni anestézie byl pouzivan isofluran, a to v 5% koncentraci pro
navozeni anestézie a 1% pro udrzovani anestézie béhem méfeni. Béhem méfeni byl
pokusnym zvifatim vzdy monitorovéan dech a tep. Pro veskera in vivo méfeni byl pouzit
47T MR tomograf (Bruker BioSpin, Ettligen, Nemécko) sru¢né vyrabénymi
specialnimi radiofrekvenénimi civkami ptizplisobenymi konkrétnim experimentiim.

V piipadé meéfeni RNU potkanti s indukovanymi podkoznimi nadory bylo méteni
zahdjeno tfi tydny po indukci nadort, kterd prob&hla pomoci s.c. injekce HUH7 bungk.
Byly potizeny Ti-vaZzené MR snimky nadort, jater a ledvin, a to pted a po aplikaci GG,
GOX a GM. Vsechny tfi latky byly podany ve dvou koncentracich (0.02 mmol Gd**/kg
a 0.04 mmol Gd*'/kg). Snimky byly potizené pted podianim latek, ihned po podani a
nasledné 10 minut po podéni, 2 hodiny po podani a 1, 2, 3 a 7 dni od podani GG, GOX
nebo GM. Parametry MRI pouZité v tomto konkrétnim experimentu byly nasledujici:
spin-echo sekvence pro zobrazeni nadorti byla TR = 125 ms, TE = 11.6 ms, prostorové
rozliseni bylo 0.25 x 0.25 x 1.50 mm?, pofizeno bylo 8 akvizic, ¢as skenovani 4 min 16
s; sekvence gradientového echa pro jatra a ledviny pak byla: TR = 72 ms, TE = 4.6 ms,
prostorové rozliSeni bylo 0.25 x 0.25 x 1.50 mm?®, pofizeno bylo 12 akvizic, ¢as
skenovani 3 min 41 s. Hodnoty CNR u néadord, jater a ledvin byly vztahovany ke svalu a
vypocteny v kazdém Casovém bod¢ z ruéné zadanych ROI. CNR mapy byly vypocteny
na zaklad¢ pixelového zpracovani MR snimk v nami definovaném Matlab skriptu
(Matlab, MathWorks, Natick, MA, USA).

Monitorovani zdravych C57/6J B6 mysi (n=3 pro kazdou skupinu) probihalo po
dobu tf tydni. Pokusnym mySim bylo do lytkového svalu pravé zadni koncetiny

aplikovano 100 pl MN ¢ MNOX (v obou piipadech o koncentraci 3.5 mg Gd**/ml a 0.64
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mg/ml IRBOOCW). MRI bylo provedeno ihned po i.m. podani konjugatt a nasledn¢ po 6
hal,?2, 3,4,7, 14 a 21 dnech od podani. Ti-vazené axialni a korondlni MR snimky
Iytkového svalu a lymfatickych uzlin byly pofizeny pomoci trubo spin echo sekvence
s nasledujicimi parametry: TR =339 ms, TE = 12 ms, TF = 2, prostorové rozliSeni bylo
0.16 x 0.16 x 0.70 mm?, pofizeno bylo 9 akvizic, ¢as skenovani 8 min 40 s. Hodnoty
CNR inguinélni (tfiselné¢) lymfatické uzliny byly spocitany z MR snimka, a to
v procentech rozdilu intenzit signalu z lymfatickych uzlin ve vztahu k okolnimu tuku
(normalizovéano na signal tuku).

V poslednim experimentu s Balb/c my$mi (Velaz, Praha, Ceska republika)
s orthotopickymi 4T1 nadory byly pofizeny Ti-vdzené axialni a korondlni MR snimky
svalu zadni koncetiny a lymfatické uzliny pomoci standartni 2D rychlé akvizice a RARE
multispin echo sekvence s nasledujicimi parametry: TR =339 ms, TE = 12 ms, TF = 2,
prostorové rozlideni bylo 0.16 x 0.16 x 0.70 mm?, ¢as skenovani 8 min 40 s. Data byla
analyzovana a hodnocena jako procenta poméru signalu k Sumu (signal to noise ratio,
SNR), kde signal predstavovala mira kontrastu z nddoru ¢i svalu zadni koncetiny.

Hodnoty SNR pted aplikaci mananovych konjugati byly brany jako 100 %.

5.2.9 Histologie

Vzorky (n=2 pro kazdou skupinu zvitat s nadory) nadort, jater, ledvin a sleziny
(pro zvirata s aplikovanymi GG konjugaty) nebo SLN (pro zvifata s aplikovanymi MN
konjugaty) byly odebrany sedm dni po aplikaci GG nebo MN konjugatt. VSechny vzorky
byly makroskopicky prozkoumany a nasledné fixovany pfes noc ve 4% roztoku
formaldehydu ve 4°C. Naslené byly vzorky zamontovany do parafinovych blockl a
z nich piipraveny 4um fezy. Rezy byly standardn& barveny hematoxylinem a eosinem
(HE) a posléze byla mikroskopicky analyzovana ptipadnd piitomnost patologickych

zmen.

5.2.10 Statisticka analyza

Software GraphPad InStat 3 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA) byl
pouzit pro statistickou analyzu MTT testu a in vivo vysledki s glykogenovymi konjugaty,
dale pak pro hodnoceni vysledki testovani mananovych konjugatl pomoci MRI in vivo
a fluorescence in vivo.

V piipadé MTT testu s glykogenovymi konjugity byl jako test zvolena
jednocestna ANOVA (analyza variance). In vivo vysledky s glykogenovymi konjugaty
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byly hodnoceny dvouvybérovym t-testem pokud Slo o hodnoceni rozdili mezi dvémi
skupinami. Pro analyzu rozdili mezi tfemi a vice skupinami byla pouzita jednocestna
ANOVA. Dvouvybérovy t-test byl zvolen i pro hodnoceni vysledk testovani
mananovych konjugati pomoci MRI in vivo a fluorescence in vivo. Veskeré testovani
melo miru signifikance nastavenu jako p<0.05 .

Analyza dat z MTT testu s mananovymi konjugaty byla provedena v programu R
3.6.2 (R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria) pomoci linedrné

smiSenych modelt (Ime4 package). Uroven signifikance byla opét nastavena jako p<0.05
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6 Vysledky

6.1 Biologicka charakterizace nového hybridniho kopolymeru na
bazi glykogenu

Jirdatova M, Pospisilova A, Rabyk M, Patizek M, Kovar J, Galisova A, Hruby M, Jirak
D. Drug Deliv Transl Res. 2018 Feb;8(1):73-82.

Podil na publikaci: design biologickych experimentli, experimentalni ¢ast (kultivace
bunék, konfokalni mikroskopie, fluorescencni méteni in vitro, MTT assay, inhibice
internalizace, pfiprava a provedeni in vivo experimentl), statistickd analyza vysledk,

pfiprava manuskriptu

Oba glykogen-graft-poly(2-methyl-20xazoliny) (GG-PMeOx-1-Ds a GG-
PMeOx-3-Ds) byly pfipraveny analogicky k diive popsané ptipravé termoresponsivnich
glycogen-graft-poly(2-isopropyl-2-oxazoline-co-2-butyl-2-oxazolinti) (Duncan et al.,
2008). Cysteinamine byl pfidan obdobné jako v dfive publikované proceduie pro
alylovany glykogen (Filippov et al., 2012). Glykogenové konjugaty obsahujci amino
skupinu byly nésledné¢ oznaceny fluorescencnimi barvami, coz vedlo ke vzniku
glykogenovych konjugatli s vysokym obsahem fluorescencnich sond, dostatenym pro
in vitro 1in vivo zobrazovani. Misto cytoplazmatické lokalizace a cytotoxické parametry
téchto hybridnich kopolymeri obsahujicich POX byly porovnany s biologickymi
vlastnostmi konjugati bez POX (GG-GdDOTA-Dy615) za tcelem urceni vlivu POX
konjugace na tyto vlastnosti.

Vysledky z konfokalni fluorescenéni mikroskopie pro GG-PMeOx-1-Ds ukazaly,
ze tento glykogenovy konjugat, respektive fluorescencni barva dansyl (Ds) se nenachézi
v jadrech HepG2 bunék a je volné distribuovéana v cytoplazmé, s tendenci tvofit klastry
(Obrazek 5a). Obdobné vysledky jako pro GG-PMeOx-1-Ds jsme pozorovali i pro GG-
GdDOTA-Dy615. Tento glykogenovy konjugat, respektive fluorescencni znacka
Dyomics 615 (Dy615), nebyl ptitomny v jddrech HepG2 bunék a byl volné distribuovan
v cytoplazmé, misty vykazavol vyss§i akumulaci v klastrech (Obrazek 5b). Absence GG-
GdDOTA-Dy615 v jadru bunék byla potvrzena i po proloZeni signalu z Dy615 a Hoechst
33342, tedy jadernou barvou. Pearsontiv koeficient po prolozeni obou signalu byl pod

hodnotou 0.2 .
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Déle byla provedena kolokalizacni studie pro urceni zplsobu metabolismu
externé podaného glykogenu s cilem zjistit, zda je degradovan v lysozomech nebo
pomoci enzymil standardné metabolizujicich intracelularni glykogen. VSechny hodnoty
Pearsonova koeficientu ziskané vypoctem z prolozenych signali z fluorofort ptislusnych
glykogenovych konjugatii a LysoTrackeru® byly nizké (GG-PMeOx-1-FITC: 0.1-0.18;
GG-GdDOTA-Dy615 bez ptidané D-glukozy v médiu: 0.3-0.45; a GG-GADOTA-Dy615
s pridanou D-gluk6zou do media: 0.42-0.46), ukazujici na velmi slabou kolokalizaci u
GG-PMeO-1-FITC a omezenou kolokalizaci pro GG-GdDOTA-Dy615 (Obrazek 5d-f).
Pridani D-glukézy do inkuba¢niho media HepG2 bunék meélo na kolokalizaci

glykogenovych konjugatl s lysozomy pouze zanedbatelny vliv.

38



Obrdazek 5 Snimky z konfokdlniho mikroskopu Leica SP2. Na obrdzku jsou HepG2 buriky, které
byly inkubovany s tremi ruznymi typy modifikovaného glykogenu (pro vSechny typy
modifikovaného glykogenu byla pouzita finalni 0,3% koncentrace v inkubacnim médiu). Levy
sloupec snimkii predstavuje prolezeni jednotlivych fluorescencnich signdlii z prostiedniho a
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pravého sloupce. Prostredni sloupec zobrazuje fluorescencni signal jednotuivych
modifikovanych typu glykogenu v HepG2 burikach. Pravy sloupec predstavuje fluorescencni
signal pro konkrétni fluorescencni sondy, dle typu snimki budto Hoechst 33342 nebo
LysoTracker® Green nebo LysoTracker® Deep Red. Radky: (a) GG-PMeOx-1-Ds samotny s
HepG2 bunkami, (b) GG-GdDOTA-Dy615 s Hoechst 33342, (c) GG-GdDOTA-Dy615 s
LysoTracker® Green, (d) GG-GADOTA-Dy615 s LysoTracker® Green a pridavkem glukozy do
média (finalni koncentrace 22 mM), (e) GG-PMeOx-1-FITC s LysoTracker® Deep Red, (f) GG-
PMeOx-1-FITC s LysoTracker® Deep Red a pridavkem glukozy do média (findlni koncentrace
22 mM).

Studie typu endocytdzy probihaly na priutokovém cytometru za pouziti dvou typti
inhibitorth endocytozy, které byly piidany do inkuba¢niho média pied a pii inkubaci
bun¢k s glykogenovymi konjugaty. Jakozto inhibitor clathrinem zprostfedkované
endocytozy byla pouzita hypertonicka sukréza, pro inhibici kaveolinem zprostfedkované
endocytozy byl zvolen methyl--cyklodextrin (MBCD). Vysledky ukazuji, Ze X-mean
(X-primér) fluorescence byl niz§i, a tedy i mnozstvi endocytovaného
glykogenového konjugatu bylo nizsi, pokud byly buniky preinkubovany s MBCD a
nasledné inkubovany s MBCD i po dobu inkubace s GG-PMeOx-1-FITC. Tyto
vysledky ukazuji na prednostni pouziti kaveolinem zprostredkované endocytozy

pro externé podany glykogen (Obrazek 6).
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Obrazek 6 Vysledky z pritokové cytometrie, stanoveni typu endocytozy pomoci dvou inhibitoril
pro jednotlivé typy endocytozy. HepG2 buiiky byly po dobu 4 hodin inkubovdny s GG-PMeOx-1-
FITC. Sloupce zndzornuji HepG2 buiiky inkobavané s (a) samotnym GG-PMeOx-1-FITC, (b)
GG-PMeOx-1-FITC a hyperonickou sacharozou, (c) GG-PMeOx-1-FITC a MBCD, (d) cistym
inkubacnim médiem.
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Pro stanoveni miry cytotoxicity glykogenovych konjugétti byl zvolen MTT test.
Tento test hodnotil, zda jsou glykogenové konjugaty ve vSech pouzitych koncentracich
netoxické. Hodnoty viability pro bunky inkubované s GG-PMeOx-1-FITC byly
srovnatelné s hodnotami viability pro kontrolni buniky (Obrazek 7A) a potvrilo se, ze GG-
PMeOx-1-FITC je netoxicky. Stejné zavéry lze vyvodit i pro GG-GdDOTA-Dy615
(Obrazek 7B). Ptestoze viabilita mirné rostla s niz§imi koncentracemi GG-GdDOTA-
Dy615, rozdily ve viabilité kontrolnich bunék a bun¢k inkubovanych s GG-GdDOTA-
Dy615 nebyly ani pro nejvyssi koncentrace GG-GdDOTA-Dy615 signifikantni.
Zivotnost bunék nebyla snizena ani po inkubaci s nativnim nemodifikovanym
glykogenem, ktery byl pouzit jako zéklad pro syntézu glykogenovych konjugati
(Obrazek 7C).
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Obrazek 7 Vysledky z MTT testu cytotoxicity pro (4) GG-PMeOx-1-FITC, (B) GG-GdDOTA-
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Dy615 a (C) cisty glykogen bez modifikaci. Vysledky jsou zobrazeny jako priumer £ SEM (n=38).

