VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

Fakulta chemicka

DIPLOMOVA PRACE

Brno, 2016 Bc. Martin Uberall



VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA CHEMICKA

FACULTY OF CHEMISTRY

USTAV FYZIKALNI A SPOTREBNI CHEMIE

INSTITUTE OF PHYSICAL AND APPLIED CHEMISTRY

SOLUBILIZACE V SONOGRAFICKYCH SYSTEMECH

SOLUBILIZATION IN SONOGRAPHIC SYSTEMS

DIPLOMOVA PRACE
MASTER'S THESIS

AUTOR PRACE Bc. Martin Uberall
AUTHOR

VEDOUCI PRACE Ing. Filip Mravec, Ph.D.
SUPERVISOR

BRNO 2016



Vysoké uceni technické v Brné
Fakulta chemicka
Purkyrova 464/118, 61200 Brno

Zadani diplomove prace

Cislo diplomové préace: FCH-DIP0995/2015 Akademicky rok: 2015/2016
Ustav: Ustav fyzikalni a spotfebni chemie

Student(ka): Bc. Martin Uberall

Studijni program: Chemie pro medicinské aplikace (N2846)

Studijni obor: Chemie pro medicinské aplikace (2808T031)

Vedouci prace Ing. Filip Mravec, Ph.D.

Konzultanti: Ing. Tereza Pilgrova

Nazev diplomové préce:
Solubilizace v sonografickych systémech

Zadani diplomové prace:

1. Reserse na solubilizaci riznych typl latek v mikrobublinach pro sonografické aplikace.

2. Navrch vhodnych experimentl pro ovéfeni postupt solubilizace v systémech zaloZenych na komerénim
vyrobku SonoVue(R).

3. Pomoci fluorescenénich sond, jako modelovych solubilizacnich latek, stanovit schopnost solubilizace
danych systémd a vyuZiti v jejich vizualizaci pomoci fluorescenéni mikroskopie.

4. Na zakladé vysledkd zhodnotit zvoleny postup solubilizace daném systému a jeho vyuZitelnost z
hlediska terapie a/nebo diagnostiky.

Termin odevzdani diplomoveé prace: 6.5.2016

Diplomova prace se odevzdava v dékanem stanoveném poétu exemplafdl na sekretariat Ustavu a v
elektronické formé vedoucimu diplomové prace. Toto zadani je pfilohou diplomové préace.

Bc. Martin Uberall Ing. Filip Mravec, Ph.D. prof. Ing. Miloslav Pekaf, CSc.
Student(ka) Vedouci prace Reditel Gstavu
V Brné, dne 31.1.2016 prof. Ing. Martin Weiter, Ph.D.

Dékan fakulty



ABSTRAKT

V diplomové praci byly pomoci metody UV-VIS spektrofotometrie studovany solubilizacni
schopnosti  fosfolipidii, znichz je tvofen komeréni piipravek SonoVue® vyuzivajici
se v ultrasonografii, a poté samotnych mikrobublin stejného sloZeni jako ma SonoVue®,
pfipravenych riznymi zpusoby v nas$i laboratofi. Byla zjiStovana koncentrace latek
solubilizovanych uvnitf  zminénych syst¢émid. Prvnim studovanym fosfolipidem
byl dipalmitoylfosfatidylglycerol sodny a druhym distearoylfosfatidylcholin. Mikrobubliny
byly pftipraveny ztéchto dvou fosfolipida s ptidavkem polyethylenglykolu a kyseliny
palmitové dle pripravku SonoVue®. Solubiliza¢ni schopnosti byly zkoumény pomoci
hydrofobnich soluti Sudan Red G, Oil Red O, 4-(4-Diethylaminostyryl)-1-methylpyridinium
jodidu a Nilské cervené. Tyto latky byly vybrany z divodu ziskani modelového systému
solubilizovanych 1é¢iv, poptipad¢ jinych ucinnych latek, které jsou taktéz hydrofobniho
charakteru. Solubilizace jednotlivych soluti byla zkouména v mirn€ polarnim prostiedi
fyziologického roztoku (0,15 M roztok NaCl).

Dale byla provedena vizualizace nami pfipravenych mikrobublin pomoci optické
a fluorescenc¢ni mikroskopie. 4-Di-2-Asp nebyla vhodna fluorescen¢ni sonda k vizualizaci
mikrobublin. Velikost ndmi piipravenych mikrobublin odpovidala velikosti mikrobublin
komeréniho piipravku SonoVue”.

Bylo zjisténo, Ze koncentrace solubilizovanych hydrofobnich solutli uvnitf lipozomu
fosfolipidii odpovidé fadoveé desitkdm az stovkdm mikromold na litr. S rostouci koncentraci
fosfolipidii roste koncentrace solubilizovanych solutti. Vysledky ziskané béhem této prace
mohou byt vyuzity k dal§im experimentim a vyzkumu v oblasti zaméfené na solubilizaci
1é¢iv v mikrobublinach, kontrastnich latkach, které jsou vyuzivany v ultrasonografii.

KLICOVA SLOVA

Ultrasonografie, solubilizace, mikrobubliny, cilena distribuce 1é¢iv, SonoVue®



ABSTRACT

The aim of this thesis was to determine the solubilizing capacity of microbubbles based
on SonoVue®, and phospholipids SonoVue® is made of, by using the UV-VIS
spectrophotometry. The concentrations of solubilized substances within these systems was
further determined. In particular, the properties of natrium dipalmitoylphosphatidylglycerole
and distearoylphosphatidylcholine were investigated. The microbubbles were produced using
these phospholipids with the addition of polyethyleneglycol and palmitic acid.
The solubilizing capacity was determined using hydrophobic solutes Sudan Red G,
Oil Red O, 4-Di-2-Asp and Nile Red in order to obtain a model system of solubilized drugs
or other hydrophobic substances. The behavior of solutes in phospholipids and our prepared
microbubbles were examined in a moderately polar medium — physiological saline solution
(0.15 M NaCl).

The vizualization of prepared microbubbles was performed using optical and fluorescence
microscopy. 4-Di-2-Asp, as a fluorescence probe, was not suitable for microbubble
vizualization. The size of microbubbles that were produced during the experiment was almost
the same as the size of microbubbles of commercially made SonoVue®.

The concentration of solubilized hydrophobic solutes inside the liposomes of phospholipids
ranged from tens to hundreds of micromoles per liter. With increasing concentration
of phospholipids the concentration of solubilized solutes also increased. The results of this
experiment can be used for further research focused on the solubilization of drugs
in microbubbles, and contrast agents which are used in ultrasonography.
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1 UVOD

Co jsou to mikrobubliny, k ¢emu se vyuzivaji a k ¢emu by se daly vyuzivat? Jakou roli hraje
schopnost latek solubilizovat jiné latky, jak se toho da vyuzit v medicinskych aplikacich?
Které typy latek mohou byt solubilizovany v mikrobublinach? Na tyto otazky odpovi pravé
tato diplomova prace.

V mé bakalarské praci jsme fteSili solubilizaéni schopnosti vybranych tfech tenzid
a sojového lecitinu jako modelovych vzorkl a okrajové solubiliza¢ni schopnosti komeréniho
pipravku SonoVue®, ktery se pouZiva jako kontrastni latka v ultrasonografii v podobé&
mikrobublin plnénych plynem, fluoridem sirovym. V diplomové praci se jiz zabyvame
podrobngji pripravkem SonoVue®, jehoz sloZeni je nam jiZ znamé.

Diplomova prace je zaméfena na solubilizaéni schopnosti fosfolipidt, z nichz je slozen
pripravek SonoVue® a naslednd samotného systému SonoVue, ktery jsme si piipravili
v laboratofi. Testovali jsme také rizné metody a zplsoby piipravy vlastniho SonoVue®.
Solubiliza¢ni schopnosti jsme studovali ve fyziologickém roztoku pomoci ¢tyt hydrofobnich
solutti, z nichz dva byly zvoleny tak, aby se daly vyuzit k vizualizaci mikrobublin pomoci
fluorescenéni mikroskopie.

