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ABSTRAKT

Diplomova prace je zaméfena na piipravu liposomi pomoci relativné nové metody
nanofluidizace. Tato metoda umoziuje kontrolovanou piipravu malych unilameldrnich
liposomil v jednom kroku. Ve své praci jsem se zaméfila na optimalizaci ptipravy liposomu
nesoucich hydrofobni cytostatikum pomoci této metody. Dale jsem se zabyvala stanovovanim
cytotoxického uc¢inku liposomi nesoucich hydrofobni cytostatikum in vitro na bunécnych
linich A549 a MCF-7. V testech cytotoxicity jsem srovnavala u¢inek hydrofobnich cytostatik
(paclitaxel, derivaty vitaminu E, konkrétné¢ a-TOS a a-TEA) inkorporovanych do liposomi
pripravenych metodou nanofluidizace a liposomu piipravenych metodou hydratace lipidového
filmu. Pro liposomy pfipravené metodou nanofluidniho sméSovani byla vypracovéana
technologie lyofilizace v prostfedi sacharidovych kryoprotektiv.

ABSTRACT

This diploma thesis is focused on preparation of liposome by relatively new method called
nanofluidisation. This method allows the controlled preparation of small unilamellar
liposomes in one step. In my thesis I was dealing with optimalization of liposomes
preparation which carry hydrophobic cytostatics using this method. Cytotoxic effect
of liposomes carrying hydrophobic cytostatics in vitro on cell lines A549 and MCF-7 was
determined. In cytotoxicyty test I compared the effect of hydrophobic cytostatics (paclitaxel
and derivates of vitamin E specifically a-Tos, a-TEA) that were incorporated into liposomes
prepared via nanofluidisation method and lipid film hydration method. Moreover,
a technology of lyophilisation in the presence of cryoprotectants for preparation of liposomes
using the method of nanofluidisation was developed.
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2 UVOD

V soucasné dobé jsou liposomy velmi intenzivné zkoumany, jelikoz se jevi jako idedlni
nosice léciv. Liposomy jsou vezikuly, které jsou tvoiené lipidovou dvojvrstvou a vnitfnim
vodnym objemem. Jako nosi¢e mohou poskytnout 1é¢ivu metabolickou ochranu, prodlouzit
dobu jejich cirkulace, snizit toxicitu, cilit lé¢ivo do mista zddané¢ho ucinku a kontrolovat
uvolnovani transportovaného I€ku. Liposomy predstavuji netoxické biokompatibilni
nanocastice schvalené FDA a EMA pro pouziti v humanni medicin€. Jejich vyhodou
je ito, ze mohou transportovat jak hydrofilni Ié¢iva, tak hydrofobni lé¢iva.

Avsak navzdory zna¢nému vyzkumu téchto nanocastic v poslednich 50 letech nepostupuje
klinicky pokrok tak rychle, jak naznaCovalo mnoZstvi pozitivnich vysledki. Omezeni
v oblasti farmaceutického vyvoje je zplsobeno problémy se zajiSténim kvality a naklady
na vyvoj komer¢niho preparatu. Zabezpeceni kvality zahrnuje otazky tykajici se vyrobniho
procesu a stability liposomu. Proto je tedy snaha vyvijet nové postupy jejich piipravy.

Existuji dva zakladni zpisoby ptipravy liposomi. Prvnim je metoda, pii které dochazi
ke vzniku velkych vezikul, jejichz velikost je nasledné redukovana pouZzitim dalSich procest
jako je naptiklad extruze, sonikace atd. Druhou moZnosti je pfima tvorba malych
unilamelarnich liposoml napf. metodou etanolového vstfikovani. Relativné novou oblasti
syntézy liposomll je nanofluidizace. Tato metoda ndm umoziuje kontrolovatelny proces
vyroby malych unilamelarnich vezikul a snizuje Cas ptipravy liposomi. Ve své praci se budu
zabyvat moznosti vyuziti metody nanofluidizace pro pfipravu liposomil nesouci hydrofobni
cytostatika. Nasledn¢ budu tuto metodu porovnavat s metodou hydratace lipidového filmu,
ktera je bézn¢ vyuzivana pro laboratorni piipravu liposomt.

Mezi studovand hydrofobni cytostatika patii derivaty vitaminu E, konkrétné a-TOS
a o-TEA. Bylo zjisténo, ze tyto latky indukuji bunécnou apoptdzu selektivné viici nadorovym
buitkdm. Ddle u nich byla prokdzana jejich antiproliferacni aktivita in vitro. Studie také
potvrzuji, ze tyto latky vykazuji cytotoxické ucinky proti Sirokému spektru nadori zejména
rakoviny prsu, plic, prostaty a tlustého stieva. Na zaklad¢ téchto vysledkti se derivaty
vitaminu E jevi jako latky vhodné pro vyuziti pfi lé€bé karcinomul.

Dal$im studovanym hydrofobnim cytostatikem je paclitaxel. Tato latka se dlouhodobé
vyuziva v klinické praxi k 1é€bé rakoviny prsu a vajecnikd. Pro aplikaci se pouziva smés
paclitaxelu rozpusténého ve smési Cremophoru a bezvodého etanolu. Cremophor je vsak
spojovan s fadou vedlejSich ucinkll zahrnujici pfecitlivélost, nefrotoxicitu a neurotoxicitu.
Moznost snizeni toxicity nabizi inkorporace paclitaxelu do membran liposomi, které
by ho mohli dopravit na misto u¢inku a zaroveii zamezit nezadoucim vedlej$im u¢inkiim.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Liposomy
Poprvé byly liposomy popsany v roce 1961 britskym hematologem Dr. Alecem Banghamem,
kterému se povedlo je objevit, pti testovani novych elektronovych mikroskopt [1].

Liposomy jsou lipidové castice, které se svoji strukturou podobaji membranam. Jelikoz
jsou lipidy amfifilni molekuly slozené z hydrofilni a hydrofobni ¢asti, dochédzi pfi jejich
kontaktu s vodou k odpuzovani mezi hydrofobnimi ¢astmi lipidti a molekulami rozpoustédla,
coz zpusobi samouspotadani do formy liposomti. Liposomy jsou tedy slozené z vodného
objemu obalen¢ho lipidovou dvojvrstvou, jak je patrné z obrazku 1.

Liposomy jsou biokompatibilni a biodegradovatelné, diky cemuz jsou vhodné
pro biomedicinsky vyzkum. Jejich nespornou vyhodou také je, Ze mohou transportovat
jak hydrofilni, tak hydrofobni lé¢iva. Hydrofobni 1é¢iva se zabuduji do jejich membrany,
zatimco hydrofilni 1éCiva jsou uzaviena v jejich vodném vnitfnim objemu. V soucasné dob¢
jsou liposomy vyuzivany a nadéle studovany jako vhodni kandidati pro transport 1é¢iv. Jako
jiz bylo zminéno v uvodu, liposomy jako nosiCe piinaSi fadu vyhod, mezi které patii
metabolickd ochrana lé¢iva, prodlouZeni doby jeho cirkulace, sniZeni toxicity, cileni
do mista zddan¢ho ucinku a kontrolované uvoliiovani transportovaného 1é¢iva [1],[2].

8 Lipidova dvojvrstva
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Obrazek 1:Schematické zobrazeni struktury fosfolipidu a liposomu [3]

3.1.1 Rozdéleni liposomi
Liposomy rozdélujeme podle velikosti a lamelarity nebo podle zptisobu jejich ptipravy.
Nicméné klasifikace podle velikosti a lamelarity je nejcasté;jsi.

Podle lamelarity se liposomy déli na unilamelarni (ULV) a velké multilamelarni (MLV),
poptipadé velké multivezikularni (MVV). Unilamelarni liposomy se dale d¢li dle velikosti
na malé (SUV) a velké (LUV). Jednotlivé typy liposomtl jsou zobrazeny na obrazku 2.
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Obrazek 2: Rozdéleni liposomii podle velikosti a morfologie [5]

Malé unilamelarni vezikuly (small unilamellar vesicles, SUV)

SUV jsou vezikuly tvofené jednou lipidovou dvojvrstvou o priméru piiblizné¢ 50 nm.
Od jinych liposomt se odliSuji vysokym povrchovym napétim zpiisobenym znaénym
zakiiveni membrany. Diky své velikosti jsou schopny unikat z cévniho fecisté¢ extra-
vaskularné ptes endotel kapilar do okolnich tkani a mohou tak byt vyhodné jako cilené nosice
léciv. Na druhé strané jsou tyto malé vezikuly po fyzikalné-chemické strance relativné
nestabilni. Dal$i nevyhodou je, Ze inkorporace hydrofilnich molekul 1é¢iva je omezena malym
vnitfnim objemem.

Velké unilamelarni vezikuly (large unilamellar vesicles, LUV)

Tento typ unilamelarnich vezikul ma pramér vétSi nez 50 nm. LUV vykazuji nizké
membranové napéti a vEétsi stabilitu nez SUV. Dale maji pomérné vysoky podil obsahu vody,
a jsou tedy vhodné jako nosice hydrofilnich 1éCiv.

Velké multilamelarni vezikuly (multilamellar large vesicles, MLV)

Mnohovrstevné vezikuly maji velikost v rozmezi 100-1000 nm. Obsahuji velky pocet
lipidovych dvojvrstev, které zapficinuji zpomalené uvoliiovani enkapsulovaného hydrofilniho
léciva. Tyto vezikuly také vykazuji vy$si enkapsulacni kapacitu pro hydrofobni latky.

Multivezikularni vezikuly (multivesicular vesicles, MVV)

V tomto typu liposomi je v jedné vétsi vezikule enkapsulovano vice mensich vezikul. Tento
typ liposomil vznika také jako vedlejsi produkt pii vyrobé jinych typl, zejména MLV [4].
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3.1.2 Enkapsulace 1é¢iv do liposomu

Metody zapouzdieni léCiva v liposomech miizeme rozdélit do dvou podskupin. Pasivni
zachyceni, ve kterém k zapouzdieni 1é¢iva dochazi v priitbéhu procesu formovani vezikulu
a aktivni zachyceni, ve kterém je 1é¢ivo zachyceno az po vytvoreni vezikulu.

Pasivni zachyceni

K zapouzdieni hydrofilnich léciv dochazi v pribéhu hydratace lipidd v pfitomnosti
hydrofilniho 16¢iva. Cast 1é¢iva je totiz zachycena uvniti liposomu a uzaviena v jeho vodném
vnitinim objemu. Lécivo, které zlstalo v rozpoustédle, je odstranéno gelovou filtraci,
ionexovou chromatografii nebo dialyzou.

Pti ptipravé liposoml nesoucich hydrofobni latky se postupuje nasledujicim zptisobem.
Hydrofobni 1é¢ivo se rozpusti v organickém rozpoustédle spolu s fosfolipidy. Rozpoustédlo
je odstranéno vakuovou evaporaci za vzniku fosfolipidového filmu. B&hem nasledné
hydratace fosfolipidového filmu zlstdvaji hydrofobni latky zachycené ve fosfolipidové
dvojvrstveé [1],[6].

Aktivni zachyceni

Léciva amfifilni povahy mohou byt inkorporovana do liposomu aZ po vytvofeni lipidové
membrany. Tato 1éCiva jsou velmi téZzko zadrzovéna uvniti liposomu, protoze jsou schopna
difundovat pfes lipidovou membranu.

Pti aktivni zachyceni se upravi podminky uvniti liposomu tak, aby se pfi nich 1é¢iva
nachazela v ionizovaném stavu. LéCivo rozpusténé v roztoku tedy vstupuje do liposomu
difuzi skrz membréanu v neionizovaném stavu. Uvnitt liposomu je pfevedeno na ionizovanou
formu, ktera jiz neni schopnéa difundovat ven. LéCivo se tak hromadi uvniti liposomu. Tento
princip je vyuzivan pro inkorporaci protinddorového lé¢iva doxorubicinu [6],[7].

3.1.3 Interakce liposomu s butikou
RozliSujeme tfi mechanismy, kterymi mlZze liposom transportovat sviij obsah do buiky,
a to endocytozu, adsorpci a fizi. Schéma téchto mechanismi je zndzornéné na obrazku 3.

Endocytéza

Pfi endocytdze dochéazi k vazbé liposomil na receptory bunék a k vytvotfeni endocytického
vacku, ktery je ndsledné odSkrcen za vzniku ¢asného endosomu. Ve fazi ¢asného endosomu
dochazi k rozpojeni komplexu liposom-receptor vlivem kyselého pH uvnitt systému
a k transportu receptoru transportnim vackem zpét na bunéénou membranu. Nasledné se ¢asné
endosomy méni na pozdni endosomy.

Pozdni endosom ma kyselejSi pH nez <casny a vyskytuji se vném
nékteré hydrolytické enzymy dopravené =z Golgiho aparatu, které zahajuji rozklad
endosomového obsahu. Liposomalni fosfolipidy jsou hydrolyzovany na mastné kyseliny
a mohou byt zabudovany do fosfolipidi bunéénych membran. Pozdni endosom poté splyva
s lysosomem.
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Lysosom je buné¢na organela, ktera ma pH 4,5 a obsahuje velké mnozstvi hydrolytickych
enzymtil. Obsah liposomil je tedy uvolnén do lysozomu a odtud je odstraiiovan exocytézou
nebo pronika difuzi do cytoplasmy.

Adsorpce na povrch buiky

Adsorpce liposomu na bunéénou membranu je nejcastéj$i formou interakce. Liposom muze
zustat adsorbovany na buiice po delsi dobu nebo mtize dojit k extensivni vyméné lipidi mezi
liposomem a bunéénou membranou.

Fuze

Faze liposomu s bunéénou membranou zahrnuje Uplné splynuti liposomélni a bunécné
membrany, ¢imz se uvolni liposomalni obsah do cytoplazmy bunky. Fuaze liposomui
s bunnkami probiha pomérné ziidka, jelikoz tento proces vyzaduje specifické fuzni proteiny
nebo peptidy. Tento proces mizeme podpofit pridavkem fuzogennich lipidi do liposomové
membrany [8].

Adsorpce

Endocytoza

Uwolnéni obsahu
liposomu

Obrazek 3: Interakce buriky s liposomem [9]

3.1.4 Komponenty liposomi

Podstatnou ¢ast liposomt tvoii fosfatidylcholin nebo smési obsahujici rGzné druhy
fosfatidylcholinu, které se 1isi délkou fetézcli mastnych kyselin a jejich stupném nasyceni.
Dale mohou liposomy obsahovat i1 jiné fosfolipidy, jako je napt. fosfatidylglycerol,
fosfatidyletanolamin a sfingomyelin. Do liposomi byva ¢asto zabudovan i cholesterol, jehoz
ptidavkem dochazi ke sniZeni fluidity a tim i permeability liposomalnich membran [4].
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Fosfolipidy
Nejbeznéjsi fosfolipidy pouzivané pro ptipravu liposomt jsou fosfatidylcholiny (struktura
fosfatidylcholinu je zndzornéna na obrdzku 4), které mizeme rozdélit na pfirodni, ziskdvané
z vajec (EPC) ¢i sdji (SoyPC), nebo syntetické (PC). Piirodni fosfatidylcholiny jako je EPC
a SoyPC obsahuji mnozstvi polynenasycenych mastnych kyselin, coz je ¢ini méné stabilni
vici oxidaci nez v ptipadé nasycenych syntetickych fosfolipida.

Fosfolipidy se skladdaji z hydrofilni fosfdtové casti a hydrofobni casti slozené
z uhlovodikovych fetézct. Uhlovodikové fetézce tvoii vnitini ¢ast liposomu a fosfatova cast
tvofi vnéjsi ¢ast dvojvrstvy. Hydrofilni ¢ast mize byt modifikovana navazanim dalSich latek,
napft. polyethylenglykolu (PEG), ktery se pouZziva k prodlouzeni cirkulace liposomi v krvi.

i
:
3

Obrazek 4: Schematické znazornéni struktury fosfolipidu fosfatidylcholinu [10]

Diilezitym kritériem pro vybér vhodnych fosfolipidi je teplota fazového ptechodu (T.), ktera
je definovana jako teplota, pfi které je struktura fosfolipidové dvojvrstvy pievedena
z uspoiadané gelové faze do neuspoiadané kapalné faze. T. zdvisi na délce uhlovodikového
fetézce, stupni nasyceni, ndboji a druhu polarni skupiny. Pouzitim fosfolipidii s vysSimi
teplotami fazového pfechodu ziskdme dvojvrstvy, které jsou stabilnéjsi, ¢imz se snizuje
moznost predCasného propusténi enkapsulované slozky z liposomu. Na druhé strané
v piipadé, Ze teplota fdzového ptfechodu vybranych fosfolipidii je pfili§ vysoka, mize
dochazet k denaturaci zapouzdienych 1é¢iv pii piipravé liposomt, kterd musi probihat nad
hodnotou T.. Proto musime dbat na to, aby vybrané fosfolipidy méli teplotu fazového
ptechodu takovou, ktera brani pfed€asnému uniku enkapsulovanych slozek, ale umoznuje
praci pii teplotach, které nezptisobuji denaturaci enkapsulované slozky [6].
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Cholesterol

Fosfolipidova dvojvrstva si zachovava organizovanou strukturu, ale jeji jednotlivé slozky
v ni vykonavaji nékolik riznych zplisobii pohybu. Mezi pohyby, které jsou vykondvany
fosfolipidy v dvojvrstvé, patiirotace molekul, laterdlni pohyb (,,pluti v membranc)
a flip-flop pohyb (pteklapéni molekul z jedné vrstvy fosfolipidit do druhé).