Sloupce predstavuji hodnoty absorbance pro HepG2 buriky inkubované s riiznymi koncentracemi
GG-PMeOx-1-FITC nebo GG-GdDOTA-Dy615 ci glykogenu bez modifikaci, a to konkrétné s



koncentracemi: (a) 0.6%, (b) 0.12%, (c) 0.024%, (d) 0.0048%, (e) 0.00096%, (f) 0.000192%, (g)
0.0000384%. Sloupce (h) a (i) predstavuji HepG2 bunky péstované pouze v inkubacni médiu
(pozitivni kontroly). Sloupec (j) zndazornuje hodnoty absorbance pro medium s pridavkem MTT,
ale bez HepG2 bunécné linie (negativni kontrola). Sloupec (k) znazornuje hodnoty absorbance
pro medium samotné bez MTT i bez HepG2 bunécné linie. Pro zhodnoceni vSech MTT testii byla
pouzita jednocestna ANOVA. Rozdily mezi sloupci (j) ¢i (k) a ostatnimi sloupci byly vZdy na p-
hodnote < 0.001 (neni vyznaceno v grafech).

Po in vitro testech byl GG-GdDOTA-Dy615, ktery méa navazanou fluorescen¢ni
znacku vhodnou pro in vivo zobrazovani, otestovan ve zvifecim nenadorovém modelu.
GG-GDDOTA-Dy615 byl i.v. injikovan a byla hodnocena biodistribuce, biodegradadce
a eliminace konjugatu pomoci optického (FL) zobrazovani. Primérnd ucinnost zafeni
vykazovala pocateni pokles po aplikaci (ROI, ze které hodnota byla stanovovana
zahrnovala celou plochu zvifete) (Obrazek 8A). Po 24 hodinach od aplikace konjugatu
byl signal stale detekovatelny a postupné mirn¢ rostl. Po usmrceni zvitat byl nasniméan
fluorescenéni signal z vnitfnich organti (Obrazek 9). Jatra a ledviny vykazovaly
fluorescenéni signal, naopak ze sleziny byl fluorescencni signdl pouze zanedbatelny.
Signal z experimentalnich mysi, kterym byl poddn GG-GdDOTA-Dy615, byl fadove
vys$$i nez z mysi kontrolnich, kterym GG-GdDOTA-Dy615 aplikovan nebyl (Obrazek
9B). Vysledky tedy ukazuji, Ze se jedna prokazatelné o signal glykogenového konjugatu

a nikoli pouze o signal z autofluorescence.
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Obrazek 8 Vyhodnoceni fluorescencniho in vivo signdlu. (A) Fluorescencni signal z C57BL/6
mysi (n=6) po i.v. aplikaci GG-GdDOTA-Dy615 ve srovnani s negativnimi kontrolami (mysi bez
aplikace GG-GdDOTA-Dy615, n=3). (B) Reprezentativni obrazky zmeny fluorescencniho
signalu v ¢ase po i.v. aplikaci GG-GdDOTA-Dy615 u C57BL/6 mysi. Rozsah hodnot fluorescence
(vpravo od snimkii) je v uvedeny v hodnotdach radiance (p/s/cm?*/sr) je pro vSechny snimky stejny
— minimum je 1.96 x 10° a maximum je 2.14 x 10’. Experiment] mice (GG-Dy615)=mys s
aplikovanym GG-GdDOTA-Dy615; negative controls=mys bez aplikovaného GG-GdDOTA-
Dy615; Time (Hours)=Cas (hodiny)
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Obrazek 9 Vyhodnoceni fluorescencniho ex vivo signalu. (A) Priimérnad hodnota zareni z organii
(ledvin, jater a sleziny) z C57BL/6 mysi (n=6) 24 hodin po i.v. aplikaci GG-GdDOTA-Dy615 ve
srovnani s negativnimi kontrolami (C57BL/6 mysi bez aplikace GG-GdDOTA-Dy615, n=3). (B)
Reprezentativni snimky fluorescencniho signalu organii (K=ledviny, L=jatra, S=slezina) z
C57BL/6 mysi 24 hodin po i.v. aplikaci GG-GdDOTA-Dy615 ve srovnani s negativni kontrolou
- C57BL/6 mysi bez aplikace GG-GdDOTA-Dy615. Rozsah hodnot fluorescence (vpravo od
snimkii) je v uvedeny v hodnotach radiance (p/s/cm2/sr) je pro oba snimky stejny — minimum je
3.16 x 10° a maximum je 1.33 x 10’. Experimentl mice (GG-GdDOTA-Dy615)=mys s
aplikovanym GG-GdDOTA-615; negative controls=mys bez aplikovaného GG-GdDOTA-
Dy615;kidneys=ledviny, liver=jatra; spleen=slezina.

Souhrné Ize tedy konstatovat, Ze hybridni kopolymery na bazi glykogenu se do
bunék dostavaji predevsim kaveolinem zprostfedkovanou endocytézou a nasledné jsou
volné distribuovany v cytoplazmé, do lysozému se dostdvaji pouze v omezené mife.
Celkovy in vivo FL signal kopolymeru na bazi glykogenu po poc¢ate¢nim poklesu mirné
rostl, a to 1 po 24 hodinach od aplikace, ex vivo méfeni fluorescence neprokazalo

akumulaci kopolymeru ve sleziné.

Pozndmka autora: Veskeré obrazky v kapitole 6.1 pochazi z clanku Jiratova M, PospisSilova A, Rabyk M, Parizek M,
Kovar J, Galisova A, Hruby M, Jirak D. Biological characterization of a novel hybrid copolymer carrier system based
on glycogen. Drug Deliv Transl Res. 2018 Feb;8(1):73-82. doi: 10.1007/s13346-017-0436-x. PMID: 29134553.
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6.2 Konjugaty na bazi mananu jakoZto platforma pro multimodalni
zobrazovani lymfatickych uzlin

Rabyk M, Galisova A, Jiratova M, Patsula V, Srbova L, Loukotova L, Parnica J, Jirak
D, Stepanek P, Hruby M. J Mater Chem B. 2018 May 7;6(17):2584-2596.

Podil na publikaci: provedeni experimentalni in vivo casti (MRI a fluorescencni

zobrazovani), pfiprava biologické ¢asti manuskriptu

Po chemickych analyzach mananovych konjugatl, které nejsou soucasti této
diserta¢ni prace, byla hodnocena 1 jejich biokompatibilita. Bylo provedeno hodnoceni
viability ctyf riznych bunéénych linii po inkubaci s mananovymi konjugaty. Hodnoty
viability bun¢k se po inkubaci s mananovymi konjugaty pohybovaly mezi 85 az 110 %
(Obrazek 10), ptficemz viabilita kontrolnich bun€k bez inkubace s mananovymi konjugaty
byla urcéena jako 100 %. Nebyly pozorovany zadné zmény viability v zavislosti na

pouzité koncentraci MN a MNOX.
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Obrdazek 10 Procenta viabilnich makrofagii (RAW 264.7 J774A.1), bunék mysiho mamdrniho
karcinomu (4T1) a bunék lidského karcinomu prsu (MCF7) po inkubaci s riznymi
koncentracemi (A) MNOX a (B) MN. Koncentrace se pohybovaly v rozmezi 0.004 — 0.5 mg/ml a
inkubace trvala 72 h pri standartnich podminkach (37°C, 5% CQO;). Jako 100 % viability byla
viabilita bunék bez inkubace s mananovymi konjugaty. Viability (%6)=Zivotnost bunék v %,
Concentration (mg/mL)=koncentrace MN/MNOX v mg/ml.

Pro potvrzeni vhodnych vlastnosti mananovych konjugati pro zobrazovani
pomoci MR byly nejdfive in vitro zméteny fantomy s konjugaty. Jak MN, tak i MNOX
vykazovaly vys$iri a2 relaxivity neZ komeréné dostupny GM pfi stejnych koncentracich
Gd** (Obrazek 11A, B). MN a MNOX se od sebe v téchto parametrech nelisily a mély

srovnatelné hodnoty 1 a 2 relaxivity.
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Obrazek 11 Charakterizace mananovych konjugatii pomoci 'H (A) ria (B) r:relaxivit, mérenych
pri 25 °C a 0.5 T. MN IR _DOTA-Gd je synonymum pro MN, MN POX IR DOTA Gd je
synonymem pro MNOX. Concentration (mM)=koncentrace (mM).

Fantomy mananovych konjugati se hodnotily 1 pomoci parametru CNR.
Obdobné¢ jako u ry a r relaxivit mély oba mananové polymery vys$si CNR nez kontrolni
GM pii stejné koncentraci Gd*>*. Nejvyssich hodnot CNR dosahoval MN, MNOX mél
CNR hodnoty pii stejné Gd** koncentraci nizsi (Obrazek 12A). Pro viechny tfi testované
kontrastni proby (MN, MNOX, GM) byly pofizeny i reprezentativni MR snimky
(Obrazek 12C).

Mananové konjugaty také vykazovaly silny FL signal, pokud byly méfeny jako
in vitro fantomy nafedéné na rtzné, postupné se snizujici, koncentrace IR800CW.
Hodnoty FL signalu in vitro, kde nema velkou roli modifikace pomoci POX, byly pro
oba mananové konjugaty srovnatelné. GM, ktery na sobé nema navézanou fluorescenéni
molekulu, mél, dle o¢ekavani, hodnoty FL signalu na Grovni pozadi ¢i Sumu (Obrazek

12B, D).
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Obrazek 12 Signaly MNOX (MN_POX IR DOTA-Gd), MN (MN IR DOTA-Gd) a GM z
magnetické rezonance (MR) a fluorescencencniho mereni (FLI). (A) Hodnoty poméru signalu k
Sumu (CNR) byly vypocitany z MR snimkii pro rizné koncentrace kontastnich prob. (B)
Fluorescencni signdl pro rizné koncentrace kontrastnich prob byl vynesen jako primerné
zareni. (C) Reprezentativni MR snimky jednotlivych kontrastnich prob o riiznych koncentracich
Gd3". (D) Reprezentativni snimky z fluorescencniho zobrazovani kontrastnich prob, cisla pod
snimkem predstavuji koncentraci fluorescencni barvy (IRSO0CW — pritomen pouze v MN a
MNOX) v ug/ml. Concentration of Gd** (mM)=koncentrace Gd’* vmM; Average
Radiance=priimérna radiance; Fluorescent dye concentration (ug/ml)=koncentrace
Sfluorescencni znacky v ug/ml.

Po zakladnich testech in vitro jsme provedli experiment na zdravych
imunokompetentnich mySich. Experimentalnim zvitatim byl intramuskularné aplikovan
bud’ MN (100 pl o koncentraci 3.5 mg Gd** na 1 ml neboli 0.64 mg IRSOOCW na 1 ml)
nebo MNOX (100 pl o koncentraci 3.5 mg Gd** na 1 ml neboli 0.64 mg IRSOOCW na 1
ml). Nésledné byla zvifata po dobu 21 dni sledovana na MRI a FLI. Zobrazovaci metody
byly pouZity ke sledovani eliminace a distribuce mananovych konjugétii v organismu a
také k urCeni Casu, kdy je dosazena nejvyssi koncentrace v misté aplikace.

FL signal in vivo z mista aplikace nejprve béhem prvnich 24 hodin od aplikace
stoupal, nasledné zacal klesat a klesal az do konce experimentu. FL signal MNOX
konjugéatu z mista vpichu pak u vétSiny méteni béhem prvnich 48 hodin od aplikace

pievySoval FL signal MN konjugatu (Obrazek 13B).
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Obrazek 13 (A)Reprezentativni T1 vazeny snimek z magnetické rezonance mysi, které byl do
svalu pravé dolni koncetiny injikovan MN, Sipka oznacuje misto vpichu. (B) Casovy priibéh
fluorescencniho in vivo signalu z mista vpichu pro skupinu injikovanou MN (MN IR _DOTA-Gd)
a MNOX (MN POX IR DOTA-Gd). FLI efficiency=fluorescencni eficience; Day after
injection=dny po injekcni aplikaci.