Medicinsky vyzkum se zabyva predev§im potencidlnimi nosi¢i 1éCiv a cilenou distribuci
1é¢iv. Kontrastni latka SonoVue®, kterd je schopna tvofit mikrobubliny, by mohla byt vyuZita
jako nosi¢ovy systém, na ktery by bylo mozné navazat 1éCivo, cytostatika, DNA, poptipadé
nékteré¢ vitaminy. Navazani téchto latek je mozné bud na povrch struktury mikrobublin,
nebo zaclenénim (solubilizaci) pfimo do vnitini struktury. Nosi¢e 1é¢iv by mély obecné
umoznit prodlouzenou cirkulaci u¢innych latek v krevnim fecisti, fizenou aktivaci a selektivni
ucinek zaméfeny na cilovou tkan a tim tak omezit nezddouci U€inky terapii. Dale by mély
zajistit rozpustnost ve vod¢ ptivodné nerozpustnym aktivnim latkdm nebo potlacit odolnost
cilové tkan¢ k 1éCivu. Existuje cela fada typd nosi¢ovych systémi, nejvetsi pozornost se vsak
vénuje nosicum cytostatik a to predev§im z divodu Castého vyskytu a zavaznosti nadorovych
onemocnéni, ktera maji dodnes malou u€innost 1€cby.

Cilem prace bylo provést resersi na téma solubilizace riznych typu latek v mikrobublinach
pro sonografické aplikace, navrhnout vhodné experimenty pro ovéfeni postupii solubilizace
v systémech zalozenych na komerénim vyrobku SonoVue® a poté pomoci fluorescenénich
sond, jako modelovych solubiliza¢nich latek, stanovit schopnost solubilizace danych systému
a vyuZziti vjejich vizualizaci pomoci fluorescenéni mikroskopie. Na zavér bylo cilem
zhodnotit zvoleny postup solubilizace v daném systému a jeho vyuzitelnost z hlediska terapie
a/nebo diagnostiky.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Ultrasonografie

2.1.1 Historie

Ultrasonografie je v dnes$ni dobé nejrozsifenéj$i a nejsnaze dostupnad moderni diagnosticka
zobrazovaci technika. V diagnostickém postupu patii k prvnimu kroku pfi vysetienich [1].
Je zajimava z hlediska pohodli, bezpecnosti a nizkych nakladt. Tato diagnosticka zobrazovaci
technika je neinvazivni [2].

Ultrazvukové snimkovani se ve véd¢ zacalo pouzivat béhem konce 19. stoleti S objevenim
piezoelektrického efektu, konkrétn¢ v roce 1877 dcerou Marie Curie-Sktodowské, Iréne Joliet
Curie [3]. Samotna technologie byla vyvijena roku 1910 [4] jako namoini nastroj pro navigaci
a komunikaci. Vyuziti energie ultrazvuku k chemickym reakcim nebo chemickym procestim
bylo zahajeno v roce 1927. Piezoelektricky efekt je tzv. srdcem ultrazvukového systému.
Piezoelektricky efekt zajistuje specialni krystalicky material vétSinou z kiemene (pfevodnik,
meéni€), ktery vykazuje rtzné zajimavé jevy, jako je vytapéni, emulgace, atomizace,
aglomerace, disperze, krystalizace, urychleni chemickych reakci, rozruseni bunék, atd. [5].
Tento pievodnik pfevadi energii mezi dvéma formami - elektrickou a akustickou. Pfreména
elektrické energie na akustickou se nazyva ,transmit®, ¢ili vysilani. Zvukové viny jsou
generovany pusobenim elektrického napéti na krystal, ktery transdukuje elektricky impuls
mechanickou deformaci, ¢imz se vytvaii vinoplochy. Zvukové viny prochazeji télem,
nez se setkaji s reflektory, coz jsou v tomto piipadé tkang, krev, kosti, atd. Odrazené zvukové
viny se v podobé ,,0zvén* vrati zpét do prevodniku, kde jsou pievedeny zpatky na elektrickou
energii. Tento proces se nazyva ,,receive neboli ,,obdrzeni* (Obr. 1).

* v

Transmit Receive

Obr. 1: Transmit — preména elektrické energie na akustickou. Receive — proces, kdy se odrazené

zvukové viny vraceji zpét do prevodniku, kde jsou prevedeny zpdtky na energii elektrickou [5]



Vyznam objevu procesu zmény elektrické energie na akustickou je takovy, ze se vzniklymi
obrazovymi snimky je mozné manipulovat pomoci elektronickych obvodu, které se daji
relativné jednoduse navrhnout a sestavit. Vyzkum pouzivani piezoelektrického efektu, nejen
pro potieby vojenské, pokracoval do 20. stoleti, kdy byl poprvé tento efekt prakticky vyuzit
V druhé svétové valce. V tomto ¢asovém horizontu udélali téz pokrok i vyvojaii ultrazvuku
v 1ékatstvi. Prvni znamda aplikace ultrazvuku v mediciné detekovala posuny stfedni linie
mozku v rezimu bez zobrazovani. Dva rakousti bratii, Karl (neurolog) a Friedrich (fyzik)
Dussikové, prenaseli zvukové viny pies pacientovu hlavu, kde na jedné stran¢ hlavy umistili
vysilat a na druhou stranu piijima¢. Byl detekovan generovany zvuk [3]. Vyvoj
ultrazvukového zobrazovani pokracoval stalym tempem pies rok 1970, kdy byly vyvinuty
prvni real-time skenery. Tyto zafizeni napomohly k pokrokiim v elektronice, které umoznily
rozvoj digitalnich skenovacich pfevodnikti [6]. V dnesni dobé jiz existuji pfenosné
ultrazvuky.

2.1.2 Fyzikalni princip ultrazvuku

Ultrazvukem se rozumi mechanické kmity, jejichz frekvence je vyssi nez horni frekvenéni
mez slySitelnosti lidského wucha, tedy vys$§i nez 20 kHz. Kmitoétovy rozsah nizsi
nez 16 Hz ptipada na infrazvuk. Pro diagnostické ucely se vSak v mediciné pouziva vysokych
frekvenci v oblasti fadové 5-10 MHz [7]. Podrobnosti o0 frekvenénim rozsahu ultrazvukovych
vln Ize vy¢ist z Obr. 2.

20 kHz 1 MHz
Extended for special
applications 5 MHz 10 MHz
100 kHz
Power Diagnostic
ultrasound ultrasound
S

0 1 kHz 100 MHz
| | | | ] ]
llnfrasoundl Audible sound l Ultrasound
1:Hz 16 Hz 18 kHz 10 MHz

Obr. 2: Frekvencni rozsah zvukovych vin. 1-16 Hz infrazvuk; 16-18 kHz slysitelny zvuk; vyssi
nez 18 kHz ultrazvuk [7]

Ultrazvukové kmity se v prosttedi §ifi formou vInéni. V mékkych tkanich a v tekutinach
lidského teéla sesifi formou vinéni podélného (longitudinalniho), naopak pficnym
(transverzalnim) vInénim se ultrazvuk $ifi v kostech. U podélného vinéni kmitaji Castice
ve sméru Sifeni viny, zatimco u pficného ve sméru kolmém na smér Sifeni viny. Zdrojem
ultrazvukovych kmitl pro diagnostické Gcely jsou prevazné elektricky buzené piezoelektrické
meéni¢e. Kazdé prostiedi, at' uz se jedna ozivé c¢inezivé, jezhlediska akustického
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rychlost Sifeni ultrazvuku danym prostiedim, akusticka impedance a utlum. Diagnosticka
informace je ziskana zachycenim, zpracovanim a zobrazenim ultrazvukovych signalu,
odrazenych od danych tkanovych rozhrani [8].

Utlum je zeslabeni intenzity ultrazvukové vlny, ktera se vyjadiuje pomoci koeficientu
zeslabeni v jednotkach dB-cm™ [4]. Mnozstvi akustické energie odrazené na akustickém
rozhrani odpovida rozdilu akustickych impedanci tkani, tvoficich toto rozhrani. Utlum
je zavisly na kmito¢tu ultrazvukovych kmitd a hraje dualezitou roli pfi volb¢é zobrazovaci
frekvence [8].