Cholesterol je slozka, ktera se ptidava do liposomt za ucelem stabilizace fosfolipidové
dvojvrstvy. Ptitomnost cholesterolu ve fosfolipidové dvojvrstvé snizuje preklapéni molekul
lipidG zptisobem flip-flop a snizuje jejich laterdlni pohyb v membrané. Pridany cholesterol
obecné stabilizuje fosfolipidovou dvojvrstvu. Obsah cholesterolu v liposomech byva
v rozmezi mezi 30-45 mol% v zavislosti na poZadované elasticité¢ a fluidit€¢ dvojvrstvy.
Cholesterol je v liposomu umistén ve vnitini ¢asti fosfolipidové dvojvrstvy a slouzi k zaplnéni
mezer vytvoienych z divodu nedokonalého sbaleni fosfolipidovych molekul [6]. Cholesterol
je v membrané¢ orientovan tak, aby jeho hydrofilni hydroxylova skupina smétovala
k vodnému prosttedi (viz. obrazek 5).

cholesterol

Obrazek 5: Uspoiadani fosfolipidové dvojvrstvy s inkorovoanym cholesterolem [6]

3.2 Metody pripravy liposomiu

V soucasné¢ dob¢ existuje pomérné Sirokd Skdla metod slouzicich k ptipravé liposomu.
Typ zvolené metody vyznamné ovlivituje druh, velikost a homogenitu vznikajicich liposomi
a také jejich enkapsulacni t€innost pro danou latku.

Vlastnosti, jako je jednotnd velikost Castic a dobrd koloidni stabilita jsou nezbytné
pro liposomy, které maji byt vyvinuty jako invivo nosiCe léciv. Velikost liposomi
ma rozhodujici vliv na kapacitu, obsah G¢inné latky, biodistribuci, rychlost clearance apod.
Z tohoto diivodu je nezbytné, aby byl zplisob pifipravy liposomi reprodukovatelny. Jednim
z hlavnich parametri hodnoceni liposomalnich preparati jako nosic¢i léCiv je kontrola
distribuce jejich velikosti a {-potencial.

V této kapitole jsem popsala nékolik zakladnich metod, které se nejcastéji pouzivaji
pro ptipravu liposomu [11].
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3.2.1 Hydratace lipidového filmu

Tato metoda je zalozena na tvorbé liposomti hydrataci tenkého lipidového filmu. Lipidovy
film je tvofen z vice lipidovych dvojvrstev naskladanych na sebe. Tyto vrstvy zacnou
disledkem hydratace bobtnat a v pritbéhu michani se zformuji do MLV.

Prvnim krokem pfi piipravé liposomi touto metodou je rozpusténi lipidd v organickém
rozpoustédle, tak aby vznikla homogenni smés. Jako organické rozpoustédlo se nejcastéji voli
chloroform nebo smés chloroformu a metanolu. Po ditkkladném rozpusténi a promiseni lipidu
v organickém rozpoustédle se rozpoustédlo odpaii na rota¢ni odparce, ¢imz ziskame tenky
lipidovy film. Hydratace suchého lipidového filmu se provadi prostym ptidanim vodného
média do baiky a promichavanim. Teplota hydrata¢niho media by méla byt nad T, lipidu.
Jako vhodné hydrata¢ni médium se pouziva destilovana voda, tlumivé roztoky, fyziologicky
roztok nebo neelektrolyty, jako jsou napt. roztoky sacharidu.

Produktem hydratace jsou MLV, jejichz velikost a morfologie mlize byt upravena riznymi
sekundarnimi proces, napt. sonikaci, extruzi nebo vysokotlakou homogenizaci, mikrofluidni
homogenizaci nebo mrazenim a rozmrazovanim [11]. Teoretické modely ptipravy liposomu
vychdzi z hydratace fosfolipidové dvojvrstvy a nésledné vesikulace nebo jsou liposomy
formovany z fragmentl lipidové dvojvrstvy. Procesy formovani liposomli jsou zndzornény
na obrazku 6.

fragment lipidové dvojvrstvy

such lipidovy film vodni faze bobtnani

Obrazek 6: Teoreticky model mechanismii vzniku liposomi [11]. Na obrazku 6 je zobrazen
jednotny koncept vzniku lipidovych membran a jejich fragmentt. Zakladni procesy vedouci ke vzniku
liposomi jsou: A) Hydratace suchého lipidového filmu vodnou fazi, kdy dochazi k bobtnani
a v pribéhu michani ke zformovani MLV; B) Transformace MLV na LUV mechanicko-fyzikalnimi
procesy (napf. extruze, vysokotlakd homogenizace); C) Tvorba fragmentii lipidni membrany (napf.
deskovité smésné micely) a jejich vesikulace (napf. metoda odstranéni detergentu, metoda
proliposom-liposom). Vytvofené¢ fragmenty lipidové dvojvrstvy jsou nestabilni a nasledné spontanné
vesikuluji za tvorby SUV a LUV.
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3.2.2 Sonikace

Pti sonikaci dochazi k rozruseni MLV pouzitim zvukové energie za vzniku SUV s primérem
v rozmezi asi 15-50 nm. Pro pfipravu liposomi lze vyuzit dvou technik a to sonikaéni sondy
nebo sonika¢ni vodni lazné.

Pti sonikaci pomoci sondy, je Spicka sonikatoru ponotfend pfimo do liposomové disperze.
Tato technika je vhodna pro mensi objemy vzorku. Jeji nevyhodou je, ze v priabéhu sonikace
dochazi k uvoliiovani energie a tim k ptehfivani vzorku a ptfipadné oxidaci nenasycenych
lipidd. Nadoba se vzorkem tedy musi byt umisténa v ledové lazni. Dal§i nevyhodou
je, Ze se ze sondy mohou uvoliovat titanové ¢astice, které kontaminuji vzorek.

Z téchto divodu je pouzivangjsi technikou sonikace ve vodni lazni, ktera se provadi
umisténim zkumavky obsahujici suspenzi ve vodni lazni po dobu 5—-10 minut. Stfedni velikost
a distribuce liposoml je ovlivnéna slozenim a koncentraci liposoml, objemem vzorku,
teplotou, dobou pisobeni ultrazvuku a nastavenim vykonu sonikatoru. Vzhledem k tomu
je témef nemozné reprodukovat podminky pifi pouziti ultrazvuku. Rovnéz vzhledem
k vysokému stupni zakiiveni SUV membran, jsou tyto ¢astice nestabilni a mohou spontanné
tvoftit vétsi vezikuly [12].

3.2.3 Extruze
Extruze je jednoducha metoda slouzici k ziskani liposomt o urcité velikosti. K extruzi
se vyuziva extrudér s polykarbondtovymi membranovymi filtry. MLV liposomy jsou
opakované protlacovany polykarbonatovymi filtry s definovanou velikosti porti za vzniku
castic, které maji primér o podobné velikosti, jako je velikost porit pouzitého filtru. Tato
metoda je jednoduchym a rychlym zpisobem ziskani homogenniho vzorku [13].

Pro extruzi mize byt pouzit rucni extrudér (viz. obrazek 7), ktery je vhodny pro mensi
mnozstvi vzorku nebo vysokotlaky extrudér (viz. obrazek 8) pomoci kterého lze extrudovat
vétsi objemy.

Obrizek 7: Ruéni extrudér LiposoFast (Avestin, Kanada) (laboratof NanoPharm, VUVeL Brno)
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Obrazek 8: LIPEX 10 (Avestin, Kanada) (laborato¥ NanoPharm, VUVeL Brno)

3.2.4 Opakované zmrazovani a rozmrazovani

Tato technika spociva v opakovaném rychlém zmrazeni liposomt v kapalném dusiku nebo
smési suchého ledu s acetonem, a v nasledném rozmrazeni nad teplotu fdzového piechodu.
K morfologickym zméndm liposomi dochazi disledkem dehydratace polarnich skupin
fosfolipidi a vytvotfenim trhlin ve fosfolipidové dvojvrstvé piisobenim ledovych krystalk,
které vznikaji béhem zmrazeni. Timto zpisobem lze ptipravit MLV nebo LUV s vysokym
podilem vodné faze ve vezikulech [14].

3.2.5 Vysokotlaka homogenizace
Vysokotlakd homogenizace je jednoduchd a rychld metoda ptipravy unilamelarnich
a oligolamelarnich liposomil o priméru asi 30—80 nm v zavislosti na pouZzitém tlaku.

Pii pouziti této techniky je vodna suspenze liposomil umisténa v komote cely pfi
laboratorni teploté a je rychle protlacovana pii vysokém tlaku pfes maly otvor. V jediném
kroku se tak transformuje vice nez 70 % z extrudovanych liposom na homogenni populaci.
Liposomy pfipravené touto metodou jsou stabilni a tedy vhodné jako nosice 1é¢iv [15],[16].

3.2.6 Detergentova metoda
Tato metoda je zaloZena na principu solubilizace lipidového filmu pomoci detergentu
ve vodné fazi za vzniku smésnych micel. Postupnym a kontrolovanym odstraniovanim
detergentu z roztoku smésnych micel dochdzi k jejich pfeméné na diskovité micely.
Splyvanim a vezikulaci diskovitych micel vznikaji liposomy.

Detergent je mozné odstranit fedénim, dialyzou, gelovou filtraci nebo adsorpci. Liposomy
ptipravené touto technikou jsou unilamelarni a jejich velikost zavisi na experimentalnich
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podminkach jako je mnapf. koncentrace fosfolipidli, pocatecni pomér fosfolipida
a detergentu nebo rychlosti odstrafiovani detergentu.

K tvorbé liposomt touto technikou lze vyuzit prakticky vSechny lipidy. Z detergentti
je nejpouzivanéjsi sodnd sul kyseliny zlucové, alkyl(thio)glykosidy a alkyloxypolyethyleny.
Vyhodou této metody je vytvoreni reprodukovatelnych liposomti homogenni velikosti. Hlavni
nevyhodou jsou stopy detergentu v liposomech [17],[19].

3.2.7 Etanolova nebo éterova injekce

Princip metody spociva ve vstiiknuti lipidi rozpusSténych v organické fazi (etanol nebo éter)
do prebytku vodného média. Velkou vyhodou je, ze dochédzi ke vzniku SUV v jednom kroku,
bez pouZziti dalSich metod jako je extruze nebo sonikace. Etanolova injekce ma ale také fadu
nevyhod, mezi néz patii to, ze vznikld populace liposomi je heterogenni (30—110 nm).
Liposomy jsou velmi ziedéné a je obtizné odstranit vSechen etanol, protoze tvori
azeotropickou smes s vodou.

Eterova injekéni metoda se 1isi od etanolové tim, Ze éter je nemisitelny s vodnou fazi.
Vodna fize je zahfivana nad bod varu éteru, ¢imZ dochazi k odstranéni rozpoustédla
z lipidové faze. Vyhodou éterového zplisobu vsttikovani ve srovndni s metodou vstiikovani
etanolu je tedy odstranéni rozpoustédla z produktu [17],[18].

3.2.8 Nanofluidizace

Nanofluidizace je relativné nova oblast syntézy liposomti, kterd se uskutecituje na smeésovaci
kazeté opatfené mikrokandlkem. V principu je metoda podobna etanolové injekci, avSak
miseni je provedeno nanofluidizaci. Vyhodou nanofluidnich systémt je, Ze maji nizkou
energetickou spottebu a nizké vyrobni naklady.

Pti pouziti nanofluidniho miseni je zapottebi mikromixérii, nejcastéji mikromixérii
na principu ,the staggered herringbone micromixer (SHM). SHM je opatien specidlné
umisténymi $ikmymi drazkami na stranach kanalku. Sikmé drazky slouzi k prepravé kapaliny
od vrcholu struktury drazky ke spodnimu okraji mikrokanalku, ¢imz je zabezpeCeno
dostate¢né promichavani [20],[21]. Princip promichavani a struktura kanalka je znazornéna
na obrazku 10.

Principu SHM je vyuzito i v pfistroji Nanoassemblr™ (viz. obrazek 11), ktery umozZiuje
rychlou vyrobu reprodukovatelnych a homogennich nanoc¢éstic. Reakce probihd ve sméSovaci
kazeté se dvéma vstupnimi otvory, kterd je znidzornéna na obrazku 9. Jednim otvorem
vstupuje do kazety lipid rozpusStény v organickém rozpoustédle, druhym vodny roztok.
Smiseni obou kapalin se uskutecniuje v mikrokandlcich opattenych drazkami, podporujicimi
miseni tekutin [22]. V disledku michani rozpoustédla a vodného média se zvySuje polarita
prostiedi, coZ zpusobuje to, Ze se postupné snizuje rozpustnost lipidi a dochazi k jejich
samouspoiadani do rovinnych lipidovych dvojvrstev. S rostouci velikosti téchto rovinnych
dvojvrstev, roste velikost povrchu hydrofobnich fetézct, které se snazi minimalizovat kontakt
s vodnym prostiedim. Dochazi tedy k postupnému ohybani dvojvrstev a jejich nasledné
vezikulaci za tvorby liposomi [23].
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Aplikace nanofluidiky pro syntézu liposomu v zafizenich na bazi lab-on-a-chip dramaticky
snizuje C¢as na piipravu vzorkd a mize byt navic plné softwarové fizena. Velikost lipsomt
je mozno regulovat pomoci nastaveni rychlosti pritoku a poméru organické a vodné slozky
[22]. Mezi kritické faktory pfi piiprave liposomli za pouziti nanofluidizace patii vybér
vhodného rozpoustédla, koncentrace lipidd, iontova sila, pH a typ vodné faze [24].

Hydrofobni
, » L lé¢iva
Lipidy rozpusténé v _ :
rozpoustédle, = /
hydrofobni lé¢iva
Vodni faze, 0
hydrofilni lé¢iva !
Hvdrofilni
ledéra

Obrizek 10: Schematické znazornéni SHM a zndzornéni principu promichavani smési kapalin
[26]
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Obrazek 11: Nanoassemblr™ Banchtop (Precision Nanosystems, Kanada) (laboratof
NanoPharm, VUVeL Brno)

3.3 Charakterizace liposomu

Jelikoz jsou liposomy pomérné rozmanité, je pro jejich studium dulezité blize
je charakterizovat a ziskat tak o nich zékladni informace. Liposomy lze charakterizovat
nepiimo, naptiklad miZeme pomoci pfistroje NanoSight NS500 nebo Zetasizer Nano ZSP
zméfit jejich velikost a C-potencidl. Pfimé stanoveni liposomi mizeme provést diky
elektronové mikroskopii, kterd ndm umoznuje urcit napiiklad lamelaritu liposomtl.

3.3.1 Zetasizer Nano ZSP

Zetasizer Nano ZSP (viz. obrazek 12) je zafizeni ur¢ené k méfeni velikosti ¢astic, jejich
molekulové hmotnosti a {-potencialu. Ke stanoveni velikosti ¢astic vyuzivd dynamického
rozptylu svétla (DLS). DLS je neinvazivni metoda vhodna pro pfesné stanoveni velikosti
¢astic v suspenzich.

Zakladem této techniky je méteni fluktuace intenzity rozptyleného svétla z laserového
zdroje okolo jeji primérné hodnoty. Tyto fluktuace jsou zplsobeny interferencnim
zeslabovanim a zesilovanim svétla rozptyleného na Casticich disperzni faze, které podléhaji
Brownovu pohybu (Brownitv pohyb je blize popisovan v kapitole 3.3.2). Cim rychlejsi
je pohyb ¢astic, tim rychleji se intenzita rozptyleného svétla méni. Rychlost zmén fluktuace
je tedy pfimo zavisla na pohybu molekuly. Velikost ¢astic 1ze vypocitat pomoci difiizniho
koeficientu D prostfednictvim Stokesovy-Einsteinovy rovnice (rovnice €. 1).

D, = kg T ’
3.m-n-D )
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kde Dy je hydrodynamicky pramér castice, D je difuzni koeficient, kg je Boltzmannova
konstanta, T je absolutni teplota a 1 je viskozita disperzniho prostredi.

Ziskany prumér ¢astic je hydrodynamicky primér, coz je primér kulové Castice, ktera
by méla stejny difuzni koeficient jako Castice méfend v systému. Vyhodami této metody
je jeji rychlost, jednoduchost méieni, mald spotfeba vzorku a schopnost analyzy ¢Eastic
s rozméry od 0,6 nm do nékolika pum [27]. Horni limit velikosti ¢astic pro méfeni pomoci
DLS je dan sedimentaci ¢astic v roztoku.

Obrazek 12: Zetasizer Nano ZSP (Malvern, UK) (laboratoi NanoPharm, VUVeL Brno)

Pomoci pristroje Zetasizer Nano ZSP lze také méfit {-potencial neboli elektrokineticky
potencial. Princip spociva v tom, Ze pokud vlozime nabitou ¢astici do kapalného prostiedi,
dojde ke kompenzaci jejiho ndboje ionty rozpoustédla. lonty, které jsou souhlasné nabité, jsou
od povrchu castice odpuzovany a naopak. Na povrchu castice tak dochazi ke vzniku
elektrické dvojvrstvy. Elektricka dvojvrstva je popsdna nckolika modely, pfi¢emZ nejvice
pouZzivany je Sternliv model, jehoZ schéma je zndzornéné na obrazku 13. Podle Sternova
modelu miZeme elektrickou dvojvrstvu rozdélit na Sternovu vrstvu, kterd je tvofena protionty
adsorbovanymi na povrchu castice a difuzni vrstvu tvofenou protionty vazanymi
elektrostatickymi silami, které neutralizuji zbytek naboje castice. Pii vloZeni napéti se ¢astice
zacnou pohybovat k opacné nabité elektrod¢, pfi¢emz dojde k rozdéleni elektrické dvojvrstvy.
Sternova vrstva a ¢ast difuzni vrstvy se bude pohybovat spole¢né s ¢astici. Zbytek diftizni
vrstvy se pohybuje s kapalinou. C-potencidl je tedy potencial pohybového rozhrani mezi
ptiléhajici vrstvou protiiontii a kapalinou [28].
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Obrazek 13: Sterniv model elektrické dvojvrstvy [28]

Metoda elektroforetického rozptylu svétla méfi rychlost pohybu castice v kapaliné
po vlozeni elektrického pole. Zname-li rychlost ¢astice a velikost vloZzeného elektrické pole,
muzeme pii znalosti viskozity a dielektrické konstanty rozpoustédla vypocitat (-potencial,
ktery je vyznamnym faktorem urcujicim stabilitu disperzniho systému.