FL signal nebyl analyzovan pouze z oblasti aplikace mananovyh konjugéati, ale
zam¢étili jsme se 1 na analyzu miry signalu v oblasti jater. Béhem prvnich 24 hodin jsme
pozorovali stejny ¢i vyssi FL signal z oblasti jater u MNOX skupiny ve srovnani s MN
skupinou. Nicméné¢ po 24 hodinéach od aplikace se trend zménil, MN skupina vykazovala
vyss$i FL signal z oblasti jater. Tento trend zustal stejny az do ukonceni experimentu
(Obrazek 14A, C).

Dalsi oblasti, ze kter¢ byl hodnocen FL signdl, byla oblast inguinalnich
lymfatickych uzlin. FL signél z inguinalnich uzlin byl vy$si u MN skupiny, a to jiZ béhem
prvniho dne a zGstal vyssi az do ¢trnéctého dne po aplikaci MN ¢i MNOX (Obrazek 14B,
D).
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Obrdzek 14 Casovy pribéh hodnot fluorececniho signalu po aplikaci mananovych konjugati
pochazejici z (4) jater a (B) lymfatickych uzlin. Reprezentativni fluorescencni snimky mysi po
injekci MN (MN _IR_DOTA-Gd) a MNOX (MN_POX IR DOTA-Gd), Sipky oznacuji (C) jatra a
(D) Iymfaticke uzliny. Average Radiance=prumérna radiance; Day after injection=dny po
injekcni aplikaci.

Zobrazovani pomoci MRI potvrdilo pfitomnost mananovych konjugati
v lymfatickych uzlinach (Obrazek 15B). Jiz béhem prvniho dne od aplikace konjugatt
byl MR signdl, a z n&j vypocitané CNR, vyssi v piipadé MN skupiny, coZ je ve shodé
s vysledky ziskanymi pomoci FLI (Obrazek 15A). MR signal byl také stabilné pfitomen
b&hem celého experimentu a byl zcela jednoznaéné odlisitelny od signélu ze svalu ¢i

uzliny na strané opacné k mistu vpichu (Obrazek 13A, Obrazek 15B).
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Obrizek 15 (4) Casovy pribéh MR signdlu z lymfatickych uzlin méreného po aplikaci MN
(MN _IR_DOTA-Gd) a MNOX (MN_POX IR DOTA-Gd). (B) Reprezentativni T; vazené MR
snimky zobrazuji lymfatickou uzliny v riiznych casech od aplikace MN (MN_IR_DOTA-Gd) —

horni fada; a MNOX (MN_POX IR _DOTA-Gd) — spodni Fada snimkii. Day after injection=dny
po injekcni aplikaci.

Ve dnech 7, 14 a 21 od aplikace mananovych konjugati byla hodnocena i
fluorescence vnitinich organt. Organy (jatra, slezina a ledviny) u MNOX skupiny mély
niz8i FL signal ve v§ech mé&fenych ¢asovych bodech (Obrazek 16A-I). Lymfatické uzliny
pak mély ve vSech Casovych bodech u obou skupin (MN a MNOX) FL signal srovnatelny
(Obrazek 16], K, L). FL signal z lymfatickych uzlin byl obdobny v den 7, 14 121. Naproti
tomu FL signal z jater, slezin a ledvin vykazoval klesajici tendenci v pribéhu ¢asu.

Testovani konjugatli na bazi mananu tedy ukazalo jejich netoxi¢nost a lepsi
vlastnosti pro zobrazovanive srovnani s GM. In vivo méfeni, jak MRI, tak FLI, prokazalo
stabilni signal z inguindlni lymfatické uzliny, ktery nevykazoval klesajici tendenci, na

rozdil od signalu z vnitinich orgédni, ani u méfeni ex vivo ve dnech 7, 14 a 21.
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Obrazek 16 V grafech je vynesena priimeérna ucinnost fluorescencniho zdreni ex vivo ve (A)
slezine, (D) jatrech, (G) ledvinach a (J) lymfatickych uzlinach po aplikace mananovych
konjugatii. Reprezentativni snimky FL ex vivo signdlu po 7, 14 a 21 dnech od aplikace (B, E, H,
K) MN nebo (C, F, I, L) MNOX. Na snimcich jsou zachyceny (B, C) sleziny, (E, F) jatra, (H, I)
ledviny a (K, L) Ilymfatické uzliny. Average Radiance=primérnd radiance; Day after
injection=dny po injekcni aplikaci. MN=MN IR _DOTA-Gd; MNOX=MN POX IR DOTA-Gd

Pozndmka autora: Veskeré obrazky v kapitole 6.2 pochazi z ¢lanku Rabyk M, Galisova A, Jiratova M, Patsula V,
Srbova L, Loukotova L, Parnica J, Jirak D, Stepanek P, Hruby M. Manan-based conjugates as a multimodal imaging
platform for lymph nodes. J Mater Chem B. 2018 May 7;6(17):2584-2596. doi: 10.1039/c7tb02888a. Epub 2018 Jan

9. PMID: 32254477.
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6.3 Glykogen jakoZzto vyhodny polymerni nosi¢ v nadorové
theranostice: primy in vivo dikaz

Galisova A, Jiratova M, Rabyk M, Sticova E, Hajek M, Hruby M, Jirak D. Sci Rep.
2020 Jun 26;10(1):10411.

Podil na publikaci: experimentalni ¢ast (kultivace bunék a indukce nadorti ve zvifecim
modelu, fluorescencni zobrazovani in vivo a ex vivo), analyza vysledkt z fluorecencniho

zobrazovani, podil na pfipravé manuskriptu

Byly nasyntetizovany dv¢ varianty konjugati na bazi glykogenu s fluorescenéni
znackou IR800CW, a to konjugat modifikovany pomoci POX (dale oznacovany jako
GOX) a konjugat bez této modifikace (dale oznacovany jako GG). Komer¢éné dostupna
kontrastni latka pro MR gadoterate meglumine (GM = Dotarem), pak slouZila jakozto
kontrola v provedenych experimentech. MR charakteristiky konjugétti byly otestovany
pomoci MRI (4.7 T) a relaxometrie (0.5 T), hodnoty Ti-vazeného MR signalu a ptislusné
CNR hodnoty byly linearné zavislé na koncentraci Gd** v konjugatech (Obrazek 17a, c),
nejvyssi signal byl naméfen pro GG. Relaxivita GG konjugatu (10.3 +0.12 mM's™!) byla
vy$§i neZ relaxivita kontrolniho GM (4.2 £ 0.07 mMs!) i nez relaxivita POX
modifikovaného glykogenového konjugatu GOX (3.0 + 0.16 mM!s™) (Obrazek 17e, f).
Relaxivita zmé&fena pro nativni glykogen bez modifiaci byla 0.1 +0.03 mM's! (Obrazek
17e, f). Vyssi CNR hodnoty pro GG a GOX ve srovnani s GM odrazi vyssi r; relaxivitu
glykogenovych konjugatii. Emise fluorescen¢niho signalu jednotlivych prob byla méfena
po excitaci vinovou délkou 745 nm. Zatimco glykogenové konjugaty s navazanou
fluorescenéni znackou (IR8O0OCW) emitovaly silny fluorescesni signél, ktery byl linearné
zavisly na jejich koncentraci v roztoku, kontrolni préba (GM) nevykazovala zadny
fluorescen¢ni signdl po excitaci (Obrazek 17b, d). Fluorescen¢ni signal GG 1 GOX byl

srovnatelny.
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Obrazek 17 Charakterizace glykogenovych konjugatii: (a) MR a (b) fluorescencni snimky
glykogenovych konjugatii v péti riiznych redénich dle koncentrace Gd*, (c) graf prislusnych
hodnot CNR (pomeér kontrastu k Sumu, contrast-to-noise ratio) a (d) hodnot priimérné ucinnosti
Sfluorescencniho zareni. (e) graf zavislosti MR relaxacni rychlosti r; v zavislosti na koncentraci
Gd’>" v roztoku s naredénym glykogenovym konjugdtem a (f) prislusné r; relaxivity mérené na 0.5
T. Radiance Efficiency=mira radiance; Relaxation rate=rychlost relaxace; r; relaxivity=r,
relaxivita, Glycogen=glykogen.

Po i.v. aplikaci konjugatd jsme analyzovali biodistribuci a akumulaci GG, GOX
a GM za pouziti MRI a in vivo fluorescenéniho zobrazovani (Obrazek 18). MR
experimenty a nasledné¢ vypoctené hodnoty CNR ztéchto méfeni, ukédzaly, Ze se
glykogenové konjugaty (GG a GOX) akumuluji v tumorech ve vy$$i mife neZ kontrolni
GM (Obrazek 18b). Nejvyssi hodnoty CNR po celou dobu experimentu vykazovala
skupina s injikovanym GG (Obrazek 18b, ¢). CNR pro GOX skupinu bylo niz§i nez pro
GG skupinu, ale dosahovalo vyS$Sich hodnot, nezZ byly hodnoty kontrolni GM skupiny
(Obrazek 18c). Nejvyssi akumulace prob byla zaznamenéana druhy den po jejich aplikaci
(Obréazek 18b, ¢). Hodnoty CNR pro GG o koncentraci 0.02 mmol/kg, a tedy 1 akumulace

konjugatu, jesté stoupaly 1 mezi druhym a tfetim dnem od aplikace. Nicméné tento narist
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byl v mezich SD a nebyl statisticky signifikantni. Vysledky ukazaly, ze hodnoty CNR
s vy$§i pouzitou koncentraci konjugatii dosahovaly vysSich hodnot (Obrazek 18b).
Protoze kontrolni skupina GM m¢la nizs§i hodnoty signdlu z nddoru po celou dobu
experimentu, mizeme usuzovat na Uspé$né cileni GG a GOX do nadorové tkané.
Analyza pomoci CNR mapy ukazala, ze MR signal byl zvySeny pfedevSim ve stfedu
nadoru (Obrazek 18a). Pro potvrzeni, ze MR signadl byl zvySeny diky akumulaci
glykogenovych konjugatt, a ne kvili tukové tkani, ktera ma také pozitivni signdl na T;-
vazenych MR snimcich, jsme provedli histologickou analyzu nddord. Histologicka
analyza vyloucila pfitomnost fibrozy a steatézy v nadorech. Byla nalezena pouze nekroza
v centrech nékterych nadora.

Akumulace GG a GOX v nadorové tkani byla také potvrzena pomoci in vivo
fluorescencniho zobrazovani (Obrazek 18e). Fluorescencni signal GG i GOX po prvnim
dnu ode dne aplikace rychle klesal (Obrazek 18d), proto neni v tomto piipadé
fluorescenéni zobrazovani vhodné pro analyzu dlouhodobych zmén akumulace
glykogenovych konjugatii. Nicemén¢ hodnoty fluorescencniho signéalu pro skupiny GG
a GOX (o koncentraci 0.04 mmol/Gd*'/kg) zlstavaly nad hodnotami pred aplikaci

konjugatt i tfeti den od jejich podani.
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Obrazek 18 Akumulace konjugatii na bazi glykogenu v tumoru: (a) T1-vdzené snimky potkanii,
kterym bylo injikovany glykogenové konjugaty; viozené CNR mapy pro prislusné snimky ukazuji
akumulace glykogenovych konjugatii ve vnitini casti tumoru,; (b) kvantifikace MR signalu z
tumoru pred a po injekci glykogenovych konjugatii; (c) CNR hodnoty v tumoru 2 dny po injekci
glykogenovych konjugatii/GM; (d) graf zobrazujiéci fluorescencni signal pochdzejici z mista
nadoru v riznych casovych bodech po aplikaci, (e) reprezentativni snimek potkana injikovaného
GG, tumorova oblast je vyznacena prerusovanou bilou carou (kruh). Before=pred; Day=den;
Average Radiance Efficiency=primérnda ucinnost zareni; Radiance efficiency=hodnota
(ucinnost) zareni.

Testované konjugaty se akumulovaly také v jatrech. Vyssi hodnoty MRI i1 FL
signalu byly pozorovany z jater u skupin injikovanych GG. GOX skupiny vykazovaly
niz§i hodnoty po celou dobu experimentu (p < 0.05, parovy t-test) (Obrazek 19). Nejvyssi
akumulace byla dosaZzena dvé hodiny po i.v. aplikaci, pfiCemz GG mél akumulaci na
signifikantn¢ vyss$ich hodnotdch nez GOX (p = 0.0001) (Obrazek 19f). Hodnoty MR
signalu klesly na piedaplikacni iroven sedmy den po injekci konjugatti, nicméné GG
skupiny stale vykazovaly mirn€¢ zvySeny signal z oblasti jater (Obrazek 19d). Obé

komplementarni zobrazovaci metody (MRI a FLI) ukézaly obdobny trend v pribéhu a
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zménach signalu z jater (Obrazek 19e, f). Akumulace signalu v jatrech z komercné

dostupného GM byla pozorovana pouze béhem prvniho dne po aplikaci.
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Obrazek 19 Akumulace glykogenovych konjugatii v jatrech: reprezentativni (a) fluorescencni a
(b) MR snimky signalu z jater potkamii, kterym byly aplikovany glykogenové konjugaty, (a,b)
viozené snimky zobrazuji detailni ex vivo fluorescence jater; (c) kvantifikace fluorescencniho
signalu a (d) MR hodnoty CNR z jater potkanii v riiznych casovych bodech po poddni
glykogenovych konjugatii/gadoterate megluminu; fluorescencni a MR signdl (e) 2 hodiny a (f) 7
dni po injekci kontrastnich latek ukazuje na rozdily ve vysi signdlu mezi jednotlivymi typy
kontrastnich  prob v nejwssich  koncentracich  (0.04  mmol  Gd3+/kg).
Fluorescence=fluorescence; Average Radiance Efficiency=prumérnd ucinnost zdareni; 2
hours=dvé hodiny; Day=den.