Fézovéa rychlost zvukovych vin je zavisla na vlastnostech prostiedi, kterym se Sifi.
Na rychlosti Sifeni vin pak zavisi vinova délka a kmitocet.

Akustickd impedance se da vyjadfit vzorcem (1), kde c je rychlost Sifeni viny v daném
prostedi a p je hustota prostfedi. Jednotkou je pak W-em™. V Tab. 1 miiZzeme vidét prehled
zakladnich akustickych parametrii vybranych tkdni. Hloubka priniku je téz zavisla na zvolené
frekvenci (Obr. 3) [9].

Z=c-p 1)

Tab. 1: Zdkladni akustické parametry vybranych tkdani [10]

Tkan | c[m's™] | p[kg'm?] Z [10° kg'm™s™] a pii | MHz [dB-cm™]
sval 1580 1041 1,645 0,57
tuk 1430 928 1,327 0,60
mozek 1562 1035 1,617 0,58
kost 3198 1990 6,364 3,54
srdce 1554 1060 1,647 0,52
jatra 1578 1050 1,657 0,45
slezina 1567 1054 1,652 0,40
krev 1584 1060 1,679 0,14
Frequency Penetration Applications
2.5MHz Heart, Brain (TCS)
3.5MHz Liver, Spleen
5.0MHz Kidney, Pancreas
Muscle, Skeleton
7.5MHz Thyroids, Vessels
Endo-sonography
10MHz Eye, Breast
Testis, Finger
15MHz Subcutaneous
structures
>20MHz Intravascular US

Skin

Obr. 3: Hloubka penetrace pri urcité hodnote frekvence [9]
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2.1.3 Akustické vlastnosti krve

Krev je nehomogenni kapalina. Tvofi ji suspenze krevnich bunék v krevni plazmé. V 1 mm?®
krve se nachazi pfiblizn€ 5 milioni ¢ervenych krvinek, 8 tisic bilych krvinek a 350 tisic
krevnich desti¢ek. Cervené krvinky miizeme povaZovat za soudast krve, ktera je zodpovédna
za interakci s ultrazvukem a to diky jejich hojnému poctu [11].

2.1.4 Terapeutické vyuziti
V 1é¢b¢ pomoci ultrazvuku se pouziva nejéastéji ultrazvuk s frekvenci v iadu MHz
aintenzitou 0,5-3 W-cm® pii dob& expozice 10 minut. Zafizeni se skladd ze zdroje
vysokofrekvencniho napéti (oscilator) a ozatovaci hlavice, ve které se nachézi piezoelektricky
ménic. Kovovou membranou uzaviend hlavice se pak priklada na ozvucovana mista potfena
parafinovym olejem. Olej se pouziva k tomu, aby mezi ktizi a hlavici nebyla vrstva vzduchu.

Lécebné ucinky tkvi v hloubkovém tepelném ucinku, Vv tiSeni bolesti pfimymi 1 neptfimymi
mechanismy, ve spasmolytickém G¢inku (uvolnéni dlouhotrvajiciho lokalniho zvySeni
svalového napéti), v tlumivém ucinku na pienos nervovych vzruchd (relaxace) a ve zvyseni
mistniho krevniho ob&hu.

Mechanickych kmiti svysokou frekvenci se také pouziva v zubnim lékafstvi
K odstraiiovani zubniho kamene pomoci magnetostrikéniho generatoru. Amplituda kmitt
je velmi nizka, pohybuje se v fadech setin milimetrt [12].

2.1.5 Ultrazvukové snimkovani

Ultrazvuk tedy poskytuje obraz mékkych tkani, jejich strukturu, pohyblivost a prutok krve
v redlném case. Vysledny obraz mize byt zobrazeny standardné ve 2D, pokrocilé metody
umoziuji i prostorové zobrazeni 3D, ptipadné prostorové zobrazeni v realném Case 4D, zaleZi
na konkrétnim typu ultrazvuku. Ultrazvuk nevyzaduje stinéni ¢i riizna bezpe¢nostni opatienti,
narozdil od srovnatelnych metod, nevyzaduje ani ozafeni pacienta vysokoenergetickym
¢i ionizovanym zafenim. V soucasnosti nejsou znamy zadnad rizika nebo vedlejsi Gcinky
ultrazvukovych vysetieni [2]. Ultrazvukové viny jsou odrazeny plynnym prostiedim, metoda
tedy neni vhodna pro zobrazovani stfev, kde se Castéji vyuzivd pocitaCova tomografie.
Obtizné také pronikaji kostmi, na jejichZ zobrazeni je vhodné&j$i vyuZit rentgen.

Ultrazvuk byl dfive uplatiiovan jako nastroj pro tepelnou ablaci nadord. V dne$ni dobé
se vyuziva jeho netermalnich jevi, zvlasté v medicinskych aplikacich pro cilenou distribuci
léciv [13].

Snimky z ultrazvuku obvykle nemaji ostry kontrast, protoze zobrazovanou oblast zastinuji
nekteré tkdn€. To je krajné nezadouci, a proto se tento problém fesi pomoci ultrazvukovych
kontrastnich latek pro 1ékatfské ultrazvukové zobrazovani. Kontrastni latky jsou tvofeny
riznymi materidly. Rzné druhy kontrastnich latek mohou mit odliSné sloZeni a kazda mize
pracovat na jiném principu.

Ultrazvuk mutZe zvysit U€inky transdermalni distribuce 1é€iv, protinadorovych 1é¢iv
a ucinky v genové terapii [13].

2.1.6 Dopplerovska sonografie

Dopplerovska sonografie umoziuje sledovat rychlost a smér pohybu krve v krevnim fecisti.
Vyuziva se ke sledovani poruch v krevnim fecisti — blokaci (srazeniny), zuzeni cév,
vrozenych malformaci. Existuji dva typy dopplerovské sonografie. Prvni typ se nazyva Color
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Doppler — ptevadi informaci o rychlosti a sméru toku krve do barevné mapy. Druhy typ nese
nazev Power Doppler — neumoziuje sledovat smér toku krve, poskytuje ale lepsi rozliSovaci
schopnost pfi popisu toku krve, zvlasté uvnitt jednotlivych organd.

Frekvence viny vyslané pohybujicim se objektem [14, 15] je vyjadiena vztahem

f, = fo(li Xj )
C

kde f. je frekvence pozorované viny, fy frekvence viny generované, v je relativni rychlost
pohybu zdroje ve sméru k ptijimaci a c je rychlost Sifeni viny. Pti odrazu od pohybujiciho
se objektu dochazi ke zméné frekvence odrazejici se viny

f, = fo(liz"'cos("j 3)
C

kde fe je frekvence odrazené viny, fo frekvence viny dopadajici, v je rychlost pohybu prekazky
a c je rychlost $ifeni viny. Rozdil mezi frekvenci vyslané a pfijaté viny nazyvame Dopplerova
frekvence

fo =1, - f, :(iZfo "'COS‘/’j (@)
C
, pficemz rychlost pohybujiciho se objektu je potom
c
v=tf, - ——— 5
° 2f,cosp ©)

2.1.7 Vlastnosti ultrazvuku
Pisobenim ultrazvuku se mohou latky dostavat do rtznych tkani, srazenin ¢i do kuze.
Ultrazvuk miliZze mit pfimy vliv na membrany, tim se mysli zména propustnosti membran
nebo absorpce 1é¢iv do bunék, popf. tkani. VIivy ultrazvuku mtizeme délit na primarni, které
jsou zpusobeny mechanickymi slozkami ultrazvukového pole, a sekundarni, zplsobené
jinymi druhy energie, ve které se mechanicka energie v prib¢hu absorpce transformovala
(tepelna, chemicka, elektricka energie). Pokud je kritériem zpusob interakce, pak je mozné
mluvit o psobeni pfimém, coz je vyvolané G¢innymi faktory béhem aplikace ultrazvuku,
a nepiimém, zprostiedkovaném fyzikalné-chemickymi zménami prostiedi [16].