Stabilitu disperzniho systému muzeme popsat pomoci Dérjaginovy, Landauemovy,
Verweymovy a Overbeekemovy teorie (DLVO teorie). Podle této teorie je celkova energie
systému dana souctem piitazlivych a odpudivych sil. Diisledkem Brownova pohybu se budou
Castice mezi sebou nepretrzit¢ srazet a nasledkem toho se mohou piisobenim Van der
Waalsovych ptitazlivych sil shlukovat. To mize vést k tvorbé Castic o vétsi velikosti, které
jsou nachylné k sedimentaci. Proti shlukovani castic puasobi odpudiva sila, zplsobena
elektrostatickou repulsi. Tato sila zabrani, aby se k sobé dvé castice navzajem pftiblizily
a drzely pohromadég. Jestlize odpudiva sila prevysi pfitaZlivou silu, mél by byt vysledny
systém stabilni. Velikost této potencidlové bariéry mize byt vyjadiena velikosti -potencidlu.

Nabyva-li hodnota C-potencialu u vSech castic v suspenzi vysokého kladného nebo
zaporného dCisla, pak se budou tyto Castice navzijem odpuzovat a nebudou mit Zadnou
tendenci se shlukovat. Maji-li ¢astice nizké hodnoty {-potencidlu, pak odpuzovani nebude
dostatecné k tomu, aby zabréanilo shlukovéani ¢astic. Obecnd délici hranice mezi stabilni
a nestabilni suspenzi je +30mV. Castice, které maji (-potencidl vn& téchto mezi,
nemaji tendenci k agregaci a systém vykazuje stabilitu [29],[30].
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3.3.2 NanoSight NS500

Ptistroj NanoSight NS500 (viz. obrazek 14) vyuziva k analyze kombinaci rozptylu svétla
a Brownova pohybu. Tato metoda je v literatuie uvadéna jako ,Nanoparticle Tracking
Analysis® (NTA).

-

i

Obrazek 14: Pristroj NanoSight NS500 (Malvern, UK) (laboratoi NanoPharm, VUVeL Brno)

Brownilv pohyb je projevem tepelného pohybu castic. Vlozime-li castici o velikosti
v fddech nanometri az mikrometr do kapalné¢ho nebo plynného prosttedi, bude tato ¢astice
vykonavat nepravidelny pohyb. Tento pohyb je zpisoben neustadlymi narazy molekul
prostiedi do Castice. V jednom okamziku pfevazi ndrazy z jedné strany Castice a dochdzi
k jejimu posunu uréitym smérem. V dal§i chvili pfevazi narazy z jiné strany a Castice
se posouva jinym smérem [31].

Analyzované ¢astice musi byt rozpuStény v rozpoustédle. Bez ohledu na to, jaké si zvolime
rozpoustédlo, musime znat jeho viskozitu pfi teplot¢ méfeni. Jakmile se roztok obsahujici
Castice nasaje do kandlku v mérné cele, aktivuje se laser. Castice v suspenzi, které vstupuji
do drahy paprsku, rozptyluji svétlo. Ke zviditelnéni ¢astic ndm slouzi mikroskop umistény
nad kanalkem vybaveny citlivou kamerou [32]. Princip této metody je také znazornén
na obrazku 15. Dulezité je, Ze nevidime samotné Castice, ale body rozptylujici svétlo. Kamera
nasledn€ zachycuje pohyb a trajektorii souboru ¢astic pohybujicich se v diisledku Brownova
pohybu. Browniv pohyb kazdé ¢astice je sledovan na videu v redlném case. Jakmile software
NTA zanalyzuje dany vzorek, vypocita stfedni kvadraticky posun a z néj difuzni koeficient.
Hydrodynamicky polomér ¢astice lze poté vypocitat za pouZziti Stokes-Einsteinovy rovnice
(rovnice €. 1) [33].
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Cistice rozptytujici
svetelny paprsek

Zobrazované astice jsou
suspendovany v kapaling

Laserovy paprsek

.\

Sklo Pokovov\zmj,'f povrch

Obrazek 15: Princip metody NTA [32]

3.3.3 Elektronova mikroskopie

Elektronova mikroskopie je metoda, kterd ma velmi Siroké spektrum vyuziti v materidlovych
1 biomedicinskych védach. Struktury vybrané¢ho objektu jsou studovany ve vakuu za pomoci
elektronového svazku vznikajiciho emisi elektronii z katody, urychlen¢ho k anodé. Aby bylo
dosazeno pozadovaného zvétSeni, je svazek elektroni fokusovan elektrickym, magnetickym
nebo elektromagnetickym polem. Svazek vytvaii obraz interakcemi se sledovanym
preparatem [34]. Elektronovou mikroskopii mizeme rozdélit podle fyzikalni tvorby obrazu
na dva zakladni druhy: transmisni a skenovaci elektronovou mikroskopii. Porovnani principt
obou typt EM je znazornéno na obrazku 16.

Transmisni elektronova mikroskopie (TEM)

V transmisni elektronové mikroskopii pronikaji elektrony preparatem. Interakcemi
s preparatem jsou elektrony odchylovany od piivodniho sméru, kterym se pohyboval hlavni
svazek. Tyto odchylené elektrony jsou pomoci clony ze svazku vylouc¢eny. Obraz je tvofen
dopadem ptfevazné neodchylenych elektronti na zobrazovaci systém, kterym miize byt stinitko
z luminiscen¢niho materialu [34].

TEM se vyuziva v fadé¢ védnich oboril, pficemz kazdé odvétvi vyzkumu pouziva pro
ptipravu vzorkl specifické metody. Podminkou je, ze vzorky pro TEM musi byt dostatecné
malé (o priméru cca 3 mm) a dostate¢né tenké (<0,5um), aby nimi mohli prochazet
elektrony. K manipulaci se vzorkem se pouZivaji podlozni sitky, které jsou vyrdbény
elektrogalvanickym leptdnim z rGznych materidld napf. nikl, zlato, méd’. Nejcastéji
pouZzivanymi sitkami ve vyzkumu nanomateridlli jsou sitky médéné, potazené uhlikovou
vrstvou, kterd zabrafiuje propadnuti vzorku skrz otvory v sitce [35].

K vizualizaci liposomii pomoci TEM se vyuZiva metody negativniho barveni, pii které
se pro zlepSeni kontrastu liposomt se pouZziva 2% roztok molybdenanu amonného.

24



Skenovaci elektronovy mikroskop

Skenovaci elektronovy mikroskop (SEM), ktery je Casto také oznaCovany jako rastrovaci
elektronovy mikroskop (REM), je zafizeni, jehoz pomoci mizeme sledovat povrch
zkoumanych objektil pti velkém zvétSeni.

Jak nazev napovida, paprsek elektront v preparatové komoie mikroskopu skenuje malou
plosku na povrchu vzorku. Pfi interakci primarnich elektronti uvoliiovanych z elektronové
trysky shmotou dochazi k vyrazeni sekundarnich elektrond zatomt preparatu. Tyto
sekundarni elektrony se od primérnich 1i8i svoji energii, kterd je pomérné nizka. Vyrazené
elektrony jsou pomoci vhodného potencialu pfitahovany na detektory, které vytvaii signal
upraveny pro zpracovani v zoObrazovacim systému. Zobrazovaci systém je tvofeny
obrazovkou, na které se vytvaii obraz vznikly rastrovanim elektronového paprsku po snimané
plose. Jsou-li detekovany emitované sekundarni elektrony s velmi nizkou energii, dostane
se jich k detektoru z vyvySenych oblasti na vzorku vice nez z prohlubni. Ve vysledném
obrazu povrchu vzorku, tedy vyvySené oblasti, budou svétlé, zatimco prohlubné tmavé [36].

zdroj elektroni

svazek elektrond

anodn

o clektromagnetické

skenovaci civka

detekior |
T

n Nuorescenéni stinitko =—

Obrazek 16: Porovnani principu mikroskopie [37]
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3.4 Aplikace liposomii v 1é¢bé nadorovych onemocnéni

Liposomy predstavuji netoxické biokompatibilni nanocastice schvalené FDA a EMA pro
pouziti v humanni medicing. Jako nosi¢e mohou liposomy ochrénit 1é¢ivo pied metabolickou
degradaci, prodlouzit dobu jeho cirkulace, cilit 1é¢ivo k nadoru a kontrolovat jeho uvolnéni
v nadorové tkani. Tyto faktory vedou ke snizeni vedlejsich toxickych t¢inku cytostatik. Cilem
enkapsulace cytostatik do liposomtl je tedy zvySeni terapeutického indexu 1é¢iv. Terapeuticky
index je pomér davky léciva, ktera vyvolad terapeuticky ucinek k davce léciva, kterd jiz
navozuje toxické ucinky. Pokud je terapeuticky index nizky vyzaduje uziti takovychto latek
monitoring, aby bylo dosazeno terapeutické davky a soucasné i ochrany pied toxickymi
ucinky [38]. Hodnotu terapeutického indexu, 1ze vypocitat pomoci rovnice €. 2.

TD
Terapeuticky index = —>2,

D3, 2

TDsp je sttedni toxickd davka, coz je davka, pii které se projevi toxicita u 50 % zkoumanych
jedinct; EDsg je stiedni efektivni davka, coz je davka, pii které se projevi sledovany efekt
u 50 % zkoumanych jedincti [39].

Vznik nadorového onemocnéni je slozity a vicestupfiovy proces, béhem n¢hoz se normalni
buiika méni akumulaci fady kliCcovych genetickych a epigenetickych mutaci na nddorovou
buiiku. Rakovinné bunky se od normdlnich zdravych bunék odlisuji v fad¢ vlastnosti [40].
Zde bych chtéla uvést osm hlavnich charakteristickych znakt, které nadorové bunky vykazuji.

1. Nezavislost na riustovych faktorech

Pro ptechod normalnich bunék =z klidového stavu do aktivniho proliferacniho stavu
je nezbytnd pfitomnost mitogennich rastovych signali. Nadorové bunky jsou schopny
stimulovat signalni drahy, které jsou v normdalnich bunkach aktivni pouze v piitomnosti
rustovych faktort [40].

2. Odolnost vu¢i antiproliferea¢nim signalim
V normalni tkani navozuji anitiproliferacni signaly klidovy stav buiky a udrzuji tak
homeostazu. Tyto signdly jsou zplsobované inhibitory rlstu, které se vdZou na trans-
membranové receptory a blokuji proliferaci dvéma riznymi mechanismy:
a. Bunky jsou pfevedeny z aktivniho prolifera¢niho stavu do klidové faze Gy ovlivnénim
aktivity proteinu pRb.
b. Buiiky mohou byt indukovany k tomu, aby se trvale vzdaly proliferaéniho potencialu
tim, Ze vstoupi do postmitotického stavu [41].

3. Vzdorovani bunééné smrti tzv. apoptéze

U mnohobunééného organismu jsou builky vysoce organizovanym spolecenstvim. Pocet
bunék je ptfisn€é regulovan fizenim rychlosti bunééného déleni a tizenim rychlosti bunécéné
smrti. Pokud jiZ buiiky nejsou potiebné, je aktivovana apoptdza neboli programovana smrt.
Existuji dvé hlavni apoptické drahy:
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Receptorova apoptoza je aktivovana signalem z vnéjSiho prostiedi bunky. Dochazi
k navazani signalu na tzv. receptory smrti. Nasledné¢ dochdzi k trimerizaci receptoru
a vytvofeni komplexu zvaného DISK spole¢né¢ s FADD proteinem a prokaspdzou-8. V DISK
dochazi k aktivaci kaspaz, ¢imz je propojena receptorova signalni draha s mitochondridlni
signalni drahou apoptdzy indukovanou vnitfnimi signaly v buiice jako je naptiklad poskozeni
DNA nebo nedostatek riistovych faktoru.

Mitochondrialni apoptoza funguje jako bunéény senzor defektt replikace, zejména mutaci
DNA. Mitochondrie jsou organely, které jsou nezbytné pro zivot bunky, jelikoz se v nich
uskuteciiuje bunééné dychani. Na druhou stanu jsou tyto organely také schopny aktivovat
bunéénou smrt. V mitochondriich je obsaZzené velké mnoZstvi kyslikovych radikalt
a proapoptickych molekul, které jsou za normalnich okolnosti v mitochondriich uzavieny.
Mitochondrialni apoptoza je spusténa disrupci vnéj$i mitochondrialni membrany a néslednym
vyplavenim volnych radikalti a proapoptickych molekul do cytosolu. Proapoptické molekuly
aktivuji kaspazy, které zpusobuji fizenou degradaci bunénych komponent. Dochazi
ke Stépeni aktinu a jinych zdkladnich bunéénych struktur, ke kondenzaci chormatinu
a premén¢ bunck na proapopticka téliska, kterd vykazuji zvySenou expresy fosfatidylserinu
na vngjsi stran€ bunééné membrany. Fosfatydylserin je posléze rozpoznam makrofagy
a dochazi k fagocytoze bunky.

Mezi regulatory mitochondrialni apoptoézy patii proteiny rodiny BCL-2, které se deli
na proapoptické a antiapoptické. Mezi proapoptické patii proteiny BAK a BAX, které maji
schopnost vytvaret pory ve vnéjsi mitochondrialni membrané, ¢imz dochazi k tniku volnych
kyslikovych radikal, cytochromu ¢ a dalSich proapoptickych proteinti do cytosolu, a tim
ke spusténi apoptdzy. Antiapoptické proteiny blokuji proapoptické proteiny BAK a BAX tim,
ze se na n¢ navazou. V mitochondrialni apoptoze hraje dulezitou roli také tumor supresorovy
protein p53, ktery miize vyvolat apoptozu zvySenim exprese proapoptotickych BAX v odezvé
na snimani poSkozeni DNA. Pravé mutace proteinu p53 byva pfi¢innou zéastavy apoptdzy
u vice nez 50 % nadorovych onemocnéni [42].

4. Vzdorovani bunééné smrti

Je znamo, ze buiikky maji omezeny replikacni potencial tzv. Hayflickav limit. Jakmile bunécné
populace dosahnou urcitého poctu déleni, prestanou riist. Tento d€j je nazvan starnuti neboli
senescence. Obcas se vSak vyskytne varianta buiiky, ktera ziskala schopnost se mnozit bez
omezeni. Diivodem nesmrtelnosti téchto bunék je obnova telomer. V pribéhu kazdého
bunééného cyklu dochazi ke ztraté sekvenci telomerické DNA z koncl kazdého chromozému,
coz ma za nasledek ztratu jejich schopnost chranit konce chromozomalni DNA. U nechranéné
chromozomalni DNA, dochazi k end-to-end chromozomalni fuzi, coz vede ke smrti buiky.
U zhoubnych bunék dochazi k expresi enzymu, ktery ptidava hexanucleotidy na konce
telomerické DNA, ¢imZ dochazi k zachovani telomer [43].

5. Indukce angiogeneze

v v

a zivin. Aby si nddorové buiky zabezpeCily dostatek zivin a kysliku, za¢nou produkovat
angiogenni hormony, které stimuluji okolni tkan k rtistu cév. Dochazi tedy k tvorbé kapilar
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vtumoru a tim k dostatecnému ptisunu zivin. Tento d¢j se nazyva angiogeneze. Nove
vytvofené cévy se vSak vyznacuji defektem epitelovych bunék, coz zplsobuje zvySenou
propustnost téchto cév pro molekuly o velikosti 150-200 nm (napft. liposomy), které¢ maji poté
tendenci se hromadit v nddorové tkédni. Tento jev se nazyva efekt zvySené propustnosti
a zadrzovani (EPR efekt) a je znazornén na obrazku 17 a 18 [43].

Environmentally Sensitive Probes Active Targeting Probes

Low local pH, @ g’
W/@ﬁ( Proteases
————

EP

Obrazek 17: Na obrazku je vidét mechanismus EPR efektu. Je zde patrny priichod malych ¢astic

skrze defekty v epitelu kapilar nadorovych bun¢k [44].

Obrizek 18: Snimek z EM znazoriuje plné funkéni endotelidlni vystelky cév (A)
a fenestrace v endotelidlni vystelce cévni kapilary v nadoru (B) [45]
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6. Zmény energetického metabolismu

Nekontrolovatelna  proliferace malignich bunck je charakteristickd také upravou
energetického metabolismu. U normalnich bun€k dochazi k aerobnimu odbouravani glukézy.
Pro maligni bunky je charakteristické zpracovavat glukdézu anaerobné. Tento jev byl
pojmenovan Warburgtiv efekt. Divodem pro anaerobni metabolismus nadorovych bunék
je vyuzivani meziprodukti glykolyzy pro syntézu nukleovych kyselin a aminokyselin, coz
umoznuje biosyntézu makromolekul a organel nutnych pro tvorbu novych bunék [41].

7. Invazivnost, schopnost tvorby metastaz

K tvorbé metastdz dochdzi, kdyz se z primarni nadorové masy uvoliuji bunky, které
se $ifi prostfednictvim krevniho a lymfatického systému do celé¢ho téla. V riznych castech
téla mohou poté tvofit sekundarni nddory tzv. metastazy. Schopnost invaze a tvorby metastaz
umoziuje rakovinnym bunkam, aby kolonizovaly dalsi tkané v téle, kde alespon zpocatku,
mayji dostatek Zivin a prostoru pro rist [43].