Kvtli atenuaci fluorescencniho signalu v hloubé€ji ulozenych orgéanech, byla
analyza akumulace prob v ledvinach provedena pouze pomoci MRI. Signdl z GM
skupiny a GOX skupiny klesl k ptivodnim (nativnim) hodnotam jiz po dvou hodinach od
aplikace prob. Signal u GG skupiny byl signifikantné vyssi nez u GOX a GM skupiny a

byl nad piedaplika¢nimi hodnotami po celou dobu experimentu, a to i u skupiny s nizsi
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GG koncentraci (Obrazek 20b). Pro skupinu GM byl signél z ledvin pozorovan pouze
ihned po aplikaci.
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Obrazek 20 Akumulace glykogenovych konjugatii v ledvindch: (a) reprezentativni MR snimek
ledvin (oznaceny Sipkami) po aplikaci GG, (b) CNR hodnoty v case po aplikaci kontrastnich
prob; (c, d) kvantifikace CNR hodnot pochazejici z prob aplikovanych o nejvyssi koncentraci
(0.04 mmol Gd3+/kg) ve dvou casovych bodech — (c) po 10 minutach a (d) 7 dnech od aplikace.
Before=pred; Day=den.

Jak jiz bylo zminéno, fluorescen¢ni signal je limitovany zeslabovanim, a to
pfedevsim pii prichodu z hloubé&ji uloZzenych organti a tkani. Proto byla pro presnéjsi
uréeni miry FL signalu z hloubé&ji uloZenych organt (jater, ledvin, sleziny a nadoru), a
potvrzeni vysledkt z in vivo, provedena analyza fluorescen¢niho signalu ex vivo ve dvou
casovych bodech (den 2 a 7 po aplikaci prob).

V souladu s nasimi MRI in vivo daty, ex vivo FLI analyza ukézala, Ze GG se
kontinualné akumuluje v nadoru, s nejvyssi mirou akumulace sedmy den od aplikace
konjugatu (Obrazek 21a). Akumulace GOX v nadoru byla v den dva nizs§i neZ u GG
skupin, coz je také v souladu s daty ziskanymi zin vivo méfeni. Akumulace GOX
v nddoru, na rozdil od GG, dosahovala v den dva i vden sedm obdobnych hodnot.

Fluorescenc¢ni signal nadord u skupin GM a GOX byl v mezich signalu pozadi.
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Mimo nejnizsi koncentraci GG, byla akumulace konjugatt v jatrech vyssi v den
dva ve srovnani se dnem sedm (Obrazek 21b). Tyto vysledky jsou opét v souladu s in
vivo vysledky.

Podobné jako u signalu z MR i FL ex vivo méteni prokazalo, ve srovnani s GOX,
vyssi akumulaci GG v ledvinach v sedmy den po aplikaci konjugatu. Signal v ledvinach
u GG skupin byl vyssi v den sedm, u GOX skupin vykazoval vyssi hodnoty v den dva
(Obrazek 21c¢). Rozdil mezi MRI a FL signalem z ledvin v den dva mlze byt vysvétlen
nizsi 11 relaxivitou GOX konjugétu a tim padem i niz§im T, signalem na Ti-vazenych
MR snimcich. Nicméné i tak jsou FL ex vivo signaly ziskané¢ v den dva podobné a
nevykazuji signifikantni rozdil.

Zpocatku (v den dva) byla zaznamenana akumulace GG ve sleziné, GM a GOX
se ve slezin¢ neakumulovaly (Obrazek 21d). Pretrvavajici nizky fluorescencni signal ve
slezin€ byl u GG skupin zaznamenan i v den sedm (Obrazek 21d).

Obecné miiZeme fici, Ze se GG konjugaty s del§im casovym usekem od aplikace
vice akumulovaly v nadorech a ledvinadch. Naopak ve slezin¢ signal klesal s delSim
casem od aplikace konjugatu. Obdobné i signal z jater klesal v ¢ase u GOX skupin a GG

skupiny s vyssi koncentraci.

Liver
1.5x1071 [ Day?2

Bl Day7

Tumour
1x10°%4 [ Day2

7
8x10°4 B Day

1.0%1074
6x10%4
4x10%
5.0x105

2x10°4

Average Radiance Efficiency
[plslicm?2isr] | [WWicm?]
[plsicm?2isr] | [pWicm?]

o~ Average Radiance Efficiency

[
2,
@
2,
QO
2

6x105

[pisicm?sr] | [uWicm?]

Average Radiance Efficiency
[pisicm?isr] | [uWicm?]
P
<
2
Average Radiance Efficiency

D-
T I i R R I R C
() () o () () ) ) () () ) () ()
& & & &
& & & &
¢ s S
S f &£ g & &

(2]
25
%
@
G,
2
@

Q.

2

Obrazek 21 Kvantifikace ex vivo fluorescencniho signalu v (a) ndadoru (Tumour), (b) jatrech
(Liver), (c) ledvinach (Kidney) a (d) sleziné (Spleen), fluorescencni signal u GG skupiny byl v
nadoru a ledvinach vyssi sedmy den po aplikaci. Day=den;, Average Radiance
Efficiency=Prumeérnd ucinnost zareni.
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Testy MTT neprokazaly toxicitu u zadného z glykogenovych konjugati. Hodnota
absorbance pii vlnové délce 570 nm odrazi Groven bunécné proliferace a zivotnosti.
Hodnoty absorbance pak u HUH7 buné¢né linie inkubované s GG nebo GOX dosahovaly
podobnych ¢i lehce vyssich hodnot absorbance nez u kontrolnich bunék inkubovanych v

médiu bez glykogenovych konjugatt (Tabulka 1).

Hodnoty absorbance pii 570 nm (test MTT)
Koncentrace (mM) GG GOX Kontrola
0.4 1.60+0.16 1.48+0.36 1.75+0.50
0.07 1.71£0.11 1.79+0.31
0.014 1.55+0.26 2.14+0.70
0.0028 2.14+0.53 2.26+1.08

Tabulka 1 Hodnoty absorbance pri 570 nm pro MTT test cytotoxicity s GG a GOX. Kontrola
predstavuje HUH7 burnky inkubované bez GG a GOX (pouze v inkubacnim médiu).

Hodnoty ALT, bilirubinu, kreatinu a albuminu v séru byly v rozsahu
fyziologickych hodnot, coz odrazi dobrou kondici pokusnych zvifat, ktera nevykazovala
patologické zmény téchto sérovych hodnot. Hodnoty AST byly lehce zvySeny po podani
prob (véetné GM). Nicméné, je potfeba zminit, Ze kontrolni zvifata bez indukovanych
nadort, také vykazovala lehce vy$si hodnoty AST. Proto miize byt toto konkrétni zvySeni
podminéno 1 pouzitym, vysoce specifickym, kmenem potkana (RNU kmen). Diilezité je,
ze nebyly prokazany rozdily v biochemickych hodnotiach métenych parametri mezi

kontrolni GM skupinou a skupinami, které dostaly glykogenové konjugaty (Obrazek 22).
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Obrazek 22 Zmeny hladiny biochemickych parametrii v krevnim séru pokusnych zvirat po
aplikaci glykogenovych konjugatu. Byly analyzovany hladiny (a) AST, (b) ALT, (c) bilirubinu,
(d) kreatinu a (e) albuminu v krevnim séru potkamit v nékolika casovych bodech po i.v. aplikaci
glykogenovych konjugatii ¢i GM. Oranzova linka predstavuje biochemické hodnoty v séru
potkanii s indukovanymi nddory, ale bez aplikace GG/GOX/GM. Bilirubin=>bilrubin,
Creatinine=kreatinin; Albumin=albumin.

Histologickd analyza na konci experimentu ndm slouZila pro potvrzeni
netoxického charakteru zkoumanych glykogenovych konjugat. Vysledky z histologie
potvrdily absenci patologickych zmén v organech pokusnych zvifat v GG a GOX
skupinach (Obrazek 23). Nebyly prokazany nekroinflamatorni zmény ani steatdéza nebo
fibroza jaterni tkané.

Vysledky testovani glykogenovych nosict v souhrnu ukazaly, Ze jsou tyto nosice
akumulovany v tumorech ve véts§i mife nez kontrolni GM, nezpiisobuji patologické
zmény organtl ani biochemickych hodnot v séru a jsou proto perspektivni platformou pro

nadorovou theranostiku.
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Obrazek 23 Histologické snimky nadorii a orgdnii po administraci gylkogenovych konjugatii. (a)
nadorva tkan barvenda hematoxylinem-eosinem (H&E) ukazujici tumorovou tkan s kofluentni
koagulacni nekrozou (zvetseni 400x). (d) Neoplastické bunky zobrazujici signifikantni jaderné
atypia se zvySenou mitotickou aktivitou (oznaceno Sipkami) (zvétseni 600x). (b,e) H&E barveni
zobrazujici rendlni parenchym (b, zvétseni 20x, e, zvétseni 400x) a (c,d) jaterni tkan (c, zvétseni
40x, d, zvétseni 100x), které si zachovaly puvodni architekturu bez znatelnych patologickych
zmén po aplikaci glykogenoveyh konjugatii. Tumour=nador; kidney=Iledviny, liver=jatra.

Pozndmka autora: Veskeré obrazky v kapitole 6.3 pochazi z clanku Galisova A, Jiratova M, Rabyk M, Sticova E,
Hajek M, Hruby M, Jirdk D. Glycogen as an advantageous polymer carrier in cancer theranostics: Straightforward
in vivo evidence. Sci Rep. 2020 Jun 26,10(1):10411. doi: 10.1038/s41598-020-67277-y. PMID: 32591567; PMCID:
PMC7320016.
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6.4 Nanodiagnostické latky na bazi mananu pro cileni sentinelovych

lymfatickych uzlin a nadori

Jiratova M, Galisovd A, Rabyk M, Sticova E, Hruby M, Jirdk D. Mannan-Based
Nanodiagnostic Agents for Targeting Sentinel Lymph Nodes and Tumors. Molecules.

2020 Dec 31;26(1):146.

Podil na publikaci: design biologickych experiment, experimentalni ¢ast (provedeni
konfokalni mikroskopie a testu MTT, kultivace bunék a indukce nadorti ve zvifecim
modelu, fluorescentni zobrazovani (in vivo a ex vivo), analyza vysledki z
fluorescen¢niho zobrazovani a MR zobrazovéni, statisticka analyza vysledkt, ptiprava

manuskriptu

Za ucelem urceni vnitrobunééné lokalizace mananovych konjugéti byly 4T1
buitkky inkubovédny se zelenou fluorescenéni barvou pro lysozomy (LysoTracker®
Green), fluorescenéni barvou pro jadra v modrém spektru (Hoechst 33342) a
s mananovymi konjugaty snavazanou barvou IR800CW, ktera emituje signal
v Cerveném spektru. Konfokalni fluorescenéni mikroskopie ukdzala, ze bunky
inkubované s MNOX vykazovaly nizsi fluorescencni signédl v erveném spektru pfi
pouziti stejné koncentrace jako u MN (Obrdzek 24). Pearsoniv koeficient, ktery hodnoti
kolokalizaci dvou markert,, byl vypocitam na zéklad¢ ptekryvu fluorescencniho signalu
z Cerveného a zelen¢ho spektra (IRSOOCW a LysoTracker® Green), vykazoval nizsi
hodnoty pro MNOX (konkrétné pak 0.324 pro MNOX a 0.428 pro MN). Niz$i hodnoty
signalu reflektuji nizs$i akumulaci MNOX varianty konjugatu ve srovnani s variantou

MN.
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Obrazek 24 Reprezentativni snimky z konfokalni mikroskopie: (A) 4T1 buiiky inkubované s MN-
DOTA Gd-IR800CW (MN), LysoTracker® Green a Hoechst 33342, (B) 4T1 bunky inkubované
s MN-PMeOx-DOTA Gd-IRS800CW (MNOX), LysoTracker® Green a Hoechst 33342. Z prava
do leva: LysoTracker® Green (zeleny signal), Hoechst 33342 (modry signal), MN nebo MNOX
(Cerveny signal pochdazejicici z fluorescencni barvy IRSO0CW), prolozené signdly ze vSech
kanalu. Meritko v obrazku predstavuje 10 um.