Studie prokazaly, ze se pouzitim vysokofrekvencnich ultrazvukovych vin v kombinaci
s kontrastnimi latkami mtze zvysit intracelularni dodavani 1éka do bunék a tkani. Pisobenim
ultrazvuku se mikrobubliny kontrastnich latek stfidavé smr$tuji arozsifuji Vv prib&éhu
jednotlivych fazi sttidani vy$Sich anizSich tlaku ultrazvukovych vin. Mikrobubliny tedy
osciluji a predpoklada se, ze hraji vyznamnou roli pfi uvolfiovani a absorpci 1é¢iv (Obr.
4) [17]. Mikroproudéni vytvaii silné vifivé proudy v médiu, k tém také prispiva diftize
uvolnéného plynu mikrobublin. Ty rychle zvySuji svij objem diky vys$Sim frekvencim
ultrazvuku a vyssim tlaktim, vzapéti kolabuji a déli se na fragmenty. Tyto jevy jsou Casto
doprovazeny vznikem narazovych vin v okolnim prostiedi a fika se jim kavitace (Obr. 5).
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Obr. 5: Akusticka kavitace vyvoland ultrazvukem [7].

2.2 Mikrobubliny

Kolem roku 1968 se datuje objeveni mikrobublin, které jsou pouzitelné pro sonografii [18].
Prvni udaje 0 pouziti mikrobublin jako kontrastnich latek pro ucel zlepSeni kvality
ultrazvukového signalu se datuji od 60. let 20. stoleti [19]. Timto tématem zabyval
Dr. Raymond Gramiak, ktery piisobil na Rochesterské univerzit¢ v USA. Zacal tvorbou
echografickych jednotek pfipojenych na osciloskop, aby demonstroval obrazy
Vv ultrazvukovém B-modu a M-modu. Ziskana data porovnal s echokardiografickymi nalezy
z klinické praxe od kardiologt. Jeho spoluprace s kolegy z elektrotechniky vedla k pouziti
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pocitact pro tvorbu a analyzu ultrazvukovych snimki. Propagoval mikrobubliny jako ultra-
sonografické kontrastni latky pro kardiologické vysetieni.

Mikrobubliny jsou komplexy, které jsou svou velikosti pomérné malé. Jejich velikost
je obvykle srovnatelna s velikosti ¢ervenych krvinek, které maji v priméru kolem 1-10 um,
ale mohou dosahovat i menSich rozméra ato desitek az stovek nanometrti. Samoziejmosti
musi také byt, aby byly biodegradabilni a biokompatibilni. Strukturu mikrobublin mizeme
vidét na Obr. 6. Sklada se z pouzdra, jehoz chemické slozeni byva rizné, a z kulovitych dutin
plnénych plynem. Mikrobubliny jsou po zavedeni do cévniho systému v prostfedi lidského
téla mén¢ odolné a méné stabilni vici biologickym tekutindm, zvlasté¢ pii pouziti jako
kontrastni latky ¢i nosice 1éCiv. Stabilita mikrobublin nejvice zavisi na okolnim prostiedi.
Hlavni faktory, které ovliviiuji stabilitu mikrobublin, jsou teplota a tlak. ZvySeny tlak, ktery
se vyskytuje zejména v Srdci aVv cévach pii srdecni systole, pfedstavuje vyssi pozadavky
na stabilitu mikrobublin. Nesmi byt také opomenuta koncentrace rozpusténych plynd, které
maji vysoké povrchové napéti a koncentracni gradient na rozhrani kapalina-plyn. DileZitou
roli také hraje slozeni plynu uvnitt mikrobubliny ajeho rozpustnost [20]. Podle plynu
nachazejiciho se uvnitt a stability v krevnim fecisti 1ze vyvoj mikrobublin jako kontrastnich
latek rozdélit do tiech generaci [21].

Prvni generace mikrobublin obsahovala uvnité své struktury obycejny vzduch. Vzduch
ma ale jednu nevyhodu a to takovou, Ze jeho rozpustnost v krvi je ponékud vysoka, tudiz
dochazelo k jeho rychlému odfiltrovani plicemi. To se velmi odraZi v Zivotnosti mikrobublin
Vv krvi, kterd je diky vzduchu pouze n€kolik sekund. Pfidanim povrchové aktivni latky, ktera
se navaze na povrch mikrobubliny, Ize tuto dobu prodlouzit. Zastupcem této prvni skupiny
je protiepany fyziologicky roztok, Albunex”, Levovist® & Sonazoid”™ [22, 23].

Druha generace pouziva plyny s t€Z8imi molekulami, které vétSinou obsahuji prvek fluor.
Jedna se predevsim o perfluorované uhlovodiky nebo fluorid sirovy. Pouzitim téchto plynt
misto vzduchu se predpoklada delsi doba Zivota mikrobubliny v krevnim obéhu, doba vSak
neprevySuje 5 minut. Tyto plyny maji niz§i rozpustnost v Krvi azvysSuji odrazivost
ultrazvukovych vin. Mikrobubliny jsou tak stabilnéj$i pfi vyS§im tlaku. Vyuzitim povrchové
aktivnich latek opét dochazi k prodlouZeni Zivotnosti, stability mikrobublin a také ke snizeni
jejich velikosti. Piikladem mikrobublin druhé generace jsou komer¢ni piipravky jako
je SonoVue®, Optison®, SonoGen®™ [22, 23].

Treti generace mikrobublin pouziva fyziologicky inertni a malo rozpustné plyny,
coz zajistuje zivotnost mikrobublin v krevnim feciSti vy$§i neZ 5 minut. Lze je vyuzit
k zobrazeni téméf vSech organi lidského téla, které jsou pomoci ultrazvuku zobrazitelné.
Zaroven by mohly spolu s né€kterymi zastupci z druhé generace slouZit jako prenaSece 1éCiv.
Piikladem mikrobublin tfeti generace je napf. piipravek EchoGen® [22, 23].
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Obr. 6: Struktura mikrobubliny, kde je ke stabilizaci pouzit polymer [24]

Mensich rozmérd mikrobublin je tedy piedevs§im docileno zménou chemického slozeni
pouzdra mikrobublin navazanim vhodného komponentu (polymery, lipidy, surfaktanty)
apravé pouzitim méné rozpustnych plynd. Nékteré vlastnosti plynti, které se pouzivaji
k vyrobé mikrobublin a emulzi, jsou znazornény v Tab. 2.

Tab. 2: Nekteré fyzikalni viastnosti plynit pouzivanych pro vyrobu mikrobublin [20]

Nazev slou¢eniny Molekulova lfinotnost Teplota varu Rozpustnost ve vod¢
[grmol '] [°C]
Dusik (N») 28 —195,79 mirn¢ / ziidka
Fluorid sirovy (SFg) 147,07 —82,7 mirné / zfidka
Perfluoroethan (C,Fg) 138,01 78,1 -
Perfluoropropan (CsFg) 188,02 —36,7 nerozpustny
Perfluorobutan (C4F10) 238,04 -2 nerozpustny
Perfluoropentan (CsF1y) 288,05 29 nerozpustny
Perfluorohexan (CgF14) 338,06 59-60 nerozpustny
Perﬂu?glﬁig:;) romid 499 143 nerozpustny

2.2.1 Priprava mikrobublin
Prvni zapouzdiené mikrobubliny byly pfipraveny provzdusiovanim vzorku pacientovy Kkrve,
pficemz jde stale o nejjednodussi a bézné pouzivanou metodu pro piipravu mikrobublin. Dnes
se k pripravé mikrobublin pouziva bud’ mechanicka tfepacka, ultrazvuk s nizkou frekvenci
a vysokou intenzitou, koaxialni elektrohydrodynamicka atomizace (CEHDA), mikrofluidni
zatizeni (T-junction), emulgace pii vysoké smykové rychlosti nebo membranova emulgace.
Pti sonifikaci se sonifikuje smés lipidi suspendovanych v roztoku, ktery obsahuje Spatné
rozpustny plyn potiebny pro bublinové jadro. Pii tomto zplsobu piipravy vznikaji
mikrobubliny se stiednim primérem mezi 1-5 um a koncentraci ptiblizné 100—1000 bublin
nalml. Moznosti je také vzorky hydratovat a zahfivat umisténim do lazné¢ po dobu
1,5 hodiny, dokud se nerozptyli vSechny agregaty a roztok nebude mléény. Lze také pouzit
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techniku, kdy se micha lipozomalni disperze pii 4500 kmitech za minutu po dobu 20 sekund
za pouziti pfistroje CapMixTM (zubni amalgamator) a prifukuje se potiebny plyn.
Pii sonifikaci a michani nam nevznikaji mikrobubliny s definovanou velikosti, velikost
se muze pohybovat od stovek nanometrt po desitky mikrometrt [25].