8. Vyhybani se imunité
Nadorové bunky jsou pouze pod omezenym dohledem imunity. Imunitnimu systému
se mohou vyhnout n¢kolika zplisoby:
a. Mohou zménit svoje povrchové struktury tak, Ze je imunitni buiiky nejsou schopny
rozeznat.
N¢ékteré nadory produkuji faktory inaktivujici T-lymfocyty nebo jiné blokujici faktory.
c. Faktory produkované nékterymi nadory piimo inhibuji funkce nebo zivotnost
dendritickych bun¢k [45].

3.5 Hydrofobni cytostatika

Jako cytostatika se oznaCuji latky, které jsou pouzivany k 1écbé nadorovych
onemocnéni. Jejich cilem je zastaveni rastu nadorovych bunék. Nevyhodou tfady cytostatik
je, ze jejich plisobeni neni selektivni a postihuje 1 zdravé buiiky, coz vede k fad¢ nezddoucich
vedlejSich ucinka. Dalsim problémem je, Ze rizné typy karcinomti maji odliSnou citlivost viic¢i
jednotlivym cytostatikiim. Proto je neustdld snaha, objevovat cytostatika nova, ktera budou
ucinnéjsi a selektivnéj$i, coz je predpoklad k potlaceni vedlejSich Gc€inki. V soucasné dobé
je vidén velky potencial v derivatech vitaminu E (VE) [38].

3.5.1 Vitamin E

Vitamin E je souhrnny nazev pro tokoferoly, které maji nasyceny postranni fetézec
a tokotrienoly, které maji nenasyceny postranni fetézec. Existuji Ctyii tokoferolové a Ctyfi
tokotrienolové izomery, které se 1i$i polohou a poc¢tem metylovych skupin. VSechny jsou vSak
tvofené chromanolovym kruhem a hydrofobnim fytylovym vedlejSim fetézcem, ktery
zpiisobuje nerozpustnost téchto latek ve vodé a naopak jejich dobrou rozpustnost v tucich.
Na chromanovém kruhu je pfipojena jedna hydroxylova skupina, ktera je darcem
vodikovych atomli a umozZiiuje tak antioxida¢ni ucinek; a methylové skupiny, jejichz rtzny
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pocet urcuje konkrétni tokoferol/tokotrienol. Chemické vzorce tokoferold a tokotrifenold jsou
znazornéné na obrazku 19.

R' | R?
CH; Tolcoferol CH; |[CH;| a
CH;| H | B
H H o

CH, Tokotrienol

Obrazek 19: Derivaty vitaminu E [47]

Vitamin E se fadi do skupiny vitamini rozpustnych v tucich, snadno tedy pronika
do bunécnych membran a stavaji se jejich soucasti. Jeho pfitomnost v membranach umoznuje
vychytavani volnych kyslikovych radikali a ochranu polyenovych mastnych kyselin
obsazenych ve fosfolipidech tvoficich membrany. Oxidace polyenovych mastnych kyselin
by mohla zptsobit nevratné naruSeni ¢i ztratu funkce membrany, coz by vedlo k poSkozeni
bunky. Dalsi funkci tokoferolu je podobné jako u cholesterolu zvyseni stability membrany
[47].

3.5.2 Derivaty vitaminu E

Nedavné studie prokazaly, ze nckteré derivaty vitaminu E indukuji apoptozu, inhibuji
angiogenezi a vykazuji antiproliferacni aktivitu in vitro. Proto jsou derivaty VE v sou€asné
dobé velmi atraktivnim tématem a je provadéna fada vyzkumi, které se zaméiuji
na pochopeni mechanismu protinadorového tc¢inku téchto latek. V této kapitole se pokusim
shrnout dosavadni poznatky o téchto latkach [38].

Inhibice angiogeneze

Bylo zjisténo, Ze derivaty vitaminu E inhibuji angiogenezi. Inhibice angiogeneze souvisi
se schopnosti derivatit VE ovlivnit pienos elektront v dychacim fetézci malignich bunék, tim
ze vytéstuji ubichinon uvnitf mitochondridlniho komplexu II. Absence elektronového
akceptoru méa za nasledek reakci elektronii dychaciho fetézce s molekularnim kyslikem
za vzniku peroxidl (ROS). Vysoka hladina ROS indukuje apoptézu a inhibuje proces
angiogeneze [49].
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Inhibice proliferace

Derivaty VE zabraiuji proliferaci nadorovych bun€k inhibici cyklinu A vazbou
na transkripéni faktor E2F. Cyklin A se uGcastni S faze bunééného cyklu a regulace vstupu
do mitézy. Exprese cyklinu A je spusténa mitogennimi signaly pies fosforylaci Rb proteinu
a transkripcniho faktoru E2F. Blokaci transkripéniho faktoru E2F, tedy dochdzi k inhibici
cyklinu A, a tim k inhibici bunééného cyklu [50].

Selektivni ucinek

Bylo prokazano, ze derivaty vitaminu E vyvijeji selektivni toxicitu vii¢i nddorovym bunkam
a pouze nizkou toxicitu vii¢i buitkdm nenddorovym. Divody selektivity derivati VE nejsou
zatim znamy, ale pfedpoklada se, Ze souvisi s rychlou proliferaci a se zrychlenim bunééného
cyklu nadorovych bunck [50].

Indukce apoptozy
Pfitomnost derivati  VE, vyvoldva spusténi proapoptotickych signald vedoucich
k destabilizaci mitochondrii, jejichz dysfunkce vede k programované bunécné smrti.

Mezi reguldtory mitochondridlni apoptozy patii proteiny rodiny BCL-2. Pro normalni
funkci BCL-2 je nezbytna fosforylace serinového zbytku na pozici 70. Jedné se o dynamicky
proces, v némz ucinkuji dva antagonické enzymy: proteinova kindza C (PKC) a proteinova
fosfatdza 2A (PP2A). Aktivace mitochondridlni PP2A, ktera zapfticinuje defosforylaci BCL-2
je jednou z moznych cest vedoucich ke smrti bunky apoptézou. Piedpoklada
se, ze chromanolovy kruh derivati VE ovlivituje PP2A/PKC aktivitu, a tim indukuje
mitochondrialni apoptézu [51].

Dalsi moznosti je, Ze derivaty VE zptisobuji apoptozu nddorovych bunék tim, ze prodlouzi
aktivitu kinazy JNK, ktera hraje roli pti translokaci BAK do mitochondrii, coz ma za nésledek
zvySenou mitochondridlni propustnosti membrany souvisejici s uvolnénim volnych
kyslikovych radikalu a proapoptickych molekul do cytosolu bunky a iniciaci mitochondridlni
apoptozy [52].

Mezi derivaty vitaminu E, kterymi se budu ve svoji praci zabyvat, patii a-TOS a a-TEA,
jejich chemické vzorce jsou znazornéné na obrazku 20 a 21.

0 CHs

HO

Obrazek 20: Strukturni vzorek a-TOS
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Obrazek 21: Strukturni vzorek a-TEA

3.5.3 Paclitaxel (Taxol)

Struktura chemického vzorece paclitaxelu (58,20-epoxy-1,2a,4,73,10B,13a-hexahydroxytax-
11-en-9-one 4,10-diacetate 2-benzoate 13-ester with (2R,3S)-N-benzoyl-3-phenylisoserine)
je znazornén na obrazku 22 [53].

Obrazek 22: Chemicky vzorec Paclitaxelu [53]

Paclitaxel je diterpenoid ziskavany z jehli¢i a kiiry tichomotského tisu (taxus brevifolie),
ktery se fadi mezi taxany, coz jsou latky se schopnosti inhibice depolymerace mikrotubuli.
Mikrotubuly jsou vldkna cytoskeletu, kterd slouzi k transportu rtiznych struktur a latek uvnitf
bunkky. Zastavaji také klicovou tulohu pifi spravné migraci chromozomii pii mitdze.
Mikrotubuly jsou tvofené polymeraci podjednotek a a B tubulinu. PoSkozeni tvorby a funkce
mikrotubulil je v pfipad€ taxanli tedy zptsobeno inhibici jejich depolymerace, coz urychluje
jejich tvorbu a stabilizuje jiz vytvofené¢ mikrotubuly. Dochézi tak k zastavé bunééného cyklu
v G»/M kontrolnim bodu, zéroven dochézi ke spusténi apoptdzy [42]. Princip cytotoxickych
vlastnosti paclitaxelu je zndzornén na obrazku 23.
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Obrazek 23: Polymerace a depolymerace mikrotubuli [48]

Paclitaxel je hydrofobni molekula, kterd je komeréné je pouzivana pod ndzvem Taxol, coz
je paclitaxel rozpustény ve smési Cremophoru EL (polyetoxylovany ricinovy olej)
a bezvodého etanolu v poméru 1:1. Tento 1€k je schvalen pro lécbu rakoviny prsu
a vajeCnikl. Cremophor je vSak spojovan s fadou vedlejSich ¢inki zahrnujici piecitlivélost,
nefrotoxicitu a neurotoxicitu. Ackoli premedikace kortikoidy a antihistaminiky snizuje vyskyt
zédvaznych hypersenzitivnich reakci, dosud bylo zjisténo, ze mirnéjsi reakce se vyskytuji
u 5-309% lécenych pacientd. Kromé toho Cremophor EL mize zplsobit vyluhovani
di-(2-etylhexyl)ftalatu (DEHP) z naddob vyrobenych z mékcéeného polyvinylchloridu (PVC).
DEHP je potencialni hepatotoxin, karcinogen, teratogen a mutagen. Proto musi piiprava,
uchovavani a podavani ptipravku probihat v zatizenich neobsahujicich PVC [54].

Jelikoz je paclitaxel hydrofobni latka, zaclefiuje se do liposomalni dvojvrstvy liposomu.
Pro ptipravu liposomd, které budou transportovat paclitaxel je vhodnéjsi vyuzit nenasycenych
lipidd, protoze objemna hydrofobni a asymetricka molekula PTX mtize zptisobovat deformaci
liposomti slozenych z lipidii nasycenych. Tyto lipidy se brani tim, Ze paclitaxel z liposomu
vytlacuji a dochazi ke vzniku jehlicovych krystali paclitaxelu, coz je nezddoucim jevem pro
farmakologické aplikace. U liposomll tvofenych z nenasycenych lipidi naopak paclitaxel
svoji ptitomnosti stabilizuje lipidovou dvojvrstvu [53].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Chemikalie

1) Lipidy:

EPC: ¢istota > 99 %, Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL)

SoyPC: ¢istota > 95 %, Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL)
DSPC: cistota > 99 %, Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL)
MOPC: ¢istota > 99 %, Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL)
SOPC: ¢istota > 99 %, Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL)

POPG: distota > 99 %, Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL)
Cholesterol: ¢istota > 99 %, Sigma-Aldrich (Praha, CR)

2) Hydrofobni cytostatika:

o-Tos: &istota > 95 %, Sigma-Aldrich (Praha, CR)

a-TEA: Cistota > 95 %

PTX: cistota 97 %, HPLC, Hauser Chemical Research Inc. (Boulder, CO-USA)
3) Pufry:

PBS (16 g NaCl; 0,4 g KH,POy; 0,4 g KCI; 0,4 g NaHPO,4-12H,0)
Tris: ¢istota min. 99,9 %, SERVA (Heidelberg, Némecko)

4) Dalsi chemikalie:

EtOH (abs.): (Penta, CR)

Chloroform: (Penta, CR)

Sacharosa: (Penta, CR)

4) Riistové médium:

GE Healthcare life sciences, HyClone™ DMEM/ Hight glucose (US)

4.2 Pristrojové vybaveni

Nanoassemblr™ Benchtop: Precision Nanosystems, Kanada
Zetasizer Nano ZSP: Malvern, UK

NanoSight NS500: Malvern, UK

Rotac¢ni vakuova odparka — Heidolph, Némecko

Lipex 10 (Avestin, Kanada)

Ru¢ni extrudér LiposoFast (Avestin, Kanada)

Elektronovy mikroskop: Philips 208S Morgagny, Holandsko
Svételny mikroskop: Nikon Eclipse T 200, Japonsko
Lyofilizator: Lyovac GT 2 (Finn-AQUA, Finsko)

UV-VIS spektrofotometr (Cary 50 Probe, USA)

4.3 Bunécné linie
A549 (lidska plicni nddorova linie) (ATCC)
MCF-7 (lidska nadorova linie prsu) (ATCC)
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4.4 Metody

4.4.1 Priprava liposomii metodou nanofluidizace

Pro ptipravu liposomi byl pouzit Nanoassemblr™ Benchtop. Lipidy v odpovidajicim poméru
a hydrofobni cytostatikum jsem rozpustila v absolutnim etanolu. Jako vodnou fazi jsem
pouzila fosfatovy pufr PBS pH7 nebo Tris 5mM pH7. Pomér mezi vodnou
a organickou fazi (FRR) jsem ménila od 5:1 do 1:1 a celkovy prutok (TFR)
od 4 do 11 mlI'min”". Liposomy jsem piipravovala nad teplotou fazového prechodu pouzitych
lipidu.

4.4.2 Priprava liposomi metodou hydratace lipidového filmu

Smés lipidi v odpovidajicim poméru jsem rozpustila spolecné s hydrofobnim cytostatikem
v chloroformu. Posléze jsem smés prevedena do banky s kulatym dnem a rozpoustédlo
odpatila za pouziti vakuové odparky nad teplotou fazového piechodu lipida pii tlaku
50 mBar. Vznikly lipidovy film jsem hydratovala fosfatovym pufrem nebo Tris (5 mM,
pH 7). Vzniklé liposomy jsem extrudovala nad teplotou fazového piechodu lipidl, pies
polykarbonatové filtry o velikosti porit 400 nm, 200 nm a 100 nm.

4.4.3 Priprava volného cytostatika

Navazila jsem vhodné mnozstvi cytostatika, v zavislosti na pozadované vysledné koncentraci
v ristovém médiu, ve kterém byly kultivovany nadorové bunécné linie. Navazku jsem
rozpustila v 100 pl absolutniho etanolu a doplnila na pozadovanou koncentraci médiem. Smés
jsem dala na 15 minut sonikovat. Konkrétni hodnoty pro danéd cytostatika jsou v kapitole
vysledky (viz. kapitola 5.9.).

4.4.4 Charakterizace ¢astic

Velikost castic, polydisperzitu a (-potencidl liposomi jsem stanovovala metodou DLS
a mikroelektroforézou za pouziti piistroje Zetasizer Nano ZS. M¢feni se uskuteciiovalo
ve fosfatovém pufru PBS a 5 mM Tris pH 7 pfi teploté 25 °C. Velikost liposomi jsem také
pozorovala na ptistroji NanoSight NS500. Pro méfeni jsem musela ptipravené liposomy ziedit
10 000x.

K vizualizaci liposomil jsem vyuZzila transmisni elektronové mikroskopie. Vzorek
liposomil jsem piipravila za vyuziti metody negativniho barveni. Liposomy jsem nanesla
na karbonovou miizku potazenou vrstvickou médi. Nésledné jsem ptidala 2% roztok
molybdenanu amonného. Morfologii a velikost pfipravenych liposomli jsem pozorovala
na Philops-Morgagni elektronovém mikroskopu.
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4.4.5 Kbvantifikace lipidua

Obsah fosfolipidii v pripravenych liposomech jsem kvantifikovala pomoci Stewartova testu.
Stewarttiv test je zaloZzen na schopnosti fosfolipidi vytvafet komplex s ferothiokyanatem
draselnym, ktery prechazi do organické faze.

Postup: Jako reakéni ¢inidlo jsem pouzila 0,1 M roztok thiokyanatozelezitanu draselného.
Roztok jsem ptipravila rozpusténim FeCl;-6 HO a KSCN ve vodé v molarnim poméru 1:2,5.
Dale jsem si pripravila kalibra¢ni kiivku z EPC rozpusténého v chloroformu (0,005; 0,01;
0,02; 0,03; 0,04 a 0,05 mg-ml™"). Ke kazdé koncentraci jsem piidala 1 ml reakéniho &inidla.
Smés jsem 15 s vortexovala a poté jsem ji nechala 5 min odstfedit v centrifuze pti
1000 ot./min. Pro dalsi postup jsem odebrala spodni chloroformovou fazi. Organickou fazi
jsem zméftila na UV-VIS. Proméfila jsem celé spektrum v rozsahu od 300 do 600 nm. Poté
jsem odecetla absorbance pro maximum pii vinové délce 472 nm.

Vzorek liposomil o koncentraci 0,1 mg-ml™" jsem pfipravila metodou nanofluidizace (FRR
5:1, TFR 7 ml-minfl) v 5 mM Tris, pH 7. Slozeni liposomt bylo 60 mol% EPC, 30 mol%
cholesterolu a 10 mol% a-Tos. Liposomy jsem poté smisila s chloroformem tak, aby obsah
EPC v liposomech byl v ramci kalibracni kiivky. Pfidala jsem 1 ml reagentu a smés jsem
15 s vortexovala a poté jsem ji nechala 5 min odstfedit v centrifuze pti 1000 ot./min. Pro dalsi
postup jsem odebrala spodni chloroformovou fazi. Organickou fazi jsem zmétila na UV-VIS.
Ze zavislosti absorbance na koncentraci jsem sestrojila kalibra¢ni kiivku, kterou jsem
proloZila linearni regresi, ze které jsem vypocetla koncentrace vzorku. Kalibraéni kiivka
je prameérem dvou hodnot absorbance. Stejné tak vzorek je primérem dvou hodnot [56].