Kvili pottebé prokazat netoxicky charakter manovych nosici pro jejich budouci
vyuziti jakozto nosice 1éCiv, jsme provedli MTT test. Vysledky tohoto testu ukazuji, Ze
oba typy mananovych konjugati nemaji negativni vliv na proliferaci a zivotnost 4T1
bunék (Obrazek 25). Rozdily v zivotnosti a proliferaci mezi kontrolnimi bunkami a
bunkami s pfidanym MN nebo MNOX nebyly ani v jednom ptipad¢ signifikantni (p >
0.05). I nejvyssi pouzitd koncentrace, kterd odpovidala MN a MNOX nafedénym tak,
aby roztoky obsahovaly 4.5 mM Gd**, nevykazovala cytotoxicky efekt.
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Obrazek 25 Vysledky MTT testu pro 4T1 bunécnou linii inkubovanou 24 hodin s: (a) MN nebo,
(b) MNOX. A-H representuji riizné koncentrace MN a MNOX. Sloupec A predstavuje nejvyssi
pouzitou koncentraci (4.5 mM Gd*), kterd byla pouzita pro naslednou pétkovou fedici Fadu, a

vy

procento (£SD) absorbance (n=4), 100 % je priimérnad hodnota bunék bez jakéhokoli pridaného
konjugatu (kontrolni busiky — Ctrl). Percentage of absorbance=procento absorbance.
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Po in vitro testech jsme provedli in vivo testy na mySich kmene Balb/c
s indukovanymi orthotopickymi nadory mamarnich zl4z. Po nartistu nadora byla zvirata
nahodné rozdéla do tfi skupin — MN, MNOX a GM. Po aplikaci i.m. mananovych
konjugati ¢i GM byla opakované méfana in vivo fluorescence v nékolika predem
ur¢enych c¢asovych bodech. Sledovani fluorescence umoznilo charakterizovat
biodistribuci, degradaci a rychlost eliminace podanych préb. Data z téchto méfeni nam
ukdzala, jak jsou mananové konjugaty distribuovany v lymfatickych uzlinach po jejich
absorpci z mista aplikace.

Dle vysledkti z opakovanych méfeni fluorescencniho signalu in vivo po podani
MN a MNOX (Obrazek 26), miiZzeme konstatovat, Ze nejvyssi signal pochazi z inguinalni
lymfatické uzliny u mista nadoru a aplikace, tedy ze SLN (Obrazek 27a). Fluorescenc¢ni
signal dosahl svého maxima u MN i MNOX skupiny mezi 4 a 24 hodinou od aplikace
konjugati a byl vyssi u MN skupiny. Druhy nejvyssi fluorescenéni signdl pochézel
z oblasti jater (Obrazek 27¢) s maximem ve 24 hodinach po aplikaci MN ¢i MNOX. Po
dosazeni maxima signal z oblasti jater kontinualné klesal az do ukonceni experimentu.
Signal z oblasti jater dosahoval vysSich hodnot u MN skupiny ve srovnani s MNOX

skupinou. GM skupina méla pokazdé hodnoty fluorescence srovnatelné s hodnotami

pozadi (Sumu), proto neni zahrnovana do analyzy fluorescencniho signélu.

Obrazek 26 Vzorové snimky z mereni in vivo fluorescence u (4) MN a (B) MNOX skupiny.
Fluorescencni signal z axilarni lymfaticke uzliny (ALN), jater (L), mista nadoru (TS) a injekcniho
mista (1S). Snimky zobrazuji mysi t/i dny po i.m. podani (A) MN nebo (B) MNOX.

Pozdéji v Case jsme zaznamenali fluorescencni signal pochdzejici z axilarni
lymfatické uzliny na stran€ nadoru (Obrazek 27b), ktery dosdhl maxima 48 hodin po
aplikaci MNOX a 72 hodin po aplikaci MN. Nejniz$i ndmi hodnoceny fluorescencni
signal pochazel axilarni lymfatické uzliny na nenddorové strané zvifat (Obrazek 27c),

nicméné nejvysSich hodnot fluorescen¢niho signalu z této ROI bylo dosazeno jiz po
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relativné kratkém cCasovém tUseku a to dvou hodindch od aplikace mananovych

konjugatt, dale v ¢ase pak hodnota tohoto konkrétniho signalu jiz jen klesala.
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Obrazek 27. Kvantifikce fluorescencniho in vivo signdalu v riuznych ¢asovych intervalech. Signdl
byl kvantifikovan z (a) SLNs (inguinalni lymfatické uzliny na strané, kde byl indukovan nador),
(b) axildarni lymfatické uzliny na strané, kde byl indukovan nador, (c) axilarni lymfatické uzliny
na strané, na které nebyl indukovany nador, (d) inguinalni lymfatické uzliny na strané, na které
nebyl indukovany nddor a (e) jater. Pro statistickou evaluaci byl pouzit dvouvybérovy t-test (n=9
pro MN skupinu a n=9 pro MNOX skupinu). Fluorescencni signal je zobrazen jako primérna
ucinnost zareni (priumer £ SD), p-hodnoty: *** p<0.001, ** p<0.01, * p<0.05. Avg Radiance
Efficiency=prumérna ucinnost zareni; Hours=hodiny.
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Fluorescenc¢ni signal z organti ulozenych hloubé&ji v téle zvitete (zvlasté z ledvin
a sleziny) nemize byt kviili optické atenuaci zméfen bud’ viibec nebo velmi nepiesne,
proto jsme signal z téchto i1 dalSich organti méfili ex vivo (Obrazek 28). Fluorescencni
signal z analyzovanych organt klesal postupné s asem méteni (1, 3 a 7 dni od aplikace
konjugati). Vyjimkou z tohoto pravidla byly axilarni i inguinalni lymfatické uzliny na
stran¢ nadoru a nador u MNOX skupiny, kde pokles nebyl kontinualni. Signal byl az na
dvé vyjimky (nador v den tfi a axilarni lymfatické uzlina na strané nadoru v den sedm)
vzdy vyssi u MN skupiny. U MNOX skupiny byl pozorovan nizsi fluorescencéni signal,
a to zejména z ledvin (Obrazek 28f), sleziny (Obrazek 28g) a jater (Obrazek 28h).
Nicméné trend kontinualniho poklesu fluorescencniho signalu s ¢asem u téchto tii
organt byl stejny jako pro MN skupinu i u MNOX skupiny. Signal z nadoru byl nejvyssi
v den jedna po aplikaci konjugati u MN skupiny a v den tfi po aplikaci u MNOX skupiny
(Obrazek 28e), coz ukazuje na pomalejsi akumulaci a niz8i biodegradaci diky konjugaci
s POX. Obecné bylo pozorovano zpozdéni akumulace fluorescenéni proby v tumoru u

MNOX skupiny.
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Obrazek 28 Kvantifikace ex vivo fluorescencniho signalu. Flurescencni signal byl kvantifikovan
pro (a) SLNs, (b) axilarni lymfatické uzliny na strané aplikace nadoru, (c) axilarni lymfatické
uzliny na nendadorvé strané, (d) inguindlni lymfaticke uzliné na nendadorove strané, (e) oblast
nadoru, (f) ledviny, (g) sleziny a (h) jatra. Fluorescencni signal je vynesen jako priimernad
ucinnost zareni (primér = SD). Pro statistickou evaluaci byl pouzit dvouvybérovy t-test (n=9 pro
MN skupinu, n=9 pro MNOX skupinu). Avg Radiance Efficiency=priimérnd ucinnost zareni;
Days=dny.
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Jako komplementarni zobrazovaci metody k méieni fluorescence bylo pouzito
v klinické 1 experimentalni praxi standardn¢ vyuzivané neinvazivni MR zobrazovani
("H-MRI). U MRI na rozdil od FLI nedochazi k atenuaci signélu z anatomicky hloubé&ji

ulozenych organti. Pfi méfeni jsme se zaméfili na tfi anatomickd mista, a to na ob¢

inguinalni lymfatické uzliny a na nador (Obrazek 29).

Obrazek 29 Reprezentativni korondrni MR obrazky mérené tii dny po injekci (A) MN nebo (B)
MNOX do pravého stehenniho svalu. Leva inguinlni lymfaticka uzlina (liln), nador (ts) a prava
inguinalni lymfaticka uzlina (viln) jsou ve snimcich vyznaceny a predstavuji mista akumulace
aplikovanych polymeru.

Vysledky z MRI potvrdily vysledky ziskané fluorescenénim métenim, konkrétné
preferen¢ni nahromadéni obou polymernich konjugati v SLN, se signifikantné vyssi
akumulaci v pfipadé MN a MNOX skupiny v porovnani s kontrolni GM skupinou
(Obrazek 30). Analyza MR méieni ukazala, Ze nejvyssi akumulace Gd** byla naméiena
v obou inguindlnich uzlindich u MN skupiny. Maximum akumulace mananovych
konjugath v SLN bylo pozorovano po ¢tyfech hodinach od aplikace MN a po 24
hodinach od aplikace MNOX, coZ je srovnatelné s vysledky z FLI. PiestoZe akumulace
mananovych konjugath v nddorech byla mén¢ vyraznd, nez akumulace v SLN maxima
doséhla jiz po jedné hodin¢ od aplikace manovych polymert (Obrazek 30c¢).

Zobrazovaci uc¢innost MN o nizn$i molekulové hmotnosti byla signifikantné
vy$$i ve srovnini s MNOX o vys§i molekulové hmotnosti (modifikace stejného mananu
POX zvysuje molekulovou hmotnost vysledného konjugatu). Toto miize poukazovat na
preferenci ciliciho efektu pomoci interakce s mananovym DC-SIGN receptorem, oproti

mén¢ specifickému a méné uc¢innému cileni nddoru pomoci efektu EPR.
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Obrazek 30 Kvantifikace MR méreni. Vysledky jsou zobrazeny jako priimér SNR v procentech +
SD. 100 % SNR predstavuje méreni, které bylo provedeno pred aplikaci kontrastnich latek. Grafy
znazornuji vysledky z (a) inguinalnich lymfatickych uzlin, (b) inguindlnich lymfatickych uzlin na
strané orthotopického nadoru (SLNs) a (c) nadorii. Pro statisticou evaluaci byl pouZit
Jjednovybérovy t-test (n=9 pro MN skupiny, n=9 pro MNOX skupinu, n=6 pro GM skupinu), p-
hodnota: *** p<.001, ** p<0.01, * p<0.05. Days=dny; DOT=GM skupina (GM=Gadoterate
meglumine/Dotarem).

Histologicka analyza byla provedena na konci experimenti s cilem vyloucit
mozny nezadouci vliv mananovych konjugdti na organy s pfipadnou tvorbou
patologickych zmén a dale s cilem detailng charakterizovat indukované nadory. Zadné
patologické makroskopické zmény nebo patologické zmény viditelné pomoci svételného
mikroskopu nebyly pozorovany v zaddném z vySetfovanych organid (Obrazek 31).
Svételna mikroskopie ukazala, ze tkanové uspotradani bylo zachovdno bez znakt

69



dystrofickych/degenerativnich zmén, zanétlivé nekrotickych zmén nebo fibrozy. Ve
vySetfovanych orgdnech nebyly pozorovany Zz4dné neocekavané neoplastické procesy
(Obrazek 31A1-A3, BI-B3 a C1-C3). Histologické vysetieni indukovanych nadorii
ukdzalo neohranicené oblasti Spatné diferenciovanych, atypicky neoplastickych bunék
s hyperchromatickymi jadry, zejména se zvySenymi jaderné-cytoplazmatickymi poméry,
vysokou mitotickou aktivitou a atypickou mitézou. Také byly identifikovany oblasti

koagulativni atypické nekrézy v ramci neoplastické tkané (Obrazek 31A4, B4 a C4).

Obrazek 31 Reprezentativni histologicke snimky. Snimky A1-A4 predstavuji organy ze skupiny,
které byl podan MN; B1-B4 jsou snimky ze skupiny, které byl podan MNOX; C1-C4 zndzoriuji
snimky ze skupiny, které byl podan GM. V ramci histologické analyzy byly zkoumany nasledujici
organy: lymfatické uzliny (A1, Bl, Cl1), ledviny (A2, B2, C2), jatra (A3, B3, C3) a ndadory (A4,
B4, C4). Pouzito bylo barveni hematoxylinem-eosinem a méritko ve snimcich AI-A3, BI1-B3, CI-
C3 predstavuje 100x zétSeni, ve snimcich A4, B4 a C4 pak 400x zvétseni.

Testovani konjugatii na bazi mananu, cilenych do SLN a nadorti, ukazalo, ze oba
typy konjugati (MN i MNOX) jsou netoxické, nezptisobuji patologické zmény organd,
a ze maximalni naméteny signal pochdzi ze SLN. Z toho lze usuzovat, Ze se konjugaty v
SLN 1 preferecné akumuluji. K akumulaci v nddorech také dochazi, nicméné v mensi

mire nez v SLN.