Emulgace za vysoké smykové rychlosti je metoda pouzivana piredevSim k vyrobé
mikrobublin potazenych vybranym polymerem. Nejprve se polymer za stalého michani
rozpusti ve vhodném rozpoustédle na vodnou suspenzi pii vysoké smykové rychlosti
s pouzitim jiné tekutiny, ktera je nemisitelna jak s polymerem, tak svodou a slouzi jako
stabilizator. Biologicky odbouratelné polymery, které se nejcastéji k tomuto ucelu pouzivaji,
jsou kopolymery polyethylenglykolu. Nasledn¢ se organické rozpoustédlo odpafi.
Mikrobubliny se promyji tiikrat deionizovanou vodou a poté se oddéli pomoci centrifugace.
Znaény vliv na cilené dodani léciva hraje slozeni a morfologie mikrobublin, protoze
uvoliovani G¢innych latek zavisi na velikosti, rychlosti degradace a vnitini struktufe, véetné
porovitosti. Velikost vyslednych mikrobublin zdvisi na velikosti kapicek plivodné ptitomné
emulze anakoncentraci polymeru v téchto kapi¢kach. Tato metoda piipravy je vhodna
pro mnoho proteind, véetné nékterych protilatek a enzymi, které mohou byt aktivovany
zvysenou teplotou nebo pisobenim ultrazvuku [25].

Membranova emulgace (Obr. 7) je alternativni zpusob ultrazvuku a smykového michani.
Emulze se vyrdbi protlac¢enim slozek ptfes porézni membranu, nékdy i opakované. Tato
metoda mize byt pouzita k produkci monodisperznich kapicek kapaliny, které jsou nasledné
zpracovany za vzniku mikrobublin. Dal§i moznost je vytvotfit mikrobubliny pfimo za pouziti
plynu jako dispergované faze. Metoda tedy nabizi vétSi kontrolu nad velikosti mikrobublin.
Idealni by bylo spojeni membranové emulgace s ultrazvukem a smykovym michanim [25].

Continuous phase

1
o
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@
N\

Droplets
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Obr. 7: Schéma mikrobublin produkovanych membranovou emulgaci [25]
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V koaxialnim elektrohydrodynamickém rozprasovani (CEHDA) jsou pies dvé koncentricky
umisténé kapilarni jehly, které jsou vystaveny elektrickému potencidlu, cerpany dva rtzné
materialy (Obr. 8). K vytvofeni mikrobublin se ¢erpa pies vnitini jehlu plyn, zatimco pres
vngjsi jehly je Cerpana kapalina. Elektrohydrodynamické rozpraSovani ma k dispozici
téi rezimy: odkapavani, soukani a probublavani. Tyto rezimy jsou ovlivnény vlastnostmi
kapalin jako jepovrchové napéti, viskozita, elektricka vodivost, hustota, relativni permitivita
a parametry procesu jako je pratokova rychlost a aplikované napéti. Prvni, kdo pouzil tuto
metodu Kk ptipravé mikrobublin byl Farook aspol. [26] Ptipravili suspenzi mikrobublin
glycerol-vzduch v rezimu probublavani aoznamili, ze velikost mikrobublin v suspenzi
je v priméru mensi nez 10 um a vykazuje uzkou distribuci velikosti [25].

High
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Obr. 8: Priprava mikrobublin pomoci koaxidlni elektrohydrodynamické atomizace [27]

Pomoci mikrofluidniho zafizeni (T-junction) lze také pfipravit mikrobubliny (Obr. 9).
Pouzivaji se bud’ mékkeé litografické techniky, nebo mechanicky smontované celky, které
se skladaji z pevnych kapilar v polymernim bloku uspotfddanych do tvaru T-kiiZovatky.
Mikrofluidni zafizeni spojuje proudy plynu a kapaliny tryskou o Sifce nékolika mikrometrt.
Poté dochazi ke snizeni tlaku. T—ktizovatka je pouzita z divodu své jednoduchosti a vysoké
ucinnosti pro vyrobu monodisperznich mikrobublin. Mikrobubliny jsou generovany v jediném
kroku, ¢ili jedno zafizeni muize byt vyuZito k vyrobé mikrobublin s riznou velikosti
na zakladé nasledujicich parametrii: fizeni prutoku kapaliny, tlaku vzduchu, viskozita kapalné
faze. Tento zpusob piipravy vytvaii monodisperzni mikrobubliny, bohuzel v§ak na ukor jejich
nizkého poctu [25].

18



= - Single nip irnghe bubble
m N3

Lipid
Wasla
LY /+ e

Ga

8 OO0O0O —Jj Bubble

Shrgam

J’? —}- ‘Wasle
Lipid g

:

Lipid

Obr. 9: Mikrofluidni zarizeni: a) Priprava monodisperznich bublin V reZimu zndzornujici jednotnou
lisovaci oblast v trysce zarizeni, b) Tvorba mikrobublin (polydisperznich) pri vyssi rychlosti
oznacujicich tvorbu hned po proudu od trysky [25].

Dalsi moznosti je pfiprava mikrobublin pomoci mikrospreje, ktery dokaze vytvofit vysoké
koncentrace mikrobublin klinicky vyznamnéjsich ve srovnani s tradiénimi monodisperznimi

mikrobublinami. Koncentrace mikrobublin produkovanych mikrosprejem muze dosahovat
az 10" mikrobublin v 1 ml fyziologického roztoku [28].

Rizné zplsoby ptipravy mikrobublin pak ovliviiuji vyslednou distribuci velikosti
mikrobublin (Obr. 10) [19].
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Obr. 10: Srovnani velikosti castic mikrobublin pripravenych za pouziti ultrazvuku, koaxialni
elektrohydrodynamické atomizace (CEHDA) a mikrofluidniho zarizeni (T-junction) [19]
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2.2.2  Solubilizace mikrobublin

Jednou z vyznamnych vlastnosti mikrobublin je schopnost solubilizovat uréité latky. Souvisi
s jejich strukturou, ktera se velice podoba struktufe micelarnich koloidd nebo lipozomi,
jen s tim rozdilem, ze uvnitf takovych struktur se nenachazi plyn. Zda bude mit mikrobublina
strukturu micely ¢&i strukturu lipozomu zalezi na pouzitych chemickych latkach, z nichz
je vytvofena. Na Obr. 11 mizeme pro srovnani vidét strukturu lipozomu a micely.
Solubilizace znamena schopnost rozpustit i takové latky, které jsou jinak v Cistém disperznim
prostiedi velmi malo rozpustné nebo téméf nerozpustné. Solubilizace je tedy proces, kdy jsou
solubilizované latky zac¢lenovany do struktury mikrobublin [29].