4.4.6 Lyofilizace

Lyofilizace je metoda odstranéni vody ze vzorku sublimaci. Tato metoda zajiStuje stabilitu
vzorkli pfi dlouhodobém skladovani. Proces lyofilizace ma tfi kroky: Zamrazeni, ¢imz
je materidl pfeveden do pevného skupenstvi. Poté je vzorek umistén do lyofilizatoru, kde
je vakuum, ¢imz se dostaneme pod hodnotu trojného bodu. V poslednim kroku
nazyvaném suseni je dodana takova energie, aby doslo k sublimaci vody obsazené ve vzorku.
Schéma celého procesu je piehledné znazornéné na obrazku 24 [57].
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Obrazek 24: Fazovy diagram pro proces lyofilizace [57]

Postup: Liposomy ptipravené nanofluidizaci jsem smisila s odpovidajicim mnozstvim
sachardzy, které plsobi jako kryoprotektant (zabranuje agregaci a fuzi piipravenych
liposomil). Molarni pomér liposomii a sachardzy byl 1:5, 1:7 a 1:9. Jeden vzorek jsem
piipravila bez obsahu sachar6zy. Smés kryoprotektantu a vzorku jsem sterilizovala filtraci
ptes filtr o velikosti péri 0,22 um. Ptipraveny roztok jsem rozpipetovala do 2 vialek (jednu
pro stanoveni stability a jednu pro stanoveni obsahu zbytkové vody Karl-Fischerovou titraci),
do kazdé po 1 ml vzorku. Vialky jsem zvézila pied a po naplnéni vzorkem a jejich vahu jsem
zaznamenala. Poté jsem vialky zamrazila na teplotu —80 °C. Posléze jsem vzorky lyofilizovala
za pouziti Lyovac GT2. Lyofilizace probihala 24 hodin pfi tlaku 8 Pa. Lyofilizované vzorky
jsem uschovala do chladnicky pfi teploté 2—8 “C pro budouci studovani stability [55].

4.4.7 Studium stability
Ziskany lyofilizat slouzici pro stanoveni stability jsem hydratovala 1 ml 5 mM Tris, pH 7
a jeho velikost a {-potencidl jsem proméftila na Zetasizeru Nano ZSP.

4.4.8 Stanoveni zbytkové vody

Zbytkovou vodu obsazenou v lyofilizovaném vzorku jsem stanovila Karl-Fisherovou titraci
za pouziti volumetrického TitroLine KF titratoru (Metler, Toledo). Tato metoda je zaloZena
na principu jodometrického stanoveni vody v roztoku metanolu, imidazolu, jodu a oxidu

.....
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H,0+1, +SO, + CH,OH +3RN = (RNH)SO,CH, + 2(RNH)I 3)

Postup: Z rozdilu hmotnosti prazdné vialky a vialky s lyofilizitem jsem si vypocetla
mnozstvi lyofilizdtu a pridala k nému znamé mnozstvi reakéni smeési prostiednictvim
stiikacky pfes septum. Po rozpusténi lyofilizatu jsem odebrala zndmé mnozstvi rozpusténého
vzorku a prevedla jej do Karl-Fisherovy titracni nadoby. Zaznamenala jsem si obsah vody
ve vzorku.

4.4.9 Rozmrazovani bunéénych linii

Buiky jsem rychle rozmrazila ve vodni lazni pii 37 °C a ptevedla do PBS. Poté jsem pufr
odstfedila a slila. Vznikla paletka je prevedla do kultivaéni nadobky o objemu 25 ml
naplnénou 15 ml média. Bunky jsem dale nechala kultivovat v termostatu pfi teploté 37 °C,
5 % CO; a 95 % vzdu$né vlhkosti.

4.4.10 Pasazovani bunéénych linii

Z kultiva¢ni nadoby jsem slila médium a nddobu 3krat promyla 8 ml PBS. Nasledné jsem
do nadoby piidala 1 ml trypsinu, ktery zplisobi rozvolnéni bunék ode dna kultivaéni nadoby.
Po zhruba 5 minutich plsobeni jsem pfidala 15 ml PBS. Jednu tfetinu bunck jsem dala
odstiedit do centrifugy. Vzniklou paletku jsem pfevedena do kultiva¢ni nadoby s 15 ml média
a nechala kultivovat v termostatu pfi teploté 37 °C, 5 % CO, a 95 % vzdusné vlhkosti.

4.4.11 Pocitani bunék

Koncentraci bunék jsem stanovila za pomoci Biirkerovy komtirky, coz je specialni podlozni
sklicko s pocitaci ploSkou, ve které je mikromiizka o pfesné definovanych rozmérech [59].
Na obrazku 25 jsou modie vyznacena okénka, ve kterych jsem buiiky spocitala a jejich pocet
jsem zpraumérovala. Poté jsem pomoci rovnice €. 4 vypocetla jejich koncentraci.

koncentrace Castic = Q -10° astic-ml ™,
100 )

kde n je primérny pocet Castic ve Ctverci
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Obrazek 25: Biirkerova komiirka schéma [59]

Postup: Slila jsem médium, bunky jsem 3krat proplachla 8 ml PBS, ptfidala jsem 1 ml
trypsinu a pockala, az se bunky uvolni ode dna. Poté jsem ptidala 15 ml média a bunky
pienesla do centrifugaci banky. Do kultivacni nddoby jsem ptidala také 15 ml média a nadobu
uschovala do inkubatoru. Na desticce jsem smisila 10 pl trypanové modie a 10 pl roztoku
bunék. Smés jsem nanesla na Biirkerovu komtrku. Builky jsem spocitala za pomoci
mikroskopu a vypocetla jejich koncentraci.

4.4.12 MTT test

Za pomoci MTT testu lze zjistit viabilitu bun€k. Princip spociva v tom, ze zivé bunky jsou
schopny preménit zlutou tetrazoniovou stul MTT (3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-
difenyltetrazolium bromid) dehydrogendzami dychaciho fetézce ve fialovy nerozpustny
formazan, ktery ma absorbanci maximum blizko 570 nm. Pfed méfenim absorbance je nutné
formazan rozpustit detergentem, nejcastéji SDS [59].

Postup: Po obvodu desticky na MTT test jsem napipetovala 100 pl PBS. Do vnitfnich
jamek jsem napipetovala 100 pl bunck v médiu. Koncentrace bunck v jamce byla
1,15-10° bunék-ml™'. Bufiky jsem nechala po n&jakou dobu usadit na dno. Poté jsem
si pripravila koncentracni fady zkoumaného cytostatika (volného, liposomalniho pfipraveného
metodou hydratace lipidového filmu a liposomalniho ptipraveného metodou nanofluidizace)
dvojkovym fedénim od 320 pm do 1,25 pm. Nasledné jsem piidala 20 pl zkoumaného
hydrofobniho cytostatika k buiikdm, vzdy v triplikatech do jednotlivych sloupct sestupné
podle koncentrace. Posledni sloupec slouZzil jako kontrola (nebylo k nému pfidavano
cytostatikum). Po 48 hodinach jsem do jamek ptfidala 20 pl 0,5% MTT v PBS
a po 3 hodinach 100 pl 10% SDS. Dalsi den jsem zméfila absorbanci na spektrofotometru pro
540 nm. Z naméfenych hodnot jsem poté v programu Prizma sestrojila graf.
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5 VYSLEDKOVA CAST

5.1 Optimalizace rychlosti pritoku (TFR) a poméru vodné a organické faze

(FRR)
Tabulka 1 a obrazek 26 udéavaji experimentalni vysledky z charakterizace liposomil
co do velikosti a polydispersity. Z téchto udaji lze vycist, ze nejvétsi liposomy s nejveétsi
polydisperzitou vznikaly pii FRR 1:1. Pfi FRR 3:1 a 5:1 jiz neni tak vyrazna zména velikosti,
ale FRR 5:1 vykazuje niz$i polydisperzity. Jako optimalni FRR jsem tedy zvolila pomér 5:1.
Nejmensi liposomy vznikaly pti TFR 7 ml'min~'. Tyto liposomy také vykazovaly mensi

polydisperzitu nez lipsomy ptipravené pii jinych pritokovych rychlostech miseni. Proto jsem

jako optimalni TFR zvolila hodnotu 7 ml-min .

1

Tabulka 1: Charakterizace liposomii pripravenych pii riiznych FRR a TFR

FRR
TFR
[ml'min_l] 1:1 3:1 5:1
Z-Ave [nm] PdI Z-Ave [nm] PdI Z-Ave [nm] Pdl
4 375,40+ 7,24 0,37 +£0,02 | 35,50+0,96 | 0,59 £0,02 | 44,68 £0,92 | 0,52 + 0,01
7 353,90+ 16,95 | 0,52+0,07 | 27,89 +0,06 | 0,39 +£0,01 | 22,74 +£0,25 | 0,17 £ 0,01
11 666,00 £ 12,12 | 0,53+£0,03 | 45,96+0,38 | 0,54 £0,01 | 52,12 +1,61 | 0,50 + 0,02
Koncentrace pfipravenych liposomii byla 1 mg-ml™". Liposomy byly méfeny v 5 mM Tris pH 7, pfi teploté
25 °C.
800
700 mi11
m3:1
600
5:1
T 500
£
E 400
2 300
200
100
0 . = .
4ml/min 7ml/min 11ml/min

Obrazek 26: Porovnani velikosti liposomi pripravovanych p¥i rizném FRR a TFR
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Obrazek 27: Polydisperzita liposomt v zavislosti na TFR.

Obrazek 27 potvrzuje, Ze nejvhodndj$im parametrem je TFR 7 ml'min . U ostatnich TFR
vznikala druha populace liposomt, coz zvySovalo vyslednou polydisperzitu.

5.2 Optimalizace vodné faze

Pro stanoveni optimalizace sloZzeni vodné faze jsem pouzila kompozice 30 mol% cholesterolu
a 60 mol% fosfolipidu. Cholesterol jsem k liposomiim ptidavala, protoZe liposomy slozené
ze samotného DSPC vykazovaly pftili§ vysokou polydisperzitu. Z tabulky 2 a obrazku 28 lze
vycist, Ze nejvétsi liposomy vznikaly z lipidu DSPC, nejmensi potom z EPC. Z nasledujicich
dat je také patrné, Ze vodnd fdze ma vliv na velikost vyslednych vezikul. Nejvhodnéjsim
vodnym médiem pro SoyPC se ukazala voda (Mili Q destilovana, deionizovand), pro EPC
a DSPC Tris 5 mM, pH 7. Na zaklad¢ namétenych dat jsem zhodnotila, Ze nejvhodnéjsi bude
pouzit pro piipravu liposomu lipidni kompozici na bazi EPC v 5 mM Tris, pH 7.

Tabulka 2: Charakterizace liposomii pFipravovanych v riznych vodnich fazich

Vodna SoyPC EPC DSPC

faze Z-Ave Pdl Z-Ave Pdl 7Z-Ave Pdl

H,O 40,79+0,11 | 0,10+0,01 | 39,95+0,43 | 0,24+0,01 | 285,40+9,92 | 0,70 £ 0,06

Tris 55,66 £0,72 | 0,35+0,01 | 39,83+0,29 | 0,20+0,01 | 187,63 +1,59 | 0,24 + 0,02

PBS 55,65 +0,06 | 0,25+0,01 | 45,62+0,37 | 0,26+0,01 | 171,03+0,8 | 0,24 £0,01

Koncentrace pfipravenych liposomi byla 1 mg-ml™'. Liposomy byly méfeny pii teploté 25 °C.
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Obrazek 28: Porovnani velikosti liposomii pripravovanych v rizné vodni fazi
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Obrazek 29: Vliv vodné faze na velikost liposomi sloZenych z EPC.

Z obrazku 29 lze vidét, Ze rozdily velikosti liposomil slozenych z EPC v riiznych vodnich
fazich nejsou pfili§ vyrazné, ale nejmensi polydisperzity vykazuji liposomy piipravované
v 5 mM Tris, pH 7.
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5.3 Optimalizace obsahu cholesterolu v liposomech
Z namétenych dat, které jsou zaznamendny v tabulce 3 a na obrazku 30 je patrné,
ze s rostoucim obsahem cholesterolu se velikost liposomil zvySovala. Jako nevhodnéjsi obsah
cholesterolu jsem zvolila 30 mol%, protoze ptedchozi studie prokazaly, ze vysoky obsah
cholesterolu v liposomech inhibuje inkorporaci hydrofobniho 1é¢iva do lipidové membrany
[24]. (-potencidly ptipravenych liposoml se pohybovaly kolem nuly, jelikoz v nich nebyla
obsazena zadna slozka, kterd by nesla ndboj, nebot' vSechny lipidni komponenty jsou

elektroneutralni.

Tabulka 3: Charakterizace vlivu cholesterolu na velikost liposomii a {-potencial

Obsah cholesterolu [mol%] Z-Ave [nm] PdI {-potencial [mV]
10 35,55+0,22 0,16 + 0,01 -0,49 £ 0,51
20 42,11 £0,44 0,22 +0,01 -0,20 £ 0,32
30 42,97 £0,53 0,21 £ 0,01 -0,43 +£0,24
40 49,32 £0,31 0,21 £ 0,01 -0,82 + 0,65
50 66,43 £ 2,55 0,14 £ 0,01 -1,06 +0,29

Koncentrace piipravenych liposomi byla 1 mg-ml™'. Liposomy byly méteny v 5 mM Tris, pH 7, pii teploté

25 °C.
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Obrazek 30: Porovnani velikosti a polydisperzity liposomii s riiznym obsahem cholesterolu
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Obrazek 31: Vliv pridavku cholesterolu na velikost a polydisperzitu liposomu.

Z obrazku 31 je patrné, zZe rostouci obsah cholesterolu zvysSuje velikost liposomtl, coz muize
byt zplisobeno tim, ze piidavek cholesterolu zvySuje tuhost membrany. Proto se s rostoucim
obsahem cholesterolu zvysuje i velikost liposomt slozenych z nenasycenych lipidi (EPC).
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Obrazek 32: Vliv obsahu cholesterolu na {-potencial liposomii.

Z obrazku 32 je patrné, Ze obsah cholesterolu nijak neovlivituje vysledny C-potencidl
ptipravovanych liposomil, jelikoz nenese Zadnou nabitou skupinu.
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5.4 Optimalizace obsahu a-TOS
Z tabulky 4 a obrazku 33 je patrné, Ze se velikost liposomt s rostoucim obsahem a-TOS nijak

A4

zvolila za optimalni pro pfipravu liposomalniho preparatu na testovani protinadorového
ucinku na nddorovych liniich. Nad 20 mol% o-TOS jiz byla narusena stabilita liposomt
a vznikaly pravdépodobné i neliposomalni struktury [38]. Negativni hodnota {-potencidlu
se s rostoucim obsahem a-TOS zvysovala, jelikoz a-TOS vnasel do lipsomu zaporny naboj.

Tabulka 4: Charakterizace vlivu a-TOS na vyslednou velikost a {-potencial liposomii

Obsah a-TOS [mol%] Z-Ave [nm] Pdl {-potencidl [mV]
5 38,61 £0,39 0,23 £0,01 -4,96 £ 1,05
10 34,74 £ 0,57 0,17 £0,02 —-18,70 + 0,90
15 39,80 £ 0,57 0,23 £0,01 -18,97 + 1,33
20 45,67 +£ 0,45 0,34 + 0,01 —25,97 +£0,54
25 35,87 +0,21 0,25 £0,01 -27,20+ 1,16
30 41,57 +£ 0,60 0,30 £ 0,02 —32,43 £ 0,95

Koncentrace pripravenych liposom@ byla 1 mg-ml™". Liposomy byly mé&feny v 5 mM Tris o pH 7, pfi teploté
25 °C. Slozeni liposomt bylo 30 mol% cholesterolu, 65-40 mol% EPC a 5-10 mol% a-TOS.
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Obrazek 33: Porovnani velikosti a polydisperzity liposomi s riznym obsahem a-TOS
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Obrazek 34: Porovnani velikosti liposomi p¥i rizném obsahu a-TOS.

Z obrazku 34 lze vidét, Ze u liposoml s obsahem o-TOS > 20 mol% dochézi ke zvySeni
polydisperzity.

5.5 Porovnani metod nanofluidizace a hydratace lipidového filmu

Liposomy s optimalizovanou kompozici lipidii jsem ptipravila pomoci dvou rtiznych metod.
Prvni metodou byla hydratace lipidového filmu. Liposomy byly sloZené z 30 mol%
cholesterolu, 10 mol% a-TOS a 60 mol% EPC. Vodna faze byla: 5 mM Tris, pH 7. Liposomy
jsem extrudovala ptes 200 nm a 100 nm polykarbonatovy filtr za pouziti ru¢niho extrudéru.
Koncentrace liposomi byla 6 mg-ml™'. Druhou metodou pfipravy byla nanofluidizace. Tyto
lipsomy jsem také pfipravila v5 mM Tris, pH7 o stejném sloZeni jako pfi hydrataci
lipidového filmu, TFR 7 ml'min"' a FRR 5:1. Velikost a {-potencidl jsem poté proméfila
pomoci pristroje Zetasizer Nano ZSP, dale jsem velikost proméfila na pfistroji
NanoSight NS500 a pofidila jsem snimky liposomt pomoci TEM metodou negativniho
barveni.

Zetasizer Nano ZSP

Liposomy jsem proméfila na Zetasizeru pii teploté 25 °C. Velikost a {-potencial pfipravenych
liposomil je zaznamenan v tabulce 5.