Pozniamka autora: Veskeré obrazky v kapitole 6.4 pochazi z ¢lanku Jiratova M, Galisova A, Rabyk M, Sticovad E,
Hruby M, Jirak D. Mannan-Based Nanodiagnostic Agents for Targeting Sentinel Lymph Nodes and Tumors.
Molecules. 2020 Dec 31;26(1):146. doi: 10.3390/molecules26010146. PMID: 33396204, PMCID: PMC7795445.
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7 Diskuse
7.1 Glykogenové konjugaty

V prvni casti testovani glykogenovych konjugati (kapitola 6.1) jsme nejprve
charakterizovali jejich biologické vlastnosti. Byla stanovena jejich lokalizace v buiikéch,
typ endocytdzy, ktery bunky vyuzivaji pro pohlceni endogenné podaného glykogenu, a
také mira cytotoxicity.

Konfokalni mikroskopie testovala lokalizaci glykogenovych konjugatii
v buiikach. Vysledky konfokalni mikroskopie ukézaly, ze hodnoty Pearsonova
koeficientu pro Dyomics 615 (navdzaného na glykogenovém konjugéitu) v kombinaci
s Hoechst 33342 (barva pro jadra bunék) byly pod 0.2, coz ukazuje na to, Ze kolokalizace
téchto dvou fluorescesnich barev je minimalni a pouze nahodna. Z tohoto vysledku
vyplyva, ze modifikovany glykogen po endocytéze do cytoplazmy neni dale
endocytovan do jadra bunky. Tyto vysledky jsou pln€ v souladu s naSimi piedchozimi
studiemi (Filippov et al., 2012).

Nativni glykogen mtze byt degradovan dvéma zpasoby. Prvnim je fyziologicka
degradace pomoci enzymil specifickych pro glykogen. Druhym méné Castym zptisobem
je pak degradace v lysozémech pomoci a-glykosidazy (Lloyd and Mason, 1996). Protoze
za normalni situace neni glykogen pfitomen extracelularné, snazili jsme se rozlisit, ktera
ze dvou degradacnich cest je preferencné vyuZivand pro naSe konjugaty. Vysledky
z kolokaliza¢nich studii pomoci konfokalni mikroskopie ukazuji, ze pro degradaci nasich
glykogenovych konjugati je nejpravdépodobnéji vyuzivana fyziologickd cesta
degradace skrze specifické enzymy pro rozklad endogenniho glykogenu. Tento vysledek,
tedy preferencni vyuziti degradace pomoci specifickych enzymi, podporuje nasi
hypotézu, Ze s glykogenovymi konjugaty je v buiice zachdzeno jako s nativnim
endogennim glykogenem, coZz by dale mohlo podporovat zamySlené vyuZiti
v diagnostice a pro konstrukci drug delivery systémt. Nicméné mlzeme piedpokladat,
ze u vSech glykogenovych konjugati do jisté miry probiha i degradace v lysozémech.
Nizsi Pearsoniiv koeficient pro GG-PMeOx-1-FITC ve srovnani s GG-GdDOTA-Dy615
(GG-PMeOx-1-FITC 0.1-0.18; GADOTA-Dy615 bez ptidané D-glukozy 0.3-0.45) mtize
byt vysvétlen, mimo jiné, i na pH zavislé vysi signélu fluorescencni barvy FITC.

Je zndmo, Ze glykogen v jaternich buiikach, bez ptitomnosti D-glukozy, by mél

byt volné distribuovan v cytoplazmé, nemél by se vice hromadit v blizkosti
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cytoplazmatické membrany ani by nemél byt ptfitomen v jadru bunck. Ukladani
glykogenu do blizkosti cytoplazmatické membrany probihé az v ptitomnosti D-glukozy
(Fernandez-Novell et al., 1997; Garcia-Rocha et al., 2001; Ros et al., 2009). Toto je plné
v souladu s vysledky naSich experimentd, pfi kterych jsme inkubovali HepG2 bunky
vmédiu bez zvySeného pfidavku glukézy. Pritomnost klastri s vySSi intenzitou
fluorescence v cytoplazmé lze nejpravdépodobnéji vysvétlit asociaci fluorescencné
znacenych glykogenovych konjugatt se specifickymi enzymy, tyto asociace jsou zndmé
pod pojmem glykozémy (Rybicka, 1996). Nicméné jsme nezaznemanali zadné rozdily
mezi inkubaci HepG2 bunék s glykogenovymi konjugaty a vyssim ptidavkem D-glukozy
v porovnani s inkubaci za stejnych podminek pouze bez zvyseného ptidavku D-glukdzy.
Tento rozdil oproti publikovanym datim muze byt vysvétlen tim, Ze ndmi pfidany
glykogen je uz plné formovana molekula, kterd na sebe dale nevaze D-glukdzu, tudiz
nejspis ani neméni svoji lokalizaci v cytoplazmé po piidavku D-gluk6ézy do média. Za
fyziologickych podminek je glykogen syntetizovan pomoci glykogen syntazy (v ptipadé
HepG2 bunék specificky pomoci jaterni glykogen syntdzy) z jednotlivych molekul
glukozy. Pokud jsou bunky v prostiedi s vysokou koncentraci glukdzy, jaterni glykogen
syntdza je transportovana do blizkosti cytoplazmatické membrany (Ferndndez-Novell et
al., 1997) a =zextracelularnich glukoz je glykogen syntetizovan smérem od
cytoplazmatické membrany k centru buniky (Fernandez-Novell et al., 2002). Translokace
jaterni glykogen syntazy a zmény v syntéze glykogenu tak pravdépodobné neovliviiuji
ukladani jiz pln€ nasyntetizované molekuly modifikovaného glykogenu.

Mimo degradaci a lokalizaci glykogenovych konjugatl jsme sledovali i
mechanismy jejich pohlcovani buitkou. MBCD slouZi jako inhibitor kaveolinem
zprosttedkované endocytozy. Primér fluorescencéniho signdlu z bunék byl nizsi, pokud
byly inkubovany s glykogenovymi konjugaty a zaroven i s MBCD, a proto miiZeme
predpokladat, Zze MBCD inhibovala endocytézu glykogenovych konjugati. Endocytéza
glykogenovych konjugati je tedy nejspiSe zprostiedkovana pomoci kaveolinu. Tyto
vysledky jsou v souladu s poznatky jinych studii, které zkoumaly endocytézu riiznych
dendrimerid (mezi dendrimerni struktury se fadi i glykogenové konjugéty). Tyto studie
prokézaly, ze kaveolinem zprostfedkovana endocytdza je preferovand ve vétsiné jimi
zkoumanych piipadd (Rewatkar et al.,, 2015). Nicmén€ v naSem piipadé MBCD
zainhiboval endocytézu glykogenovych konjugati pouze Castené, to by dale mohlo
naznacovat, ze pro endocytézu glykogenovych konjugatl jsou vyuzivany i jiné, vice
komplexni, zptsoby vstupu do bunék.
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Fluorescencni barva ¢i MR kontrastni latka jsou vzdy stabilné¢ kovalentné
navazany na nejvetsi vyprodukovany fragment, v piipadé POX modifikovanych
glykogenovych konjugatt je to POX. Glykogenové konjugaty se tedy rozpadaji na vyse
zminéné fragmenty a dale na jednotlivé molekuly D-glukézy, které jsou nasledné
metabolizovany. Nejpravdépodobnéjsim scéndiem tedy je, Ze celd molekula
gykogenového konjugatu je pohlcend pomoci endocytdzy zprostiedkované kaveolinem
a nasledné je glykogen degradovan pomoci specifickych enzymii na fragmenty s FL/MR
znaCkami a jednotlivé molekuly D-gluk6zy. Fragmenty s FL/MR znackami dosahuji
rozméru v fadech desitek nanometrii, tyto fragmenty jsou z bunék bézné exocytovany
v fadech desitek minut az n¢kolika hodin (Oh and Park, 2014).

Vysledky z testu MTT zcela podporuji nasi hypotézu, Ze testované glykogenové
konjugaty jsou netoxické, protoze glykogen je pfitomen skoro ve vSech zivych
organismech a nami vyuzité modifikace svoji biokompatibilitu jiz prokazaly diive.
Nesignifikantné niz8i hodnoty absorbance u vysSich koncentraci GG-GdDOTA-Dy615
jsou nejpravdépodobnéji zptsobené vlivem gadolinia (Gd**), které mtize byt pii
odstépeni z glykogenového konjugatu toxické. Toxicita Gd*>* byla prokazéna jiz v mnoha
studiich (Biagi and Enyeart, 1990; Lansman, 1990; Yongmin et al., 2013; Zhou and Lu,
2013). Nicméné chelaty Gd** jsou schvalené pro klinické pouziti a vysoké koncentrace,
které byly pouZzity v nami provedené studii, nejsou bézné€ pouZivany pro in vivo testovani.
Také jsme pomoci testu MTT potvrdili netoxicky charakter samotného glykogenu, ktery
byl pouzit pro syntézu konjugati. TudiZ miZeme prohlésit, Ze jakdkoli toxicita je
zpisobena modifikacemi, a nikoli samotnym externé¢ aplikovanym glykogenem.
Modifikace pak mizou byt libovolné¢ ménény a optimaln¢ nadefinovany tak, aby jednak

v

kontrastu, clearence atd.) pro budouci klinické vyuziti modifikovanych glykogenovych
polymerti.

Eliminace GG-GdDOTA-Dy615 in vivo ptes ledviny, kterou jsme v nasi studii
pozorovali v fadech nékolika hodin, pln€ koreluje s predchozimi vysledky ziskanymi
z MRI (Filippov et al., 2012). Prvotni pokles (dvé hodiny po podani GG-GdDOTA-
Dy615) fluorescencniho signalu lze vysvétlit tim, Ze v tento ¢asovy okamzik nebyl GG-
GdDOTA-Dy615 jiz pouze v povrchovych cévach a misté aplikace, jako tomu bylo ihned
po podéni, ale 1 v hlubSich strukturach, nicméné jesté ne pln€ koncentrovany v ledvinach
a jatrech. ZvySeni fluorescen¢niho signalu v ledvinach 24 hodin po aplikaci GG-

GdDOTA-Dy615 ukazuje, Zze byl GG-GdDOTA-Dy615 v organismu degradovan,
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protoze velikost celého modifikovaného glykogenu piekracuje prah pro renalni filtraci.
Miizeme tedy predpokladat, ze jsme v ledvinach detekovali v tomto ¢asovim bod¢é pouze
fluorescencni marker (Dyomics 615). Fluorescencni signal ze sleziny byl velice nizky,
lze tedy konstatovat, ze glykogenovy konjugat nebyl ve velké mife pohlcovan
retikuloendotelovym systémem.

V druhé fazi testovani glykogenovych konjugatt jsme se vice zaméftili na in vivo
testovani v nadorovém modelu a jejich potencionélni vyuziti jakozto nosic¢t 1é¢iv do
nadorti. Také jsme jiz pracovali pouze s dvéma typy glykogenovych konjugati — GG-
GdDOTA-IR800 (GG skupina) a GG-GdDOTA-PMeOx-IR800 (GOX skupina).
Fluorescencni barva IRSOOCW byla zvolena kvili vhodnosti pro in vivo fluorescenéni
zobrazovani, jeji emisni maximum je totiz v infracerveném spektru pii 794 nm. Tyto
vlnové délky jsou méné zeslabovany pii prichodu tkanémi.

Nejdiive jsme oveérili senzitivitu vizualizace glykogenovych konjugati pomoci
MR a FL metod, otestovany byly oba typy konjugati v n€kolika riznych koncentracich.
MRI, MR relaxometrie a fluorescencni méfeni potvrdilo dostateCnou senzitivitu pro
modifikované glykogenové konjugéty. Dokonce i pro nejnizsi testované koncentrace
(0.06 mM Gd*") byl signdl na MR jednozna¢n& definovatelny. Vysokd mira MR
relaxivity, dobry kontrast na Ti-vaZzenych MR snimcich a silny fluorescencni signal
umoziuji tyto glykogenové nanocastice sledovat pomoci multimodalniho zobrazovani i
in vivo. Modifikace pomoci POX poméha zlepsit in vivo cileni do nadoru, a to diky
sniZeni rychlosti biodegradace a zvySeni Casu cirkulace v krvi. Nicméné pfi testovani
samotnych konjugatli jsme zaznamenali u POX modifikovaného glykogenu niz§i MR
relaxivitu, coz ve svém disledku snizuje efektivitu zobrazovani. Tento efekt miize byt
zplisoben omezenou dostupnosti molekul vody pro chelat Gd** nebo vyss§i konformaéni
mobilitou molekul Gd** na koncich POX fetézcti ve srovnani s chelaty piimo
pfipojenymi do stiedu molekuly glykogenu.