Lipozom

Micela

Obr. 11: Rozdil mezi strukturou lipozomu a micely [30]

Mechanismus solubilizace se meéni podle molekuldrni struktury rozpousténé latky.
Mikrobubliny jsou schopny solubilizovat télu prospésné latky, jako jsou ruzna léciva
¢ivitaminy. Na mikrobubliny Ize také pfipojit latky s magnetickymi vlastnostmi,
popt. plazmidy DNA. Ptipojeni latek k mikrobublindim mize byt provedeno nékolika
zpusoby. Prvnim moznym zplisobem je piipojeni k povrchu mikrobublin nekovalentnimi
vazbami (Van der Waalsovy, elektrostatické, hydrofobni) nebo za pomoci ligandi. Pokud
je povrch mikrobubliny pozitivné nabity, lze na néj navazat fragmenty DNA. Dalsi moznosti
je navazat latku piimo do obalu mikrobubliny. Na Obr. 12 mizeme vidét rizné zplsoby
napojeni aktivnich latek na mikrobubliny, zpisob napojeni je ovlivnén povahou samotné
aktivni latky [31].
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Obr. 12: Zaclenéni aktivnich latek na/do mikrobublin: a) aktivni latky jsou solubilizovdany uvniti
mikrobublin; b) zaclenéni aktivnich latek do obalu mikrobubliny; c) napojent aktivnich ldatek na obal
mikrobubliny pomoci nekovalentnich interakci; d) pFipojeni pomoci ligandu; e) zaclenéni do jedné
Z vice vrstev mikrobubliny [31]

2.2.3 SonoVue®

SonoVue® je kontrastni latka druhé generace pouzivana v medicing pro ultrazvukové
zobrazeni cév a tkani. Jedna se o disperzi obsahujici miliony malych mikrobublin. SonoVue®
se sklada ze dvou fosfolipidl, znichz prvni je distearoylfosfatidylcholin a druhy
dipalmitoylfosfatidylglycerol sodny, dale pak polyethylenglykolu a kyseliny palmitové, kdy
vSechny tyto latky jsou rozpusténé ve fyziologickém roztoku (0,15M roztok NaCl). Piesné
slozeni lyofilizovaného pragku v SonoVue®, ktery se ma posléze rozpustit ve fyziologickém
roztoku, mizeme vidét na Obr. 13[32]. SonoVue® zlepsuje echogenitu krve, vyuziva
se v echokardiografii na diagnostické vySetfeni srdce (koronarni arteridlnim onemocnéni)
a k méfeni rychlosti pratoku krve.

Marketed
Formulation
Ingredients 25 mg
Active ingredient: SFg sufficient quantity to 1 atmosphere
Other ingredients:
PEG, molecular weight 4000 24.56
DSPC mg
DPPG.Na 0.19
Palmitic mg
acid 0.19
mg
0.04
mg
Data source: Individual clinical study report

Obr. 13: Piesné slozeni SonoVue® [32]
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Jedna se 0 prasek vyse popsaného slozeni pro piipravu injekéni disperze s rozpoustédlem
(Obr. 14). Po rozpusténi dle pokyni obsahuje 1 ml vysledné disperse 8 pl fluoridu sirového
v mikrobublindch. SonoVue® zvysuje presnost piidetekei nebo vyloudeni abnormalit
mozkovych tepen a extrakranidlniho pribéhu karotidy nebo perifernich tepen tak, ze zlepSuje
koeficient signal-Sum Dopplerovského vysetfeni. Dale zvySuje kvalitu zndzornéni pratoku
krve pii Dopplerovském vySetieni a délku klinicky uzite¢ného zvySeni signalu pfi vySetieni
portalni zily. ZlepSuje také zobrazeni cévniho systému jaternich a prsnich 1ézi behem
Dopplerovské sonografie, coz vede k presn¢jsi charakterizaci 1ézi.

Obr. 14: Komeréni piipravek SonoVue® [33]

Kontrastni latky druhé generace pouZivané v soucasné dobé se stabilitou nékolika minut
hodnoti kromé velkych cév uzliny i jeji mikrovaskularizaci. V Ceské republice a evropskych
zemich je pro toto pouziti schvalena a registrovana pravé latka SonoVue® (Bracco Imaging
SpA, Milan, ltaly), ukteré jsou mikrobubliny plnéné hexafluoridem sirovym. V nékolika
malo publikovanych studiich s pouzitim této kontrastni latky byla dokumentovéana odliSna
perfuze uzlin postizenych benignim procesem od nadorové postizenych uzlin. Celkova
pfesnost metody byla 80-92,8 % ve srovnani s 55-78% presnosti konvenéni ultrasonografie
a dopplerovského vySetieni bez pouziti kontrastni latky [34, 35].

2.3 Fixac¢ni média

Pouziti fixatniho média je klicovy krok ktomu, abychom vibec mohli mikrobubliny
efektivné méfit a zndzornit. MéEfit je samoziejmé mozné i1bez jejich fixace, mlize vSak
dochdazet k nechténym procestim jako je vzlinani mikrobublin apod. Timto zpsobem se témto
nezadoucim procesim muzeme vyhnout. Fixace téz slouzi k potencialni ochrané pted
moznym rozpadem mikrobubliny, ukoncuje téméf vSechny biologické pochody, zvySuje
mechanickou stabilitu a zaroven uchovava pfirozeny tvar mikrobubliny.

Existuji rizné typy fixace a to mechanicka (membrany, kryometody), chemicka (ethanol,
formaldehyd), elektromagneticka (elektrostaticky nabita sklicka) a fixace zménou teploty.
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Fixa¢ni média umoznuji pozastaveni mikrobublin a jejich méfeni v tzv. ,.,stop flow* modu.
Jako fixa¢ni médium se vyuziva napiiklad zelatina nebo polylysin. Hojné se také vyuziva
zaliti syntetickou pryskyftici. Lze také vyuzit agar ¢i smés glycerolu a vody v poméru 20:80
a dalsi. Nize nasleduji ptiklady riiznych fixacnich médii pro vyuziti v méfeni fluorescencnich
vlastnosti vzorku. VétSina zminénych ptikladu je zaloZena z vEtsi Casti na bazi glycerolu.

Prvnim ptikladem je pouziti PPD-glycerol. Pouziti parafenylendiaminu je vhodné pouze
Vv piipadé, ze hodnota pH je nizsi nez 8,0, Vv jiném ptipadé bychom vidéli pouze vyblednuti
apozadi. Proudrzeni pH vysSiho nez 8,0 se vyuziva fosfatovy pufr, tedy smés
0,1 az 0,01% p-fenylendiamin; 50-70% glycerol v PBS; 50% glycerol v 20mM fosfatovém
pufru (pH 8,5). Meta-fenylendiamin reaguje Vv pfitomnosti slabé kyseliny za vzniku
Zluto-fluoreskujici bazofilni skvrny. Tomuto jevu je tieba se vyhnout [36].

Dalsim ptikladem je pouziti smési 2,5% roztoku DABCA, 10% roztoku polyvinylalkoholu
(PVA), 5% roztoku glycerolu a25mM tris pufru ((tris(hydroxymethyl)aminometan))
o pH 8,7. Vzhledem k tomu, Ze smés pii kontaktu se vzduchem degraduje, bychom smés
nem¢li znovu zamrazovat. Porozmrazeni smési by se méla ihned pouzit, piebytek
zlikvidovat [37].

V neposledni fadé¢ lze také wvyuzit NPG-Glycerol, ktery se pfipravuje smichanim
2% n-propyl-galat, 49% fosfatovy pufr a 49% glycerol, kde by méla mit vysledna smés
hodnotu pH =7,4.

Dale je mozné pouzit smés DABCO-Glycerol: 1% roztok DABCA v 90% roztoku
glycerolu, to vSe ve fosfatovém pufru. Mozné jsou i jiné varianty piipravy a to zménou
pom¢éru zastoupenych latek a zménou koncentraci [36].

2.4 UV-VIS molekulova absorpéni spektrometrie

V molekularni absorpéni spektrofotometrii je méfeno mnoZzstvi absorbovaného ultrafialového
(UV) nebo viditelného (VIS) zateni zftedénymi roztoky molekul (v rozsahu 200 az 800 nm).
Tato metoda zjistuje, do jaké miry, a pti kterych vinovych délkach roztok svétlo pohlcuje.
To samoziejmée zavisi na struktute slouceniny [38].