Tabulka 5: Velikost a -potencial liposomi pripravenych pomoci dvou riznych metod

Metoda Z-Ave [nm] Pdl C-potencidl [mV]
Hydratace lip. filmu 129,13 £ 0,26 0,075 + 0,13 —50,1 + 1,31
Nanofluidizace 50,09 + 0,45 0,306 = 0,15 —47,7+0,29

Koncentrace pfipravenych liposomi byla 6 mg-ml™'. Liposomy byly méfeny v 5 mM Tris o pH 7, pfi teploté
25 °C. Slozeni liposomt bylo 30 mol% cholesterolu, 60 mol% EPC a 10 mol% a-TOS.
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Obrazek 35: Porovnani velikosti liposomi pripravovanych pomoci dvou riznych metod
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Obrazek 36: {-potencial liposomi pFipravovanych dvéma riaznymi metodami.

Z obrazku 36 lze vy¢ist, ze {-potencidl liposomill pfipravenych metodou hydratace lipidového
filmu je o trochu vyssi nez u liposomi pfipravovanych metodou nanofluidizace.

Nanosight NS500

Ptipravené liposomy jsem ziedila 10 000x a proméfila jsem jejich velikost na pfistroji
NanoSight NS500. Velikost a distribuce lipom pfipravenych metodou hydratace lipidového
filmu je zaznamendna na obrazku 37 a 38. U liposomt pfipravenych metodou nanofluidizace
je velikost a distribuce zaznamenéana na obrazku 39 a 40.
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Obrazek 37: Distribuce velikosti liposomii pripravenych metodou hydratace lipidového filmu.
Dot plot z triplikatu preparatu liposomil ptipravenych hydrataci lipidniho filmu.
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Obrizek 38: Velikost liposomii piipravovanych metodu hydratace lipidového filmu proméiena
metodou NTA
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Obrazek 39: Distribuce liposomii pripravenych metodou nanofluidizace. Dot plot z triplikatu

méteni liposomu piipravenych nanofluidizaci.
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Obrizek 40: Velikost liposomii pripravenych nanofluidizace proméiena metodou NTA




Elektronova mikroskopie

Nasledujici snimky byly pofizeny z transmisniho elektronového mikroskopu Philips 208S
Morgagni metodou negativniho barveni. Jako prvni byly pozorovany liposomy piipravované
metodou hydratace lipidového filmu. Ze snimki je patrné, ze touto metodou byly pfipraveny
multilamelarni liposomy. Jako druhé byly pozorovany liposomy ptipravené metodou
nanofluidizace. Tyto liposomy, jak je vidét z nasledujicich snimkd, jsou unilamelarni. Pomoci
mikroskopu byla také proméfena velikost liposomt. Liposomy pfipravované metodou
hydratace lipidového filmu méli primérnou velikost okolo 170 nm, liposomy piipravované
metodou nanofluidizace méli primérnou velikost okolo 70 nm. Vétsi velikost oproti méteni
metodou DLS je zptisobena deformaci liposomi ve vakuu mikroskopu, kdy je kulovity tvar
liposomil zplostén na kruh. Pro pfepocet téchto velikosti (hodnota oznacuje primér disku
po kolapsu liposomii ve vakuu) na hydrodynamicky primér je nutno vydélit stanovené
hodnoty koeficientem V2.

1000 nm

Obrazek 41: Snimek z elektronového mikroskopu zachycujici liposomy pripravené hydrataci
lipidového filmu a extrudované pres 100 nm polykarbonatovy filtr.
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Obrazek 42: Snimek z elektronového mikroskopu zachycujici liposomy pripravené hydrataci
lipidového filmu. Na tomto snimku byla také prométena velikost nékterych lipomu.

Obrazek 43: Snimek z elektronového mikroskopu zachycujici liposomy pripravené hydrataci
lipidového filmu. Na tomto snimku je patrné, ze liposomy piipravované touto metodou jsou
multilamelarni.
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Obrazek 44: Snimek z elektronového mikroskopu zachycujici liposomy pripravované metodou
nanofluidizace. Na snimku byla také prométena velikosti liposomil.

Obrazek 45: Snimek z elektronového mikroskopu zachycujici liposomy pripravované metodou
nanofluidizace. Z obrazku je patrné, Ze liposomy pfipravované touto metodou jsou unilamelarni.
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5.6 Lyofilizace liposomii

K liposomiim pfipravenym metodou nanofluidizace, slozenym z 30 mol% cholesterolu,
10 mol% a-TOS a 60 mol% EPC v 5 mM Tris o pH 7, jsem ptidala kryoprotektant sachar6zu
v molarnich pomérech 5:1, 7:1 a 9:1. Jeden vzorek jsem pfipravila bez ptidavku
kryoprotektantu. Pfipravené vzorky byly zmrazeny na —80 °C a nasledné lyofilizovany. Poté
jsem vzorky hydratovala 1 ml 5 mM Tris pH 7 a prométila jsem jejich stabilitu za pomoci
pristroje Zetasizer Nano ZSP. U lyofilizovanych vzorkil jsem proméfila i obsah zbytkové
vody, ktera ma také vliv na stabilitu liposomi, za pouziti titrace dle Karl-Fischera. Z vysledki
je patrné, ze po hydrataci lyofilizatd doslo k zvétSeni velikosti liposomu, coz je zptisobeno
jejich fazi. Sachardza jako kryoprotektivum byla schopna potlacit vyrazné fuzi liposomt pii
molarnim poméru sachar6za ku lipidu 9:1. Data jsou zaznamenana v tabulce 6
a na obrazku 46.

Tabulka 6: Charakterizace liposomii pied a po lyofilizaci

Vzorek po 1 tydnu Z-Ave [nm] Pdl {-potencial [mV]
Pted lyofilizaci 78,8 0,384 -37,6
Vzorek bez sacharozy 220,5 0,812 —40,9
Sacharo6za 5:1 191,5 0,429 -36,7
Sacharo6za 7:1 139,1 0,382 -35.,9
Sacharoza 9:1 101,8 0,379 -36,4
30 ~

= Pted lyofilizaci

e 5.1 sachardza
7:1 sacharéza
= 9.1 sachardza

e hez sachardzy
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Obrazek 46: Porovnani velikosti liposomi s riznym obsahem kryoprotektantu v modu piepoctu

na mnozstvi ¢astic

Z obrazku 46 je patrné, ze nejlepsi molarni pomér kryoprotektantu a vzorku byl 9:1, jelikoz
nejvice udrzoval velikost a nizkou polydisperzitu liposomtl.
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5.7 Stanoveni obsahu vody

U lyofilizovanych vzorkl jsem stanovila obsah vody pomoci Karl-Fischerovy titrace. Vzorky
jsem rozpustila v titraCnim cCinidle a ptfenesla do titratoru, kde byl stanoven obsah vody.
Obsah vody v liposomech by dle literatury nemél piekrocit hodnotu 1,6 hm%, jelikoz pfii
takto vysokém obsahu vody v lyofilizovanych vzorcich miize dochdzet k hydrolyze lipida
a tim ke snizeni stability uchovavanych vzorkl [55]. V tabulce 7 jsou zaznamenany hodnoty
namefeného obsahu vody v jednotlivych vzorcich. Z dat vyplyva, ze limitni hodnota obsahu

v v

obsah vody byl obsazen u molarniho poméru kryoprotektantu a vzorku 9:1.

Tabulka 7: Obsah vody v jednotlivych vzorcich liposomi

Vzorek Obsah vody [%]
Sachoroza 5:1 0,55 £ 0,055
Sachoréza 7:1 0,49 +£0,015
Sachoréza 9:1 0,45 +0,010

5.8 Stanoveni obsahu fosfolipida
Obsah fosfolipidii v ptipravovanych liposomech jsem stanovovala pomoci Stewardova testu.
Proméfovany vzorek lipoma byl slozen z 60 mol% EPC, 30 mol% cholesterolu a 10 mol%
a-TOS. Vzorek jsem ptipravovala v5 mM Tris, pH 7 a jeho vysledna koncentrace byla
0,1 mg'ml". Tato metoda je schopna detekovat organicky fosfat ve vzorku, coZ znamena,
ze v naSem piipad¢ bude reagovat pouze EPC, ktery jako jediny z pouzitych slozek obsahuje
ve své molekule fosfatovou skupinu.

Ze zavislosti absorbance na koncentraci jsem sestrojila kalibra¢ni kiivku, kterou jsem
prolozila linearni regresi, ze které jsem vypocetla koncentrace vzorku. Kalibra¢ni kiivka
je prameérem dvou hodnot absorbance.

Rovnice regrese kalibra¢ni kiivky: y =1,0655-x —0,0021, absorbance vzorku (primér dvou

hodnot): 0,031485
Koncentraci jsem vypocetla dle nasledujiciho vypoctu:

oo 0,031485 +0,0021
1,0655

Teoreticky obsah fosfolipidi v prom&fovaném vzorku &inil 0,0315 mg-ml'. Obsah

=0,0314 mg - ml™’

fosfolipidli stanoveny pomoci metody Stewardova testu se od teoretického obsahu fosfolipidu
ve vzorku liSil miniméalné. Tento vysledek je ve velmi ptesné korelaci s navazkou. Maly
rozdil hodnot mize byt zplGsoben napiiklad nepiesnosti vah a ztratami vzorku v disledku
manipulace pfi piipravé a méfeni.
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5.9 Testy cytotoxicity

Cytotoxicitu derivati vitaminu E jsem testovala na dvou bunéénych liniich za pouziti MTT
testli. Prvni byla lidska plicni nddorova linie A549, druha byla lidskd nadorova linie prsu
MEFC-7. Na nadorové linie jsem aplikovala dva derivaty vitaminu E o-TOS a o-TEA. Tyto
derivaty jsem ptipravila ve tfech rtiznych variantach. Prvni variantou byly volné derivaty VE,
druhou variantou byly liposomy pfipravené metodou nanofluidizace a obsahujici 10 mol%
derivatu VE, tfeti variantou byly liposomy pfipravené metodou hydratace lipidového filmu
obsahujici rovnéz 10 mol% derivatu VE.
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Obrazek 47: Cytotoxicita a-TEA na buné¢nou linii A549 po expozici 48 hodin.

Na obrazku 47 jsou znazornéné vysledky MTT testu provadéném na bunikach A549. Jako
derivat VE byla pouzita a-TEA v rozmezi koncentraci 320 uM—1,25 uM. Z grafu je patrné,
ze volna a-TEA zpisobuje apoptdézu bunék. Liposomalni a-TEA vykazuje vyrazné zpozdéni
cytotoxického uc¢inku. Liposomy piipravené hydrataci lipidového filmu snizovaly proliferaci
bun¢k vice, nezli liposomy pfipravené nanofluidizaci. Tento rozdil je zfejmé zpusoben tim,
7e liposomy ptipravené hydrataci jsou multilamelarni, maji tedy vice lamel, do kterych
se mize a-TEA inkorporovat (vyssi enkapsulacni kapacita), zatimco liposomy piipravené
nanofluidizaci jsou unilameladrni a tudiz je jejich enkapsulacni kapacita pro hydrofobni latky
nizsi.
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Obrazek 48: Cytotoxicita a-TOS na bunécnou linii A549 po expozici 48 hodin.

Na obrazku 48 jsou zobrazeny vysledky MTT testu provadéném na bunkach A549. Jako
derivat VE byl pouzit a-TOS v rozmezi koncentraci 320 uM—1,25 uM. Z grafu je patrné,
ze volny a-TOS zptsobuje apoptdzu bunék pii ECsy 151 uM. Liposomy pfipravené hydrataci
lipidového filmu snizovaly opét proliferaci bun€k vice neZli ty pfipravené nanofluidizaci.
Déle je z vysledkt patrné, Ze a-TEA byla ¢innéjsi nezli a-TOS, jelikoz méla nizsi hodnotu
ECso.
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Obrazek 49: Cytotoxicita a-TEA na bunéénou linii MFC-7 po expozici 48 hodin.
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Na obrazku 49 jsou zaznamenany vysledky MTT testu provadéném na buitkdch MCF-7. Jako
derivat VE byla pouzita a-TEA v rozmezi koncentraci 320 uM—1,25 uM. Z grafu je patrné,
ze volna a-TEA zptisobuje apoptdzu bunek (ECsp 43 uM). Liposomalni a-TEA opét vykazuje
zpozdéni ucinku. Liposomy piipravené hydrataci lipidového filmu snizovaly proliferaci bunék
vice nezli ptfipravené¢ nanofluidizaci. Z grafu také vyplyva, ze buitky MCF-7 jsou vuci
derivatim VE citlivéjsi nezli bunky A549.

v volny TOS, log EC5q=2,211 (162,6ul )
+ lip TOS (nanoassembir)
v lip TOS (hydratace fosfolipid. filmu)

log c (uM)
Obrazek 50: Cytotoxicita a-TOS na bunécnou linii MFC-7 po expozici 48 hodin.

Na obrazku 50 jsou znazornéné vysledky MTT testu provadéném na bunkach MCF-7. Jako
derivat VE byl pouzit a-TOS v rozmezi koncentraci 320 uM—1,25 uM. Z grafu je patrné,
ze volny o-TOS zplisobuje apoptézu bunck az ve vysokych koncentracich (162 uM).
Liposomalni a-TOS (hydratace lipidniho filmu) na téchto buiikach vykazoval rychlejsi nastup
u¢inku  jiz v mikromolarnich koncentracich. Liposomy pfipravené nanofluidizaci
nevykazovaly cytotoxicky ucinek ve sledované skdle koncentraci. Z grafu je také zietelné,
ze buiikky MCF-7 jsou vici derivatim VE citlivéjsi nezli bunky A549.

Liposomy nesouci inkorporovany paclitaxel byly slozené¢ z 60 mol% SOPC, 20 mol% POPG,
20 mol% MOPC a 5 mol% PTX. Tato kompozice byla pfevzata z literatury [53]. Liposomy
byly ptipravovany do PBS a nasledné fedény médiem a aplikovany na bunky MCF-7. Byly
ptipraveny dvé rizné fady. Prvni byla v rozmezi 320 pm-2,5 pm PTX a druha 10 pm—10 nm
PTX v jamce. Obé fady byly ptfipraveny s volnym PTX i liposomalnim PTX. Liposomy byly
opét pfipravovany dvéma metodami a to nanofluidizaci a hydrataci lipidového filmu.
U paclitaxelu nebylo mozné pouZit pro stanoveni cytotoxicity MTT test, jelikoz dochazelo
k neZzddoucim vedlej§im reakcim, vedoucim k faleSné negativit¢ vysledkii. Proto byla
umrtnost bunék zaznaménana pouze vizudln€ za pouzZiti svételného mikroskopu
a to po 24 hodinach plsobeni PTX. Z fotek z mikroskopu lze vidét, ze pfi piiprave liposomi
pomoci nanofluidizace dochazelo ke krystalizaci paclitaxelu uvolnéného z liposomtl.
U vzorku pfipravovanych metodou hydratace lipidového filmu nedochdzelo ke krystalizaci
paclitaxelu.
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Obrazek 51: Obrazek ze svételného mikroskopu zachycujici kontrolu a mrtvé buiky. Je zde

patrny rozdil mezi zivymi a mrtvymi buiikami. Zivé buiiky jsou adherovany na dno jamky a maji

nepravidelny tvar (B), zatimco mrtvé bunky jsou v jamce volné a jejich tvar je kulovity s ¢etnymi
apoptickymi télisky (A).

Obrazek 52: Snimek ze svételného mikroskopu zachycujici buiiky po aplikaci liposomalniho

PTX. Liposomy byly pfipraveny metodou hydratace lipidového filmu. Na obrazku A jsou buiiky po
aplikaci 1,25 pM PTX. Tyto butiky jsou jiz mrtvé. Na snimku B jsou buiiky po aplikaci 4,5 nM PTX.
Ze snimku je patrné, Ze tyto bunky jiz také zacinaji umirat. Expozice PTX na bunky byla 24 hodin.
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Obrazek 53: Snimek ze svételného mikroskopu zachycujici piisobeni liposomalniho PTX
na buiitky MCF-7 po dobu 24 hodin. Liposomy byly ptipraveny metodou nanofluidizace. Na obou
snimcich jsou patrné krystalky PTX. Na obrazku A jsou vyfocené bunky po plsobeni 1,25 uM PTX,

tyto buiiky jsou jiz mrtvé. Na snimku B jsou buiiky po aplikaci 4,5 nM PTX, i u téchto bunék jiz
dochazi k apoptoze.

Obrazek 54: Snimek ze svételného mikroskopu zachycujici buiiky po piidavku volného PTX.
Na snimku A jsou buniky po expozici 13 nM PTX a na snimku B po expozici 4,5 nM PTX. Na obou
dvou snimcich jsou zachyceny jiz mrtvé buiky.
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6 DISKUSE

Ptiprava nanocéstic metodou nanofluidizace je ovliviiovana fadou faktori, mezi néz patii
i parametry FRR a TFR. Pfi nanofluidizaci dochdzi k miseni organické faze obsahujici
rozpusténé lipidy a vodné faze v mikrokandlcich kazety, které¢ jsou opatfené drazkami
podporujicimi miseni tekutin. V disledku michdni rozpoustédla a vodného média se zvySuje
polarita prostfedi, coz zpiisobuje to, ze se postupné snizuje rozpustnost lipidd a dochazi
k jejich samouspotfadani do rovinnych lipidovych dvojvrstev. S rostouci velikosti téchto
rovinnych dvojvrstev, roste velikost povrchu hydrofobnich fetézct, které se snazi
minimalizovat kontakt s vodnym prostfedim. Dochézi tedy k postupnému ohybani dvojvrstev
a jejich nasledné vezikulaci za tvorby liposomu. Pfi nizkych FRR napt. 1:1 se méni polarita
v kanalku pomaleji, oba proudy (organické i vodné faze) tak maji vice ¢asu spolu interagovat
a tim dochazi k produkci vétSich liposomt. Tento efekt je posilovan vysokou koncentraci
etanolu, jak bude diskutovano nize. Pti zvySeni FRR napt. na 3:1 dochazi ke zméné polarity
rychleji a sniZzuje se tak pravdépodobnost tvorby vétSich liposomil, nebot’ stabilita fragmentii
lipidnich dvojvrstev je nizsi a maji tendenci k rychlé vesikulaci. Rychlej$i zménou polarity,
a tedy vySim FRR tedy dochézi k tvorbé mensich castic [23], coz jsem také experimentalné
prokazala.