Pro urceni potencialu glykogenovych konjugati pro dopravu 1é¢iv jsme zkoumali
jejich biodistribuci, akumulaci a clearance. Experimenty jsme provadéli na
xenograftovém modelu hepatocelularniho karcinomu u RNU kmene potkant. Nase
vysledky z multimodalniho in vivo zobrazovani jasné¢ potvrzuji akumulaci
glykogenovych konjugatl v nadorové tkani, ktera vykazovala setrvalé zvySeni MR
kontrastu. MR kontrast vychéazejici z glykogenovych konjugéati byl vys§i nez MR
kontrast pozorovany u kontrolni skupiny s GM, tento rozdil lze vysvétlit akumulaci

glykogenovych konjugati v nadoru diky efektu EPR. Nejvétsi rozdil mezi
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glykogenovymi konjugaty a kontrolnim GM byl zaznamenan tieti den po i.v. aplikaci.
Maximum akumulace bylo druhy den po aplikaci u skupiny s GG o koncentraci 0.04
mmol Gd**/kg , coz potvrzuje tento typ nosice jakozto nejvhodnéjsi pro cilené dopraveni
ptipadnych navazanych 1é¢iv do nadoru. Je tfeba zminit, Ze nddory byly monitorvany
pouze do dne sedm po i.v. aplikaci konjugatii. Sedmy den se obvykle rozvinula masivni
nekroza nadort, kterd byla potvrzena i histologicky. Nekroza v tumorech by pak pii
delsim métfeni mohla ovlivnit validitu MR dat. Akumulace konjugatii v nadorech byla
také potvrzena pomoci in vivo a ex vivo fluorescen¢niho méteni. Pozorovali jsme rychly
pokles fluorescenc¢niho signalu béhem prvnich 24 hodin po aplikaci. Pfedchozi zvifeci
studie vyuzivajici odlisné kontrastni MR a FL latky pozorovaly disociaci MR a
fluorescen¢niho signalu, tedy podobny efekt, ktery byl nejspiSe zptisobeny lysozomalni
degradaci fluorescen¢nich barev (Bouvain et al., 2019; Galisova et al., 2019).

Nase data z in vivo méfeni na MR ukazuji, ze glykogenové konjugaty s POX
vykazuji po celou dobu studie nizs$i miru signalu. Tento vysledek je nejspiSe zplisoben
niz§i MR relaxivitou POX modifikovanych glykogenovych konjugati (3.4x nizsi ve
srovnani s GG bez POX) nez niz§i mirou akumulace v nadorech. Tuto hypotézu
potvrzuje 1 fakt, Ze hodnota fluorescencniho signalu z nadoru u GOX skupin nebyla
signifikantné odli$n4 od hodnot fluorescen¢niho signalu z nddoru u GG skupin. Nicméné
glykogenové konjugaty bez POX vykazovaly mirn€ vyssi in vivo 1 ex vivo signal, nejspise
v dusledku o néco vyssi akumulace.

VSechny cilené nosicové systémy léiv musi minimalizovat toxicky vliv
navazaného 1éCiva tak, aby ucinek na tkané, které nejsou jejich cilem, byl minimalni
(Nussbaumer et al., 2011; Sikes, 2007). Z téchto dlivodi je vhodné vyuZzivat modifikaci,
které se nevazi na bilkoviny a celkové jsou méné napadné pro imunitni systém, jako je
napiiklad POX a PEO (Suk et al., 2016). Nase vysledky potvrzuji, ze POX, diky své
mensi napadnosti pro imunitni systém, sniZuje rychlost eliminace ztéla a miru
akumulace v jatrech, slezin€ a ledvinach, pokud porovnavame GOX s GG. Pozorovali
jsme signifikantné niz§i MR a FL in vivo signél z ledvin a jater u GOX skupin ve srovnani
s GG skupinami, a to po celou dobu studie. Tyto zjisténi byly déle podpotfeny vysledky
fluorescencniho ex vivo méfeni vnitinich organti. Na zdkladé naSich pozorovani a
srovnani signalii z nadoru a vnitinich organi mizeme fict, ze POX modifikace chrani
organy pied akumulaci kontrastni latky.

Vyhody vSech nosict 1é¢iv do znacné miry zavisi také na jejich schopnosti byt
po Case efektivné eliminovany z organismu. V nasi studii obé pouzité zobrazovaci
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metody jak MRI, tak i FLI, ukazaly, ze konjugaty byly eliminovany z pokusnych zvitat
piedevsim skrze ledviny, obdobné jako jsou preferencné eliminovany chelaty pro MR,
naptiklad i ndmi pouzivany DOTA. Jak jsme pfedpokladali, POX modifikace snizila
ledvinovou clearance. MR signal z ledvin u zvifat s aplikovanym glykogenovym
konjugatem bez POX zustaval zvyseny i sedmy den po injekci. Tato relativné dlouha
akumulace v ledvinach u konjugatu bez POX zdlraznuje vyznam POX modifikace pro
biokompatibilitu konjugatli. Nicméné je potieba zminit, Ze pouZité koncentrace Gd**
v konjugatech (0.04 mmol Gd**/kg), které by mohlo mit potencionaln& vliv na miru
biokompatibility, dosahovaly mnohem niz§ich hodnot nez rutinné pouzivané
koncentrace v klinické praxi (0.1 mmol Gd*'/kg) (Lin and Brown, 2007). Proto
piedpokladidme, Ze nezddouci vedlejsi ucinek Gd*" byl zcela zanedbatelny. CoZ nidm
potvrdily i vysledky histologie a biochemie, kde nebyly nalezeny zaddné patologické
zmény organti ¢1 meéfenych hodnot v krvi. Pokud bereme v potaz to, Ze nase glykogenové
konjugaty byly endocytovany do buné€k a tam rozloZeny na jednotky D-glukézy (Jiratova
et al., 2018), myslime si, Ze se dale v nadorové tkani degradovaly az na vodu a oxid
uhli¢ity. Ptredpokladame, Zze po degradaci glykogenu zbyly cheldit (DOTA) a
fluorescenéni marker (IR8O0OCW) bude z organismu odstranén pies jatra a ledviny,
podobné jako se dé&je u klinicky schvélenych kontrastnich MR latek zaloZenych na Gd*".
Nicméné, tyto klinicky vyuzivané konjugaty mohou nést dalsi zobrazovaci skupiny, jako
jsou sondy MR '°F, coz miize také hrét ur¢itou roli.
dopravovani léCiv je mira jeji toxicity. NaSe biochemické analyzy potvrdily
biokompatibilitu a netoxicky charakter glykogenovych konjugatl. Pii testech
cytotoxicity vykazovaly buiiky inkubované s GG 1 GOX vykazovaly podobnou uroven
viability a proliferace jako kontrolni buiiky. Stejné tak nebyly zaznamenany vyrazné
zmeény v biochemickych parametrech séra odebraného v riiznych ¢asovych bodech po
aplikaci  glykogenovych konjugatd. DalSi potvrzeni netoxického charakteru
glykogenovych konjugath piinesla i histologickd analyza vnitinich organii (jater, ledvin,
sleziny), kde nebyly nalezeny zZadné patologické zmény po administraci konjugati.
Celkové tedy mliizeme konstatovat, ze hlavni vyhodou naseho potencionalniho
nosice 1é¢iv zaloZzeného na glykogenu je moznost ho specificky upravit tak, aby 1é¢ivo
bylo uvolnéno na specifické cilovém misté za specifickych podminek, naptiklad pfi
zména pH v misté naddoru (Kato et al., 2013). Tim pak poskytuje efektivni, specificky a
bezpecny protinddorovy efekt u riznych typt nadort.

76



7.2 Mananové konjugaty

Obdobn¢ jako u glykogenovych konjugatd i u mananovych konjugati jsme zacali
charakterizaci in vitro vlastnosti. Vysledky z testu viability potvrdily u mananovych
konjugati potencial pro vyuziti v biomediciné. Konkrétn€¢ i pro zamyslené vyuziti
jakozto drug delivery systému cilenych na imunitni a metastatické bunky a se zvySenou
specifickou akumulaci v lymfatickych uzlinach, zvlasté pak v SLN.

Po testu viability nasledovalo testovani relaxivity fantomi, vyssi r1 a r2 relaxivity
mananovych konjugatd ve srovnani s GM lze vysvétlit snizenou mobilitou
chelatovaného Gd**, ktera vyplyva zjeho konjugace na polymer o relativné vysoké
molekulové hmotnosti. Sniméni fantomti na fluorescenénim pfiistroji potvrdilo
predpoklad, ze FL signal mananovych konjugati se zvysuje s vyssi koncentraci. GM m¢l
vzdy urovenn FL signalu na hladiné signalu pozadi, coz vzhledem k absenci
fluorescen¢niho markeru na molekule GM ocekéavané.

Vysledky z in vitro testovani mananovych konjugdti nam potvrdili, Ze tyto
polymerni konstrukty maji vlastnosti vhodné pro jejich zamyslené vyuziti, a proto jsme
pokracovali pilotnim in vivo testem na zdravych zvitatech.

V pribéhu fluorescenéniho méfeni jsme pozorovali narGst FL signdlu béhem
prvnich 24 hodin, po tomto ¢asovém tuseku jiz FL signal az do konce experimentu pouze
klesal. Tento vysledek je moZzné vysvétlit tim, Ze ithned po i.m. aplikaci mananovych
konjugatl jsou tyto konjugaty, a tedy i navdzand fluorescen¢ni barva, koncentrovany
v relativné malém objemu mista aplikace a kviili vysoké koncentraci v tomto misté se
pak miiZou jednotlivé fluorescenni molekuly vzajemné zhéaset (Ghosh et al., 2013;
Hamann et al., 2002; Swiecicki et al., 2016). Postupem casu se mananové konjugaty
s navazanou fluorescen¢ni barvou distribuuji do vétSiho objemu a zhaSeni jiZ ma pouze
zanedbatelny vliv na celkovou vysi signalu. Vysledné je tedy vice fotonii schopno projit
srz tkdné a detekujeme vyssi signal. Fluorescenéni in vivo méfeni také ukazalo, ze POX
graftovani prodluzuje moZznost zobrazovani a zpomaluje biodegradaci mananového
konjugatu s navdzanym POX ve srovnani s mananovym konjugatem bez navazaného
POX, coz je plné€ v souladu s ofekavanym efektem vlivu modifikace navazénim POX
(Duncan et al., 2008; Hreczuk-Hirst et al., 2001).

Vysledky z MRI ukazuji, ze signdl z mista aplikace konjugétii byl zietelné a
jednoznaéné odlisny od signalu z neinjikovaného svalu, kde byl signdl mnohem nizsi.

Ovéteni tohoto ptredpokladu pro nés bylo dulezité vzhledem k budoucimu vyuziti

77



mananovych konjugat. Také bylo zjisténo, ze signal z lymfatickych uzlin byl stabilné
pritomen po celou dobu méfeni, coz potvrzuje piedpoklad akumulace mananovych
konjugétl v misté se zvySenou koncentraci makrofagt a dendritickych bunék, tedy bunck
s DC-SIGN receptory, na které se manan vaze tak, jak bylo jiz dfive prokazano (Cui et
al., 2003; Vu-Quang et al., 2012).

FL a MR signal z lymfatickych uzlin vyrazné v pribé¢hu experimentu neklesal,
nicméné totéz neplatilo o FL a MR signalu z organt (jater, ledvin a sleziny), kde FL i
MR signal kontinudlné v ¢ase klesal u obou typti mananovych konjugatt. Tyto vysledky
tedy naznacuji, ze jsou mananové konjugaty postupné¢ degradovany a eliminovany
z organt, respektive z organismu zvifete a zlstavaji akumulovany pouze v misté cileni.

Celkové bylo v prvotnich experimentech ovéieno, Ze stejné jako glykogenové
konjugaty i mananové konjugaty mayji lepsi zobrazovaci vlastnosti nez GM, vc¢etné jejich
hodnot MR relaxivity a specifity fluorescencniho signalu. Také kontinudlni akumulace
mananovych konjugati s navazanymi kontrastnimi latkami pro MRI a FLI potvrdila, Ze
tyto konjugaty skutecné cili na imunitni buniky, nejspiSe skrze vazbu na DC-SIGN, jak
jiz bylo popsano i v literatufe (Cui et al., 2003; Vu-Quang et al., 2012).

V dal$im procesu testovani mananovych konjugatt jsme byli vice zamé&feni na in
vivo, konkrétné na testovani v klinicky vice relevantnim orthotopickém mysim modelu
nadoru mléénych zlaz. 4T1 bunky byly zvoleny z divodu, Ze tvofi metastazy, které se
nasledné infiltruji do SLN, tak jak je bézné i u lidskych nadort prsu.