Principem spektrofotometrie je interakce mezi elektrony umisténymi ve vazebnych
ptipadné nevazebnych orbitalech molekuly s fotony UV-VIS zafeni. Energie tohoto zafeni
excituje elektrony v téchto orbitalech do vyssi energetické hladiny, pticemz dojde k absorpci
urcitétho mnozstvi zafeni o konkrétni energii a tedy i 0 konkrétni vinové délce. Absorbuje
se vzdy ta Cast elektromagnetického zatfeni, ktera svou energii odpovidad piechodu elektronu
ze zékladni hladiny na excitovanou hladinu. Proto molekulovd absorpéni spektra
Vv ultrafialové a viditelné oblasti jsou svou podstatou elektronovd spektra. Elektronové
absorp¢ni spektrum je zavislost absorbance na vlnové délce. Fotony zatfeni z ultrafialové
a viditelné oblasti elektromagnetického spektra jsou dostate¢né energetické, aby excitovaly
elektronové stavy atim spiSe ivibracni arotacni stavy molekuly. Vysledné absorpéni
spektrum latky je pasové, protoze pii jeho registraci jednotlivé diskrétni pfechody zpravidla
splyvaji. Pouze pii méfeni v plynné fazi lze v absorpénim spektru rozliSit jemnou vibra¢ni
a nékdy 1 rotacni strukturu a v roztocich rozpoustédel dostaneme soubory SirSich pasii, protoze
molekuly sledované latky jiZ nejsou izolovany, ale solvatovany rozpoustédlem, které rusi
jejich volnou rotaci a ovliviiuji i vibraci molekuly latky. Vnitini energie molekul je dana
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souctem tii druht energii, a to elektronové, vibracni, rotacni. Hodnoty téchto energii nabyvaji
jen urcitych diskrétnich hodnot, které odpovidaji hladindm energie. Mezi zakladni
aexcitovanou elektronovou hladinou je velky rozdil (10* kJ-mol™), mensi rozdil energii
je mezi vibraénimi hladinami a nejmensi mezi rotaénimi (10 kJ-mol™) [39].

V Tab. 3 muzeme vidét vinové délky elektromagnetického zafeni ve viditelné oblasti
spektra a jim piislusejici komplementarni barviva [40].

Tab. 3: Vinové délky elektromagnetického zdareni ve viditelné oblasti a jim prislusejici komplementarni
barva [40]

Absorbovand vlnova délka [nm] Barva latky
400 — 435 Zlutozelena
435 —480 Zluta
480 —490 oranzova
490 - 500 cervena
500 - 560 purpurova
360 — 580 fialova
580 — 595 modra
395 - 605 zelenomodra
605 -670 modrozelena

2.4.1 Absorbance
Pokud na kyvetu obsahujici roztok absorbujici latky dopada zativy tok @, pak prosly zativy
tok @ poklesne na niz$i hodnotu. Pokles je zaptiCinén odrazenim, rozptylenim a absorpci
svétla.

Absorbance je definovana jako dekadicky logaritmus pfevracené hodnoty transmitance
(dole). Pokud roztok neabsorbuje zadné zaieni, je hodnota absorbance nulova, hodnota
transmitance je naopak jednotkova.

)
A=-logT =log—> 6
9 9o (6)

2.4.2 Lambert-Beeriiv zakon
Absorbance roztoku je ptimo umérna koncentraci absorbujici latky ve vzorku a tloustce
absorbujici vrstvy (dole). Tato zavislost se nazyva Lambert-Beeriv zakon. Lze ho zapsat
ve tvaru

A=c-l-g, (7
kde c piedstavuje latkovou koncentraci, | je tloustka vrstvy a &, je molarni extinkéni
koeficient (Obr. 15). Extink¢ni koeficient je veli¢ina charakteristicka pro danou absorbujici
latku v daném prostiedi a zavisi na vlnové délce, pii které je provadéno méfeni. Pokud
je v roztoku vice slozek, které absorbuji svétlo, vysledna hodnota absorbance je dana souc¢tem
jednotlivych absorbanci [41].
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Lambert-Beertiv zakon je limitnim zakonem, jelikoz plati pouze za ur¢itych podminek.
Plati pro ziedéné roztoky do koncentraci ptiblizné 102 M, pro monochromatické zafeni
a pro roztoky obsahujici jen jednu slozku schopnou absorbovat zateni [42].

$o
——— $
———
AN
!

Obr. 15: Zndzorneéni absorpce pii priichodu zdreni kyvetou se vzorkem

2.4.3 Absorpéni kiivky

Zavislost absorbance na vlinové délce je zndzornéna absorpcni kiivkou, kterd je kvalitativni
charakteristikou latky ¢i smési latek. Absorpéni kiivky jsou ovliviiovany riznymi faktory.
Prvnim faktorem je teplota, jejiz vliv je patrny predev§im ve ziedénych roztocich, dale
napiiklad iontova sila roztoku, diky které miiZze byt zménén tvar absorp¢ni kiivky. Pisobenim
rozpous§tédla nékdy dochazi k bathochromnimu nebo hypsochromnimu efektu. U batho-
chromniho efektu dochazi k posunu vlnové délky absorpéniho signalu smérem k vétSim
vlnovym délkdm a u hypsochromniho efektu dochédzi k posunu opacnym smérem. Vliv
na absorpéni spektra maji téZ tenzidy. Jejich piitomnost v roztoku zplsobuje posun
Amax @ vzrust molarniho extinkéniho koeficientu [43].

2.5 Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescence se vyuziva ve vét§iné noveé vyvinutych technik. Fluorescencni mikroskopie
je mocny nastroj ve vyzkumu nejen v biologii, ale i v mnoha dal$ich védeckych oborech.
Fluorescenéni technika ma mnozstvi vyhod. Kromé védeckych vyhod, studium
fluorescen¢nich obrazti mize nékdy poskytnout novy pohled na skutecnost, jenz je obycejné
pozorovateli skrytd. Standardni soucasti fluorescenéni mikroskopie je vyuziti softwaru
pro obrazovou analyzu, ktery umozZnuje zpracovavat obrazovy vystup kvantitativnim
i kvalitativnim zptsobem.

Pokud se na prvky sledovaného preparatu navaze chemicky nebo alespon adsorbuje latka
schopna fluorescence (fluorochrom), zvyrazni se dané prvky preparatu. Fluorescenci molekul
muzeme schematicky ilustrovat na Jablonského diagramu (Obr. 16). Energie absorbovaného
svétla excituje elektrony do vySSich energetickych hladin a pfebytecné energie se miiZze
molekula zbavit vyzafenim svételného kvanta.
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Jablonski Energy Diagram
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Obr. 16: Jablonskiho diagram K vysvétleni luminiscence

Pro fluorescen¢ni zobrazeni je potieba fluorescenc¢ni barvivo (fluorofor, fluorochrom),
coz je latka schopnd po ozafeni svétlem urcité vinové délky Cast svételné energie absorbovat
auvolnovat svétlo o delsi vinové délce. Struktury obsahujici fluorochromy zafi v obraze
fluorescencniho mikroskopu v riznych barvach na temném pozadi. Dale svételny zdroj, ktery
musi emitovat dostatecné intenzivni zafeni v ultrafialové a viditelné oblasti. Nejcastéji
se pouzivaji vysokotlaké rtutové vybojky, xenonové vybojky a halogenové zarovky.
Nedilnou soucasti je soustava filtrii sefazenych do specialni ,,filtrové kostky*, kde excita¢ni
filtr propousti pouze svétlo, které je potiebné k excitaci fluorochromu, ostatni svétlo pohlcuje.
Dalsi filtr — dichroické zrcadlo — slouzi k oddéleni excitacniho a fluorescenéniho
(emitovaného) svétla. Umisti-li se do optické dréhy v hlu 45°, krat$i vlnové délky odréazi
adelsi jim prochazi. Jeho hlavni pfednosti je velka efektivita oddéleni excitacniho
a fluorescencniho svétla. Posledni filtr — bariérovy — propousti pouze fluorescencni svétlo,
¢imz poskytuje ¢erné pozadi k fluorescenénimu obrazu. Navic umoziiuje z fluorescen¢niho
spektra nechat projit pouze jeho ¢ast. Vhodné kombinace dichroického zrcadla, excitacniho
a emisniho filtru pro pouZity druh fluorochromu je zakladem uspéSného pozorovani
fluorescenénim mikroskopem. Fluorescenéni mikroskopie je velmi cennym nastrojem
pfistudiu bun€k a bunétnych c¢asti mikroorgasnisml. Pouzitim vhodnych fluorochromi
je mozné rozlisit jednotlivé bunééné prvky a také rozlisit zivé a mrtvé bunky [44].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Geis a spol. se ve svém ¢lanku [45] zaméfuji na aktudlni studie in vivo a terapeutické piistupy
destrukce mikrobublin pomoci ultrazvuku. Pfi rozbiti mikrobubliny ultrazvukem dochézi
V jeji bezprostiedni blizkosti ke zvySeni permeability bunééné membrany, coz umoziuje
prinik soucasné¢ podavanych bioaktivnich latek. Nelinedrni kmity vyvolané intenzivnim
prutokem kapaliny kolem mikrobublin kontrastnich latek se nazyvaji mikroproudéni [46].