Dalsi faktor, ktery mize mit vliv na velikost liposomil je ptitomnost etanolu. V soucasnych
studiich bylo prokazano, ze etanol je schopen proniknout do membrany liposomu. Pfitomnost
etanolu v membran¢ muze ovliviiovat povrchové napéti na rozhrani lipid-voda. Penetrace
alkoholti uvnitt dvojvrstvy a jejich vazani na ni zplsobuje snizeni ohybové tuhosti
a podporuje fuzi vezikul. Zbytkovy etanol v suspenzi liposomu muze tedy podporovat fuzi
vezikul [[60]. Na druhou stranu zvySend koncentrace etanolu pfi FRR 1:1 stabilizuje
fragmenty lipidni dvojvrstvy, zpomaluje jejich vesikulaci a usnadiuje jejich fuzi
a v kone¢ném dusledku vede ke tvorbé liposoml z vétSich fragmenti lipidni dvojvrstvy, coz
vede k formovani liposomu s vétSim pramérem. Graficky je tento efekt zobrazen na obrazku
55.
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Obriazek 55: Zavislost velikosti liposomi na FRR. Na obrazku je znazornéno, Ze pifi vysSim
poméru FRR 2 je vdaném cCase vyssi i polarita smési, a proto vznikaji liposomy o mensich
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velikostech, zatimco pfi niz§im FRR1 je polarita smési v daném Case nizsi, coz vede k tvorbé vétsich

vezikul, jelikoz tyto vezikuly maji Cas fuzovat.

Rychlost prutoku TFR ovliviiuje velikost liposomli pouze v piipadé, ze Cas potiebny
k smiseni obou fazi je delsi nez Cas, pti kterém dochazi k agregaci lipidu a tvorbé fragment
fosfolipidové membrany. Po piekroceni této hranice neméd TFR na velikost liposomt nijak
vyznamny vliv [23].
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Obrazek 56: Zavislost velikosti liposomi na TFR. Z obrazku je patrné, ze pii TFR 2 je Cas
agregace a Cas potiebny k dokonalému smiseni stejny. Tato hodnota je tedy hranic¢ni. Pfi TFR 1 je Cas
agregace mensi nezli ¢as michani, stejn€ tak je mensi i polarita v Case agregace, proto dochazi
k vzniku vétsich vezikul. Pii TFR 3 je Cas agregace vétSi nez ¢as michdni a TFR 3 tedy nema vliv

na velikost liposom.

Velikost ptipravovanych liposomil nam ovliviiuje také pouzity lipid. Z vysledki méteni
vyplyva, Ze liposomy sloZzené z DSPC maji mnohem vétsi velikost, neZli liposomy slozené
z EPC a SoyPC. Tento rozdil velikosti, miize byt zpisoben hodnotou teploty fdzového
pfechodu. Tato teplota je u DSPC rovna piiblizné 55 °C a u SoyPC a EPC je pod pokojovou
teplotou (pfiblizné 4 °C). Predchozi vyzkumy o pouziti nanofluidiky pro pfipravu liposomi
prokazaly, ze velikost vezikul je ovliviiovana teplotou v ptipadé¢ lipidi s vysokou teplotou
fazového prechodu. Bylo zjisténo, ze lipidy s vysokou teplotou fazového ptechodu vykazuji
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vysoky modul elasticity membran, coz znamend, ze maji méné flexibilni (,,tuzsi) membranu.
Proto liposomy vytvotené pod nebo blizko teploty fazového prechodu lipidi maji tendenci byt
vétsi. Naproti tomu u liposomt vytvotenych pii teploté, ktera je daleko nad teplotou fazového
prechodu, je zavislost velikosti na teploté mnohem mensi, protoze modul pruznosti membrany
je v této oblasti teplot jiz pomérn¢ konstantni [61]. Obecné lze fici, Ze rychlost agregace
lipidG je ovlivnéna teplotou a to velmi rozdiln€ nad a pod bodem fidzového ptechodu, coz
je tieba brat v potaz pii nastaveni parametrd FRR, TFR a teploty miseni. Teplota, pfi které
dochazi k miseni vodné a organické faze, nutné tak zméni rozdil mezi Casem agregace
a casem miseni. Detailng€js$i prozkoumani vlivu jednotlivych parametrii je dal§im tikolem pro
mé nasledovniky.

Ptitomnost cholesterolu v liposomové membrané také ovliviluje vyslednou velikost
liposomti. Zptlisobuje totiz zvySeni stability membrany a tim 1 modulu pruznosti u lipidni
membrany tvofené nenasycenymi fosfolipidy, proto jsou liposomy obsahujici ve své struktuie
cholesterol vétsi nezli liposomy bez obsahu cholesterolu. Jako nevhodnéjsi obsah cholesterolu
jsem zvolila 30 mol%, protoze fada predchozich studii prokazala, Ze vysoky obsah
cholesterolu v liposomech inhibuje inkorporaci hydrofobniho 1é¢iva do lipidové membrany
a vede k fAzové separaci lipidl a 1é¢iva [23].

Liposomy sloZené z EPC mohly pfijmout az 15 mol% a-TOS bez ovlivnéni stability
dvojvrstvy, nad tuto hodnotu jiz dochéazi k fazové separaci a destebilizaci liposomti. To vede
k velkému nartstu polydisperzity, coz bylo patrné pii dosazeni koncentrace a-TOS 20 mol%.
Slozeni 90% EPC a 10% a-TOS predstavuje tedy dobry kompromis mezi stabilitou
liposomalniho preparatu a dostate¢nou enkapsulacni kapacitou. Tuto lipidni kompozici jsem
zvolila pro dalSi experimenty jako optimdlni z hlediska morfologické stability liposomu.
K podobnym vysledktim dospéli i dalsi autoii [62].

Lze tedy shrnout, Ze pomoci metody nanofluidizace jsme schopni piipravit homogenni
preparaty, jejichz velikost lze déale upravovat pomoci sekundarnich metod jako je napf.
extruze. Tato metoda ndm umoziuje piipravu malych unilamelarnich liposomi v jednom
kroku bez nutnosti sonikace, které mohou byt vyuzity pro dal§i aplikace jako je napf.
zabudovani proteint, inkorporace 1éCiv nebo dalSich latek. Velikost téchto liposomil také 1ze
upravovat hydrataci a rehydrataci. Nanofluidizace se tak jevi jako metoda vhodna pro
prumyslové vyuziti pti ptipravé liposomalnich terapeutik.

Pro ptipravu liposomil obsahujici paclitaxel nebyla metoda nanofluidizace vhodna4, jelikoz
dochazelo ke krystalizaci paclitaxelu. Tento jev je patrné zpusoben rozdilnou rychlosti
agregace paclitaxelu a lipidd, coz vede nejen k zabudovani paclitaxelu do liposomalnich
struktur, ale také ke tvorbé krystalii paclitaxelu. Ke krystalilzaci paclitaxelu z unilamelarnich
liposomil dochazi také pti jeho rychlém uvoliiovani z liposomti. Multilamelarni liposomy jsou
z tohoto hlediska daleko stabiln¢jsi a zfejm& vhodnéjs$i pro vyvoj vysledné 1ékové formy.
Optimalizace lipidni kompozice a parametrii pifipravy liposomi metodou nanofluidniho
miseni by mohla vést ke tvorbé stabilnéjSich liposomi. Z hlediska dalSiho vyvoje 1ékového
nosice pro paclitaxel budou zfejm& vyhodné&jsi Castice typu ,,soli-lipid nanoparticles®, které
je principialné mozné také ptipravit metodou nanofluidniho miseni.

Ve své praci jsem pouzila dvé bunéné nadorové linie, které se 1iSi svoji citlivosti
k pouzitym cytostatikim. Je tfeba piedeslat, Ze in vitro testovaci systém se li§i od podminek,
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které jsou v naddorové tkani a obecné¢ v komplexnim prostiedi organismu. Nanocasticové
systémy, jak jiz bylo popsano v teoretick¢ Casti, uvoliuji enkapsulované 1é¢ivo postupné,
a to bud’ v nddorové tkani, nebo pfi internalizaci je l1é¢ivo uvoliiovano v bunice. Vysledky
testovani na nadorovych liniich ukdzaly, ze 1é¢ivo je uvoliiovano postupné, coz odrazi tvar
ktivek koncentrac¢ni zavislosti. Pro volné latky jsem dostala klasické kifivky sigmoidniho
tvaru. Liposomalni derivaty vitaminu E vykazovaly odchylky od takové kiivky, coz je typicky
rys pro postupné uvoliiovani léciva z nosiCe, které je doprovazeno postupnym zvySovani
koncentrace volného Ié¢iva v mediu. Dal§im faktorem, ktery ovliviiuje prubéh kiivky
koncentracni zavislosti je inkorporace nanocastic do bunck. Tato oblast bude predmétem
dalSiho studia mechanismu cytotoxického Uc¢inku a nebyla predmétem predlozené diplomové
prace. DalSim rysem typickym pro testovani nanocastic v in vitro systémech je jejich omezena
sedimentace a tim 1 interakce s adherovanymi bunfkami. Tento faktor se také projevi
na prubéhu kiivek koncentracnich zéavislosti a mize vést k snizovani ECsy, coz jsem také
pozorovala pro lipofilni derivaty vitaminu E.

V této praci jsem prokazala, ze metodou nanofluidniho miseni lze reprodukovatelné
piipravit liposomy nesouci hydrofobni cytostatika a tato oblast je perspektivni pro dalsi
vyzkum a vyvoj. M¢ vysledky také ukazuji, ze tato technologie je vhodna obecné pro piipravu
liposomalnich nanocasticovych nosici 1é¢iv a vakcin. Z tohoto hlediska je vyznamné zjisténi,
ze liposomy pfipravené nanofluidnim misenim lze stabilizovat sacharidovymi kryoprotektivy
v procesu lyofilizace, coz jsem ovéfila experimentalné. Tento krok je dualezitym
piedpokladem pro Sir$i vyuziti pii vyvoji komerénich liposomalnich preparéati.

Véfim, ze jsem svoji praci prispéla k zavedeni a rozvoji této nové unikatni technologie
v Ceské Republice.
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7 ZAVER

Diplomova prace popisuje vypracovani optimalizace ptipravy monodispersni nanliposomu
s nizkym stupném polydispersity metodou nanofluidniho sméSovani na pfistroji Nano-
Assemblr™.

Metoda byla pouzita na ptipravu liposomt s enkapsulovanymi hydrofobnimi cytostatiky
(derivaty vitaminu E a paclitaxel). V pripad¢ paclitaxelu dochazi pti ptipravé liposomalni
formulace k nezddouci krystalizaci cytostatika. V piipad¢ derivatd vitaminu E byla vyvinuta
stabilni liposomalni formulace a byl ovéfen proces lyofilizace v ptitomnosti kryoprotektiva.

Liposomalni preparaty testovanych cytostatik vykazovaly cytotoxicky tuc¢inek
na testovanych nadorovych liniich (A549 a MCF-7). Prab¢h kiivek koncentracni zavislosti
cytotoxicity byl pro liposomalni preparaty derivatl vitaminu E odlisny od kiivek pro volné
latky, coZ naznacuje pozvolné uvoliovani 1é¢iva z liposomi. Tento efekt je Zadouci pro
aplikaci in vivo v protinadorové terapii.

Dalsi studium této problematiky bude zaméfeno na modifikaci povrchovych struktur
liposomil a jejich cileni k nddorovym liniim. Koneénym cilem je preklinické testovani
na mysich nadorovych modelech.
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8 SEZNAM SYMBOLU A ZKRATEK

Vyzkumny ustav veterinarniho 1ékatstvi
Small interfering ribonukleova kyselina
Deoxyribonukleova kyselina
Unilamelarni vezikuly

Multilameldrni vezikuly
Multyvezikularni vezikuly

Malé unilamelarni vezikuly

Velké unilamelarni vezikuly

Vajecny fosfatidylcholin

Sojovy fosfatidylcholin
Fosfatidylcholin
2-distearoyl-sn-glycerophosphocholine
Polyethylenglykol

Teplota fazového ptechodu, tranzitni teplota
Molarni procenta

The staggered herringbone micromixer
Dynamicky rozptyl svétla

Dérjaginova, Landauemova, Verweymova a Overbeekemova teorie
Nanoparticle Tracking Analysis
Elektronovy mikroskop

Transmisni elektronovy mikroskop
Skenovaci elektronovy mikroskop
Rastovaci elektronovy mikroskop
Retinoblasmovy protein

Transforming grow factor beta

Fas associated death domain protein
Death including signalling complex
B-cell lymphoma 2

BCL-2 associated X protein

BCL-2 antagonist killer

Enhanced permeability and retention effect
Koenzym A
Nikotinamidadenindinukleotid
Flavinadenindinukleotid
Adenosintrifosfat

Ligand pro FAS

Vitamin E

Volné kyslikové radikéaly

Protein kindza C

Proteinové fosfatdza 2A

VUVel
siRNA
DNA
ULV
MLV
MMV
SUV
LUV
EPC
SoyPC
PC
DSPC
PEG
Tc
mol%
SHM
DLS
DLVO
NTA
EM
TEM
SEM
REM
pRB
TGFb
FADD
DISC
BCL-2
BAX
BAK
EPR efekt
CoA
NADH
FADH,
ATP
FasL
VE
ROS
PKC
PP2A
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JUN-N-terminalni kindza

a-tokoferyl sukcinat

a-tokoferyl ester kyseliny octové

o —tokoferyl maleamid

Paclitaxel

Di-(2-etylhexyl)ftalatu

Polyvinylchlorid
1-oleoy-2-hydroxy-sn-glycerol-3-fosfatidylcholin
1-stearoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-fosfocholin
1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phospho-(1'-rac-glycerol)
Fosfatovy pufr

Etanol

3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5- difenyltetrazolium bromid
dodecylsulfat

Flow rate ration

Total flow rate
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JNK
o-Tos
o-TEA
o-TAM
PTX
DEHP
PVC
MOPC
SOPC
POPG
PBS
EtOH
MTT
SDS
FRR
TFR



9 SEZNAM POUZITE LITERATURY

[1]

CAGDAS, Melis a kol. Liposomes as Potential Drug Carrier Systems for Drug
Delivery. Intech  [online]. 2014, 2014(6), 1-50 [cit. 2016-08-15]. DOI:
10.5772/58459.  Dostupné z:  http://www.intechopen.com/books/application-of-
nanotechnology-in-drug-delivery/liposomes-as-potential-drug-carrier-systems-for-drug-
delivery

DUA, J.S. a kol. Liposome: Methods of preparation and applications. International
Journal of Pharmaceutical Studies and Research. 2/2012, ro€. 3, s. 14-20, ISSN
2229-4619.

MEIJER, CATHARINA. Green werkzame stof in creme zonder goede
aflevertechniek. Beauty Journaal [online]. 2015, 2015(6) [cit. 2016-08-23].
Dostupné z:  http://www.beautyjournaal.nl/2015/07/07/geen-werkzame-stof-in-
creme-zonder-goede-aflevertechniek/

HADASOVA, Eva. Liposomalni 1ékové formy. Remedia [online]. 2006, 16(4),
433-437 [cit. 2016-08-16]. Dostupné z: http://www.remedia.cz/Clanky/Lekove-
formy/Lipozomalni-lekove-formy/6-H-gC.magarticle.aspx

MONTEIRO, N. a kol. Liposomes in tissue engineering and regenerative
medicine. Journal of the royal society interface [online]. 2014, 29(10) [cit. 2016-
08-16]. DOLI: 10.1098/rsif.2014.0459. Dostupné z:
http://rsif.royalsocietypublishing.org/cgi/doi/10.1098/rsif.2014.0459

PANDEY, Himanshu a kol. Liposome and Their Applications in Cancer
Therapy. Brazilian Archives of Biology and Technology [online]. 2016, 59(8) [cit.
2016-08-18]. DOI: 10.1590/1678-4324-2016150477. Dostupné VA
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1516-
89132016000100303 &lang=pt

GUBERNATOR, Jerzy. Active methods of drug loading into liposomes: recent
strategies for stable drug entrapment and increased in vivo activity. Expert Opinion
on Drug Delivery [online]. 2011, 8(5) [cit. 2016-08-18]. DOI:
10.1517/17425247.2011.566552. Dostupne Z:
https://www .researchgate.net/publication/51050362_Active_methods_of_drug_loa
ding_into_liposomes_Recent_strategies_for_stable_drug_entrapment_and_increase
d_in_vivo_activity

TORCHILIN, Vladimir a kol. Liposomes: A Practical Approach. 2. New York:
Oxford university press, 2003. ISBN 0199636540.