Druhd mananové studie byla vice zaméfena in vivo smérem, nicméng, i pfesto
jsme zacali in vitro testy. Konkrétn€ konfokalni mikroskopie ukazala, Ze fluorescencni
signal z MNOX je niz8i ve srovnani s MN. Dale bylo zji§téno, Ze oba konjugaty, MNOX
1 MN, kolokalizuji s lysozomy v podobném rozsahu. Nicméné Pearsonliv koeficient pro
kolokalizaci byl mirn€ niz§i u MNOX, nejspiSe kvili niZz§imu intraceluldrnimu
pohlcovani. Z vysledkii se zd4, Ze konjugat modifikovany pomoci POX byl méné
endocytovan bunikami nez konjugat bez POX. Tento fenomén muze byt zplisobben
castecné vlivem POX funkcionalizace, kterd miize maskovat mananovy konjugat, a tedy
castecné blokovat aktivni vazbu s DC-SIGN receptory. Dale mize POX funkcionalizace
ovlivnit, respektive zpomalit, i samotnou rychlost endocytozy, jak bylo ukdzano i ve
studiich, které se zamétfovali na obdobné typy funkcionalizace, jako naptiklad na
dextrinovou sukcinilaci (Duncan et al., 2008; Hreczuk-Hirst et al., 2001) nebo modifikaci

pomoci PEG (Suk et al., 2016)).
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Vysledky z in vivo multimodalniho zobrazovani mySi se syngenimi
orthotopickymi nadory mlécnych zlaz byly ve shod¢ s in vitro poznatky. Obecné vyssi
fluorescencni signal z jater a lymfatickych uzlin u MN skupiny pfi métfeni fluorescence
in vivo ukazuje na vyssi akumulaci mananového konjugatu bez POX. Toto je v souladu
1 s naSim pfedpokladem zalozenym na vysledcich predchozich studii, které¢ ukazali, ze
POX prodluzuje cirkula¢ni ¢as polymerii v organismu, snizuje akumulaci v organech a
déla polymer méné napadnym pro imunitni systém (Duncan et al., 2008; Hreczuk-Hirst
et al., 2001). Nizsi akumulace v organech, jako jsou jatra, ledviny a slezina, poskytuje
konjugatu vyhodu tim, ze snizuje nezadouci vedlejsi ucinky v organech, které nejsou
konjugatem primarné€ cileny. Na druhou stranu nevyhodou snizené akumulace je to, ze
akumulace POX modifikovaného konjugatu je snizena nejen v orgdnech mimo primarni
cileni, ale i vnadoru a v cilenych lymfatickych uzlinach. Spolu s pasivnim cilenim
pomoci efektu EPR, MN konjugat poskytuje lepsi primarni aktivni cileni nez MNOX, a
to zejména diky své vyssi afinit€¢ k DC-SIGN receptortim. Je dilezité zminit, Ze DC-
SIGN receptory jsou pritomny na makrofazich, zvlasté¢ pak téch, které se nachazeji
v SLN, kde se nejcastéji vyskytuji primarni metastazy. Proto je vhodné aktivné cilit tyto
mista s primdrnimi metastdzemi jiz v raném stadiu nddoru. Nami testované mananové
konjugaty s navazanym POX maji ziejmé& niz8i dostupnost mandzy pro vazbu s DC-
SIGN receptory, a také mirné€ nizsi obsah fluorescen¢ni barvy IR800CW. Pro precizni
vyvazeni benefiti POX modifikace v manovych konjugatech tak, aby byly
maximalizovany benefity této modifikace, pfedev§im niZ§i akumulace v organech, a
zaroven zachovana vysokd mira aktivniho cileni do nddoru a lymfatickych uzlin, je
potieba jeste dalsich studii.

Pfestoze mananové konjugéty byly akumulovany hlavné v SLN, pozorovali jsme
akumulaci 1 v jinych uzlinach. Mira a casovy pribéh akumulace ve vzdalenéjSich
uzlindch od nddoru ndm umoznila sledovat priibéh Sifeni naSich konjugétii lymfatickym
syst¢tmem. MRI, které méfilo signal pfimo ze SLN bez kontaminace signalem z mista
injekce polymerii, potvrdilo preferecni akumulaci mananovych konjugéti
v lymfatickych uzlinach, tato akumulace byla vyrazné lepsi nez v ptipadé kontrolni,
komercn€ dostupné kontrastni latky GM. Tyto vysledky z MRI jsou plné v souladu
s vysledky z fluorescen¢niho méteni.

Fluorescencni signal z orgdnt (jater, ledvin a sleziny) méfeny ex vivo klesal
v Case, a to u obou typli mananovych konjugati. Tento trend ukazuje na postupnou

degradaci a eliminaci téchto polymernich konstrukt. Degradace a eliminace, respektive
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pokles signdlu, byla pomalejsi u MNOX, toto zjisténi koresponduje s poznatky
ziskanymi 1 vjinych in vivo studiich skonjugaty zalozenymi na pfirodnich
polysacharidech (Duncan et al., 2008; Hreczuk-Hirst et al., 2001). Postupné degradace a
eliminace je pak dalsi z biologickych vlastnosti, které potvrzuji, Ze mananové konjugaty
jsou vhodné pro zamyslené klinické vyuziti (Naahidi et al., 2017). Nicmén¢ v nasi studii
byly 1 vyjimky. Pokles fluorescence u MNOX skupiny nebyl v pfipadé SLN, axilarni
lymfatické uzliny na nddorové stran¢ a nddoru kontinualni. Fluorescen¢ni signal u MN
skupiny byl in vivo 1 ex vivo vzdy vyss$i se dvéma vyjimkami, a to hodnotou
fluorescenc¢niho signalu z axilarni lymfatické uzliny na nadorové stran¢ v sedmy den po
aplikaci a hodnotou fluorescen¢niho signalu z nadoru v den tfi. V téchto dvou ptipadech
by fluorescencni signal vyssi u MNOX skupiny. Tyto vysledky mohou byt zptisobeny
vlivem modifikace pomoci POX, konkrétné pomalejSim bunéénym pohlcovanim,
zpomalenou biodegradaci a prodlouzenim cirkula¢niho casu.

Doplnéni komplexniho obrazu o testovanych konjugatech poskytl 1 test MTT,
ktery opét potvrdil biokompatibilitu a netoxicky charakter mananovych konjugatu.
Vysledky byly v souladu s hypotézou, Ze mananové konjugaty jsou netoxické i pfi
vyssich testovanych koncentracich. Histologicka analyza vnitfnich organti potvrdila
ptedpoklad, ze mananové konjugéaty nemaji nezadouci vliv na tyto orgdny. Jak bylo jiz
diive ukazano, Gd** miize mit negativni dopad na organismus, pokud je odstépen z vazby
(Lansman, 1990; Oh and Park, 2014; Yongmin et al., 2013; Zhou and Lu, 2013).
Nicméné tento potencionalné negativni efekt Gd** byl u mananovych konjugati
vylou¢en, protoze Gd*" byl navazan na konjugaty v podobé v chelatového komplexu.
Chelaty Gd** jsou také schvélené pro klinické pouziti a rutinné pouZivany, coz by mohlo
podporit snadné zaclenéni nasich mananovych polymert do budouci klinické praxe.

Polymery na bazi mananu tedy mohou slouzit k diagnostice SLN. V budoucnu
by mohly byt, stejné jako glykogenové konjugaty, vylepSeny navazanim léciva, které by
se uvolnilo z vazby za specifickych podminek (jako naptiklad pti zménén pH), a stat se

tedy bezpecnym a specifickym drug delivery systémem.
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8 Zavéry

a) Obé platformy polysacharidovych nosic¢i 1éciv (glykogenové i mananové

konjugaty) jsou netoxické a biokompatibilni

Opakované bylo potvrzeno, ze glykogenové i mananové konjugaty jsou netoxicke, a

tedy vhodné pro vyuziti v biomedicing. Testy byly provedeny in vitro i in vivo.

b) Obé platformy polysacharidovych nosi¢i 1é¢iv (glykogenové i mananové
konjugaty) jsou vhodné pro multimodalni zobrazovani, které bylo uspésné

provedeno in vitro i in vivo

Prokdzali jsme, Ze polysacharidové nosie jsou vhodné pro multimodalni
zobrazovani, jak pomoci MRI, tak 1 FLI. Obé metody se v zdkladnim a preklinickém
vyzkumu vhodné dopliuji. Je také predpoklad, ze versatility polysacharidovych nosici

umozni navazani i ptipadné jiné zobrazovaci modality.

¢) Mananové konjugity prokazaly schopnost akumulace v SLNs diky cileni na

DC-SIGN receptory

Pomoci FLI a MRI jsme potvrdili pfedpoklad, Ze mananové konjugaty budou

akumulované v SLN a jinych lymfatickych uzlinach diky cileni na DC-SIGN receptory.

d) Funkcionalizace pomoxi POX sniZuje akumulaci konjugati v organech

Niz$i akumulace konjugati modifikovanych pomoci POX odpovida ptedpokladu, ze
modifikace polymetyloxazolinem sniZuje rozpoznatelnost pfislusného konjugatu.

Ukézalo se, ze mnozstvi navazaného POX ovliviiuje miru akumulace v organech.
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9 Zivotopis autorky diserta¢ni prace

Pracovni zku$enosti

Roche
Produktovy a marketingovy manazer pro tkanovou diagnostiku a onkologii, 2021 — nyni
e Zajistovani odbornych skoleni pro obchodni oddé€leni
e Piipravovani materialt pro zékazniky
e Pieklady a kontrola globalnich materiala
e Komunikace se zdkazniky a zajistovani jejich potieb
e Studium produktového portfolia a histologie/patologie
e Optimalizace feseni pro laboratofe patologie
e Spoluprace na ¢lancich do Labor Aktuel

Sotio
Vyzkumny pracovnik preklinického oddéleni, koordinator preklinickych studii, 2019 —
2021
e Komunikace s komerénimi vyzkumnymi organizacemi, zajiStovani kontraktl a
studii
e Design preklinickych in vivo studii, kontrola protokolt ke studiim
e Analyza vysledkl a ndsledné psani reporti
e Podpora obchodniho, vyrobniho a klinického oddé€leni (ptiprava piehledt
soucasnych poznatkii ohledn¢ imunoonkologie)
e Provadéni a organizace laboratornich in vitro testh
e Spoluprace na odbornych publikaci

IKEM
Jiny odborny pracovnik, 2012 — 2019
e Testovani novych nano€astic a drug delivery systému pro nadorovou diagnostiku
e Kultivace bunéénych linii, produkce novych GMO bunéénych linii, fluorescenci
mikroskopie, testovani cytotoxicity, prace s pokusnymi zvifaty (mysi, potkani),
optické in vivo zobrazovani (fluorescence a luminiscence)
e Vedeni studentského grantu UK (GAUK) — managment malé vyzkumné skupiny,
planovani experimentil a prace, planovani a vedeni rozpoctu, piiprava publikaci
a vystupt na konferencich
e Ptiprava odbornych ¢lankt
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Vzdélani

Doktroské studium

2014 -

nyni

Univerzita Karlova, Pfirodovédecka fakulta

program Fyziologie zivocicht

diserta¢ni prace zpracovavana v IKEM ve spolupraci s UMCH AVCR
zavedeni n€kolika metod (MTT test, indukce nadorii) na pracovisti
hlavni feSitelka GAUK

Magisterské studium

2012 -

2014

Univerzita Karlova, Prirodovédecka fakulta

program Fyziologie zivo¢ichl

statni zkousky z pfedméti Molekularni fyziologie, Farmakologie/Toxikologie,
Fyziologie, Buiiky a tkané in vitro

jeden semestr ve Francii (Université de Poitiers) v ramci programu Erasmus
téma diplomové prace: Metabolismus novych polysacharidickych nanomateriali
pro biomedicinalni aplikace

Bakalarské studium

2009 -

2012
Univerzita Karlova, Pfirodovédecka fakulta
program Biologie

Odborné kongresy/konference/kurzy

45th CRS Annual Meeting 22-24/07/2018 « USA, New York ¢ prezentace formou
posteru

44th CRS (Controlled Release Society) Annual Meeting 16-19/07/2017 « USA,
Boston ¢ prezentace formou posteru

24th Biennial Congress of the European Association for Cancer Research 09 -
12/07/2016 « UK, Manchester * prezentace formou posteru

RECOOP 2015 Annual Project Review, 6th TriNet Meeting 15-18/10/2015
Praha ¢ prezentace formou posteru a prednaska

European Cancer Congress 25-29/09/2015 « Rakousko, Viden ¢ prezentace
formou posteru

Mikroskopické metody v biomedicing 12-16/10/2015 « kurz organizovany CSMS
(Ceska a Slovenska mikroskopické spoleénost) a UMG AVCR

Mezindrodni workshop ,,Magnetic Resonance Studies® 21-23/05/2015 -«
Rakousko, Semmering ¢ pfednaska

19. setkani MR sekce 17-19/03/2015 « organizatofi: MR sekce RS CLS JEP a
Radiologické klinika LF MU a FN Brno-Bohunice
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Kurz odborné ptipravy k ziskani kvalifikace a odborné zpusobilosti na useku
pokusnych zvitat dle §15d odstavce 2 pismeno a) zdkona ¢. 246/1992 Sb., na
ochranu zvifat proti tyrani, v platném znéni 12/2014

Sobriiv den 11/06/2014 + XXVIIL. Konference o hyperlipopreteinémii e
organizovano Centrem preventivni kardiologie 3. interni kliniky VFN v Praze a
Ceskou spole&nosti pro aterosklerézu

Sobriiv den 12/06/2013 + XXVII. Konference o hyperlipopreteinémii e
organizovano Centrem preventivni kardiologie 3. interni kliniky VFN v Praze a
Ceskou spole¢nosti pro aterosklerézu

Inovace Phd. Studia pro biotechnologické aplikace 27 - 31/05/2013 « workshop:
Transportni mechanismy a povaha transportnich mechanismii * organizator:
Contipro Biotech

Skola molekularnich biotechnologii — nanotechnologie pro medicinu 20 -
24/05/2013 « workshop: Nosi¢ové systémy pro biologicky aktivni materialy
organizator: Contipro Biotech a VUT v Brn¢
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