AGARWAL, Renu. Liposomes in topical ophthalmic drug delivery: an
update. Drug Delivery [online]. 2014, 23(4), 1-17 [cit. 2017-03-29]. DOI:
10.3109/10717544.2014.9433. Dostupné Z:
https://www.researchgate.net/publication/264676648_Liposomes_in_topical_ophth
almic_drug_delivery_an_update

67



68

[10]

[15]

[18]

[19]

Cytologie — mnauka o bunkach. Masarykova univerzita prirodovedecka
fakulta [online]. Brno: Pfirodovédecka fakulta Masarykovy univerzity, 2011 [cit.
2016-08-24]. Dostupné z: http://www.sci.muni.cz/ptacek/CY TOLOGIE6.htm

Liposome Preparation. Avanti [online]. 2016: Alabama, 2016 [cit. 2016-08-09].
Dostupné z: https://avantilipids.com/tech-support/liposome-preparation/

AKBARZADEH, Abolfazl, a kol. Liposome: classification, preparation, and
applications. Nanoscale Research Letters [online]. 2013, 8(1) [cit. 2016-08-09].
DOI: 10.1186/1556-276X-8-102. Dostupné Z:
http://nanoscalereslett.springeropen.com/articles/10.1186/1556-276X-8-102

Liposome Extrusion. Biopharma process systems [online]. Anglie: Copyright, 2015
[cit. 2016-08-09]. Dostupné z: http://biopharma.co.uk/blog/2013/09/24/liposome-
extrusion/

WALDE, Peter a kol. Enzymes inside lipid vesicles: preparation, reactivity and
applications. Biomolecular Engineering [online]. 2001, 18(4), 143—177 [cit. 2016-
08-09]. DOLI: 10.1016/S1389-0344(01)00088-0. Dostupné z
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1389034401000880

WAGNER, Andreas a kol. Liposome Technology for Industrial Purposes. Journal
of Drug Delivery [online]. 2011, 2011(Article ID 591325), 1-9 [cit. 2016-08-09].
DOLI: 10.1155/2011/591325. Dostupné Z:
http://www.hindawi.com/journals/jdd/2011/591325/

BARENHOLZT, Y. a kol. A new method for preparation of phospholipid vesicles
(liposomes) - french press. FEBS Letters [online]. 1979, 99(1), 210-214 [cit. 2016-
08-09]. DOI: 10.1016/0014-5793(79)80281-1. Dostupné zZ:
http://doi.wiley.com/10.1016/0014-5793(79)80281-1

LAOUINI, A., a kol. Preparation, Characterization and Applications of Liposomes:
State  of the Art. JOURNAL OF COLLOID  SCIENCE AND
BIOTECHNOLOGY [online]. 2012,2012(1), 147-168 [cit. 2016-08-09]. DOI:
10.1166/jcsb.2012.1020.  ISBN 10.1166/jcsb.2012.1020.  Dostupné  z:
http://openurl.ingenta.com/content/xref?genre=article

CHARCOSSET, Catherine a kol. Preparation of liposomes at large scale using the
ethanol injection method: Effect of scale-up and injection devices. Chemical
Engineering Research and Design [online]. 2015, 94(1), 508-515 [cit. 2016-08-09].
DOI: 10.1016/j.cherd.2014.09.008. Dostupné zZ:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0263876214004092

DUA, J.S. a kol. Liposome: Methods of preparation and applications. International
Journal of Pharmaceutical Studies and Research[online]. 2012, 3(2), 14-20 [cit.
2016-08-09]. Dostupné VA
http://www.technicaljournalsonline.com/ijpsr/VOL%20II/IJPSR %20V OL%?20I11
%20ISSUE%2011%20APRIL%20JUNE%202012/Article%204%20April%20June
%202012.pdf


http://www.technicaljournalsonline.com/ijpsr/VOL%20III/IJPSR%20VOL%20III%20ISSUE%20II%20APRIL%20JUNE%202012/Article%204%20April%20June%202012.pdf
http://www.technicaljournalsonline.com/ijpsr/VOL%20III/IJPSR%20VOL%20III%20ISSUE%20II%20APRIL%20JUNE%202012/Article%204%20April%20June%202012.pdf
http://openurl.ingenta.com/content/xref?genre=article
http://www.technicaljournalsonline.com/ijpsr/VOL%20III/IJPSR%20VOL%20III%20ISSUE%20II%20APRIL%20JUNE%202012/Article%204%20April%20June%202012.pdf
http://biopharma.co.uk/blog/2013/09/24/liposome-extrusion/
http://biopharma.co.uk/blog/2013/09/24/liposome-extrusion/

[20]

[25]

[26]

AFZAL, Arshad a kol. Three-objective optimization of a staggered herringbone
micromixer. Sensors and Actuators B: Chemical [online]. 2014, 192(3), 350-360 [cit.
2016-08-09]. DOLI: 10.1016/j.snb.2013.10.109. Dostupné Z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0925400513013117

Staggered Herringbone Mixer designed for micro EDM milling. Italie, 2010.
Dostupné z: http://lab.fs.uni-1j.si/lat/uploads/edm/bibJoze/10-imbt.pdf

KASTNER, Elisabeth a kol. High-throughput manufacturing of size-tuned
liposomes by a new microfluidics method using enhanced statistical tools for
characterization. International Journal of Pharmaceutics [online]. 2014, 477(1-2),
361-368 [cit. 2016-08-09]. DOI: 10.1016/j.ijjpharm.2014.10.030. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S037851731400753

CARUGQO, Dario, a kol. Liposome production by microfluidics: potential and
limiting factors. Scientific Reports. 2016, 6(5), 25876. DOI: 10.1038/srep25876.
Dostupné také z: http://www.nature.com/articles/srep25876

JOSHI, Sameer a kol. Microfluidics based manufacture of liposomes
simultaneously entrapping hydrophilic and lipophilic drugs. International Journal
of Pharmaceutics. 2016, 514(1), 160-168. DOI: 10.1016/j.ijpharm.2016.09.027.
Dostupné také z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0378517316308481

The  NanoAssemblr  Platform:  Microfluidics-Based =~ Manufacture  of
Nanoparticles. Nepagene [online]. Tokio: Copyright, 2015 [cit. 2016-08-24].
Dostupné z: http://www.nepagene.jp/pdf/PNI_Japan_Teikyo_U_July_2015.pdf
STROOCK, A. D. Chaotic Mixer for Microchannels. Science [online].
2002, 295(25), 647-651 [cit. 2017-04-25]. DOI: 10.1126/science.1066238. ISBN
10.1126/science.1066238. Dostupné Z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11809963

SEVCIKOVA, Petra a kol. Dynamicky rozptyl svétla v analyze koloidnich
systémt. Chemicke listy: Laboratorni pristroje a postupy. 2014, ¢. 108, s. 479-482.
Dostupné z: http://www.chemickelisty.cz/docs/full/2014 05 479-482.pdf

Zeta Potencidl: Potencidl zeta a elektricka dvojvrstva. In: Xray [online]. Praha:
Czech and Slovak Crystallographic Association (CSCA), 2014 [cit. 2016-07-12].
Dostupné z: http://www.xray.cz/kfkl-osa/eng/zetasizer/zeta.htm

Instruments, Malven. Stabilita suspenzi a disperzi — pro¢ jsou parametry jako
velikost Castic, zeta potencial a reologické vlastnosti tak dilezité? Chemagazin.
2011, XXI, ¢. 2. Dostupné z:
http://www.anamet.cz/sites/all/storage/ Anamet_Suspenze.pdf

Overview of DLVO theory. Laboratory of Colloid and Surface Chemistry [online].
Svycarsko: Creative Commons Attribution, 2014 [cit. 2016-08-09]. Dostupné z:
http://www.colloid.ch/index.php?name=dlvo

How can Nanoparticle Tracking Analysis assist in the production of
nanoparticles. Malvern [online]. Anglie: Copyright, 2016 [cit. 2016-08-09].
Dostupné z

69



70

[32]

[33]

http://www.nanodiara.eu/fileadmin/nanodiara/download/Public_Conf_Bern_9.2013
/Uhlig.pdf

CARR, Bob a kol. Nanoparticle Tracking Analysis. NanoSight Ltd [online].
Londyn: Copyright, 2013 [cit. 2016-08-09]. Dostupné Z:
http://particularsciences.ie/psl/brochures/supplier_brochures_pdf/nta_brochure.pdf

Particle sizing try using nanosight. Microscopy analysis [online]. United Kingdom:
Copywriting, 2016 [cit. 2016-08-25]. Dostupné z:

http://www.microscopy-analysis.com/blog/blog-articles/particle-sizing-try-using-
nanosighthttp://ncore.web.unc.edu/nanosight/

FyzikdIni principy transmisni a skenovaci elektronové mikroskopie. Laborator
elektronové mikroskopie [online]. Ceské Bud&jovice: Nebe Net, 2007 [cit. 2016-08-
25]. Dostupné z: http://www.paru.cas.cz/lem/bak/1_1.htm

TRANSMISNI ELEKTRONOVA MIKROSKOPIE. Atmilab [online]. Olomouc:
Univerzita Palackého v Olomouci., 2011 [cit. 2016-08-25]. Dostupné z:
http://atmilab.upol.cz/texty/TEM-teorie.pdf

SEM ve sluzbach biologie [online]. Olomouc, 2010 [cit. 2016-08-25]. Dostupné z:
https://docs.google.com/file/d/0B_qpBOhwjTB7ZGZiMGQxMGUtMDImZCOONW
FKLTKSYjAtZmYSZWNhOTUO0Y2Q4/view ?pli=1

Transmission Electron Microscopy. Central microscopy reasearch facility [online].
Iowa: The University of Iowa, 2017 [cit. 2017-02-19]. Dostupné z:
https://cmrf.research.uiowa.edu/transmission-electron-microscopy

KOUDELKA, Stepan a kol. Liposomal delivery systems for anti-cancer analogues
of vitamin E. Journal of Controlled Release [online]. 2015, 207, 59-69 [cit. 2017-
02-28]. DOI: 10.1016/j.jconrel.2015.04.003. Dostupné Z:
http://apps.webotknowledge.com/full_record.do?product=WOS &search_mode=Ge
neralSearch&qid=1&SID=3E68dJPBEx8s6wHeKld&page=1&doc=1

Zaklady toxikologie pro farmaceuty; PharmDr. Marie Voprsalova, CSc., Doc.
RNDr. Pavla Zagkova, CSc.; Karolinum 2000

KLENER, Pavel. Principy systémové protinadorové lécby. Praha: Grada
Publishing, 2013. ISBN 978-80-247-4171-0.

HANAHAN, Douglas a kol. The Hallmarks of Cancer. Cell [online]. 2000, 100(1),
57-70 [cit. 2017-02-28]. DOI: 10.1016/S0092-8674(00)81683-9. Dostupné z:
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S00928674008 16839

KLENER, Pavel. Novd protinddorova léciva a lécebné strategie v onkologii. Praha:
Grada Publishing, 2010. ISBN 978-80-247-2808-7.

HANAHAN, Douglas a kol. Hallmarks of Cancer: The Next
Generation. Cell [online]. 2011, 144(5), 646-674 [cit. 2017-02-28]. DOI:
10.1016/j.cell.2011.02.013. Dostupné z:
http://www.sciencedirect.com/science/article/p11/S0092867411001279

GIDWANI, Bina a Amber VYAS. A Comprehensive Review on Cyclodextrin-
Based Carriers for Delivery of Chemotherapeutic Cytotoxic Anticancer


http://www.nanodiara.eu/fileadmin/nanodiara/download/Public_Conf_Bern_9.2013/Uhlig.pdf
http://www.nanodiara.eu/fileadmin/nanodiara/download/Public_Conf_Bern_9.2013/Uhlig.pdf
http://particularsciences.ie/psl/brochures/supplier_brochures_pdf/nta_brochure.pdf

Drugs. BioMed Research International [online]. 2015, 2015(ID 198268), 15 [cit.
2017-04-19]. DOI: 10.1155/2015/198268. Dostupné Z:
https://www.hindawi.com/journals/bmri/2015/198268

Pharmaceutical perspectives of cancer therapeutics [online]. USA: Springer
science, 2009 [cit. 2017-04-19]. ISBN 978-1-4419-0131-6. Dostupné z:
https://books.google.cz/books?id=mUrlqpd THy4C&pg=PA98&Ipg=P A98 &dq=epr
+effect+electron+microscopy&source=bl&ots=WtazbzP8pq&sig=RVWdyCoHrU5
bHfvBA9FAVcr6VyE&hl=cs&sa=X&ved=0ahUKEwjWqrOOnbHTAhUpAcAKH
QlaD8gQ6AEIXjAJ#v=0onepage&q=epr%?20effect%20electron%20microscopy&f=
false

HOREJSI, Vaclav. Zdklady imunologie. 4. Praha: TRITON, 2009. ISBN 978-80-
7387-280-9.

RIZVI, Saliha a kol. The Role of Vitamin E in Human Health and Some
Diseases. Sultan Qaboos University Medical Journal [online]. 2014, 14(2), 157—
165. [cit. 2017-02-12]. Dostupné zZ:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3997530

GORNSTEIN, Erica a kol. The paradox of paclitaxel neurotoxicity: Mechanisms
and unanswered questions. Neuropharmacology [online]. 2014, 76(23), 175-183
[cit. 2017-03-29]. DOI: 10.1016/j.neuropharm.2013.08.016. Dostupné¢ z:
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S002839081300381X

DONG, L.-F. a kol. Vitamin E Analogues Inhibit Angiogenesis by Selective
Induction of Apoptosis in Proliferating Endothelial Cells: The Role of Oxidative
Stress. Cancer Research [online]. 2007, 67(24), 11906-11913 [cit. 2017-03-01].
DOLI: 10.1158/0008-5472.CAN-07-3034. Dostupné z:
http://cancerres.aacrjournals.org/content/67/24/11906

WEBER, Tobias. Vitamin E succinate is a potent novel antineoplastic agent with
high selectivity and cooperativity with tumor necrosis factor-related apoptosis-
inducing ligand (Apo2 ligand) in vivo. Clinical Cancer Research [online].
2002, 8(3) [cit. 2017-03-01]. Dostupné Z:
http://clincancerres.aacrjournals.org/content/8/3/863

NOVOSAD, J. a kol. Protein BCL-2 a jeho funkce v maligni transformaci buiiky.
Klin Onkol, 2002, 15, €. 1, s 2-6. Dostupné z: http://www.linkos.cz/files/klinicka-
onkologie/23/456.pdf

ANDERSON, K. Differential Response of Human Ovarian Cancer Cells to
Induction of Apoptosis by Vitamin E Succinate and Vitamin E Analogue, -
TEA. Cancer Research [online]. 2004, 64(12), 4263-4269 [cit. 2017-03-01]. DOI:
10.1158/0008-5472.CAN-03-2327. Dostupné z
http://cancerres.aacrjournals.org/content/64/12/4263

KOUDELKA, Stépan a TURANEK, Jaroslav. Liposomal paclitaxel
formulations. Journal of Controlled Release [online]. 2012, 163(3), 322-334 [cit.
2017-03-01]. DOI: 10.1016/j.jconrel.2012.09.006. Dostupné Z:
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168365912006785

71



72

[54]

[57]

[58]

CROSASSO, Paola a kol. Preparation, characterization and properties of sterically
stabilized paclitaxel-containing liposomes. Journal of Controlled Release [online].
2000, 63(1-2), 19-30 [cit. 2017-03-01]. DOI: 10.1016/S0168-3659(99)00166-2.
Dostupné z: http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168365999001662

KOUDELKA, Stépan a kol. Lyophilised liposome-based formulations of
a-tocopheryl succinate: Preparation and physico-chemical characterisation. Journal
of pharmaceutical sciences [online]. 2010, 5(99), 2434-2443 [cit. 2017-03-22].
DOI: 10.1002/jps.22002. Dostupné zZ:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0022354915326472

STEWART, John Charles Marshall. Colorimetric determination of phospholipids
with ammonium ferrothiocyanate. Analytical Biochemistry [online]. 1980, 104(1),
10-14 [cit. 2017-03-22]. DOI: 10.1016/0003-2697(80)90269-9. Dostupné z:

http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/0003269780902699

Basic Principles of Freeze Drying. Sp scientific [online]. New York, 2012 [cit.
2017-03-22]. Dostupné¢ z: http://www.spscientific.com

Karl Fischer Volumetricka titrace Teorie a praxe [online]. Praha: SCANLAB
SYSTEMS, 2015 [cit. 2017-03-22]. Dostupné z:
http://mujweb.cz/voracek/files/kf_voltitr_brozura_tim580_1110a.pdf

RISS, Terry. Cell Viability Assays. Assay Guidance Manual [online]. 2013, 5(1)
[cit. 2017-03-22]. Dostupné z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK144065/

PATRA, Michael a kol. Under the Influence of Alcohol: The Effect of Ethanol and
Methanol on Lipid Bilayers. Biophysical Journal [online]. 2006, 90(4), 1121-1135
[cit.  2017-04-25]. DOI:  10.1529/biophysj.105.062364.  Dostupné  z:
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0006349506723049

ZOOK, Justin a kol. Effects of temperature, acyl chain length, and flow-rate ratio
on liposome formation and size in a microfluidic hydrodynamic focusing
device. Soft Matter [online]. 2010, (6), 1352-1360 [cit. 2017-04-25]. DOI:
10.1039/B923299K. Dostupné Z:
http://pubs.rsc.org/en/content/articlelanding/2010/sm/b923299k#!div Abstract

TURANEK, Jaroslav a kol. Liposomal formulation of a-tocopheryl maleamide: In
vitro and in vivo toxicological profile and anticancer effect against spontaneous
breast carcinomas in mice. Toxicology and Applied Pharmacology [online].
2009, 237(3), 249-257 [cit. 2017-04-25]. DOI: 10.1016/j.taap.2009.01.027.
Dostupné z: http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041008X09000593



10 PRILOHY

0,06 -
0,05 ~

0,04 -

< 0,03 -

0,02 - %

y =1,0655x - 0,0021
R?=0,9908

0,01 ~

0 T T T T T 1
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06

Koncentrace [mg-ml]

Obrazek 57: Kalibra¢ni ki‘ivka pouZita pro vypocet stanoveni obsahu fosfolipidu Stewardovou

metodou

73