Ultrazvukové techniky s pouzitim mikrobublin také vedly k rozvoji fady novych aplikaci
na hodnoceni prichodnosti cév pacienti po mrtvici. Perfuze, sonotrombolyza, molekularni
zobrazovani agenova terapie jsou nékteré znedavnych pokroki v diagnostickém
a terapeutickém  fizeni  cerebrovaskularnich  onemocnéni S pouzitim  mikrobublin
a ultrazvukovych technik [47].

Salvatore a spol. ve svém ¢lanku [48] diskutuji vSechny nedavné pokroky v kontrastnim
ultrazvukovém zobrazovani. Pomoci mikrobublin, v kombinaci s trombolytickymi [éCivy,
a ultrazvuku provedli poprvé ulidi monitoring ischemické choroby srdeéni a real-time
mozkovou perfuzi. Mikrobubliny taktéz umoziuji vizualizaci kréni tepny a jejich defektt.
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Obr. 17: Schéma riiznych magnetickych mikrobublin. (A) magnetické nanocastice jsou pripojeny
k plasti povrchu mikrobublin; (B) nanocastice oxidu zelezitého jsou zakotveny v plasti mikrobublin;

(C) magnetické nanocastice jsou ulozeny v olejové vrstvé mikrobublin [49]

Xiaowei Cai aspol. ve své praci predstavuji mikrobubliny s inkorporovanymi
magnetickymi nanoc¢asticemi, které mohou specificky pronikat do tkani diky jejich relativné
malé velikosti (Obr. 17). Zapouzdifenim magnetickych nanocastic se muze zvysit stabilita
mikrobublin, které byly takto vytvofeny a zkoumany. Destrukce mikrobublin a uvolnéni latek
na pozadovaném mist¢ je fizena pomoci ultrazvuku. Takto vytvofené magnetické
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mikrobubliny by mohly byt v budoucnosti vyuzity v diagnostickych a terapeutickych
oblastech [49]

které je obvykle spojené s vysokou mirou recidivy a mortality. Soucasné chirurgické pOStupy
v kombinaci s radiaci nebo chemoterapii nestacily na tizeni progrese nadoru nebo zlepSeni
preziti pacienta S malignim gliomem. Hao-Li Liu a spol. pouzili multifunkéni mikrobubliny
ke zvyseni propustnosti krevnich tkani pfi podavani 1¢kta (Obr. 18). Mikrobubliny ptisobenim
ultrazvuku usnadnily propustnost 1é¢iv mezi CNS akrvi a docasné zpiistupnily prinik
hematoencefalickou bariérou. Mikrobubliny tedy maji potencial pro zlepSeni cileného dodani
ruznych druhi terapeutickych ¢inidel do mozkovych nadorti. V ¢lanku lze téz najit aktualni
ptehled preklinickych studii, které prokazuji, ze pouzitim ultrazvuku a mikrobublin
Ize usnadnit 1é¢bu nadord v mozku [50].
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Obr. 18: Pouziti ultrazvuku a mikrobublin s navazanym lécivem Kk zaméreni nadoru na mozku [49].

Sally A. Peyman aspol. ve svém ¢lanku piedstavuji mikrobubliny vytvofené pomoci
mikrofluidniho zafizeni, které meély velikost 1-2 um, na které navazali pii pfipravé
behem jednoho kroku lipozomy naplnéné kvantovymi teCkami (QDS) znacené fluoresceinem
o velikosti 100-200 nm (Obr. 19) [51].
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Streptavidin-biotinova vazba

Obr. 19: Schéma mikrobubliny stabilizované vrstvou polyethylenglykolu. Na povrchu mikrobubliny
Jjsou navazany cilené protilatky a lipozomy s enkapsulovanym lécivem znacenym fluoresceinem.
Napojeni lipozomu je zprostiedkovano streptavidin-biotinovou vazbou [51]

Phillips LC, Klibanov AL aspol. se ve svém c¢lanku zabyvaji bezpe¢nostnimi riziky
spojenymi s pouzitim nitrozilnich télisek s navdzanymi 1éCivy v tepateutickém vySetieni
béhem angioplastiky. VyuZzivaji zde interakci mikrobublin s ultrazvukem. Smylem jejich
prace bylo zjistit, zda by mohl nitrocévni ultrazvukovy katetr zprostiedkovat plazmidovou
DNA pomoci mikrobublin (Obr. 20) ptes sténu praseci véncité tepny béhem balonkové

angioplastiky [52].
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Obr. 20: Schéma mikrobubliny, stabilizované polyethylenglykolem, s pozitivné nabitou skorapkou,
na kterou je navdzana plazmidova DNA [52]
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Z mikrobublin, snavazanymi plazmidy DNA vystavenych plsobeni ultrazvuku
v modifikovaném ultrazvukovém katetru, byl béhem angioplastiky vyznamné exprimovan
transgen. Katetr prosel pfi balonkové angioplastice levou pfedni sestupnou véncitou tepnou
prasete apoté nasledovala injekce s mikrobublinami v misté angioplastiky. Po 3 dnech
pozorovali piiblizn¢ 6,5krat zvySeni exprese transgenu v tepnach, kde byly pouzity
terapeutické mikrobubliny, oproti tepnam bez pouziti téchto mikrobublin. Vysledky studie
ukazuji, Ze spojenim nictocévniho katetru a terapeutickych mikrobublin dochazi ke zvySeni
genoveé transfekce ve sténach cévy in vivo. Tato technologie mize byt pouzita jak k cileni
1€¢iv, tak v genové terapii ke snizeni resten6zy cév (obnoveni stendzy po angioplastice) [52].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

Barviva (sondy)

Sudanova Cerven (Sudan Red G) CAS: 1229-55-6, Fluka, Sarze 17373
OH
O NF
Olejova Cerven (Oil Red O) Sigma Aldrich, CAS: 1320-06-5, Sigma, Sarze
1000759015

)
pm— M

4-Di-2-Asp (4-(4-Diethylaminostyryl)-1-methylpyridinium jodid)
Sigma Aldrich, CAS: 4203-22-3, Sigma, Sarze
108511015

Nilska ¢erven (Nile Red) Sigma Aldrich, CAS: 7385-67-3, Sigma, Sarze
19123-10MG
X
H3C/\)N o No
H;C
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Fosfolipidy
Distearoylfosfatidylcholin Cayman Company, CAS: 0464163-2, Sarze
15086
o)
| N O\ B
H3CV\/\/\/\/\/\/\/\O/\:/\O/P\Q' /N\

: HyC” CHy
HBC\/\/\/\/\/\/V\/O
|
O

1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfo-rac-(1-glycerol) sodna sil
Cayman Company, CAS: 0457687-3, sarze

15100
|
H3C\/\/\/\/\/\/\/\/\O/\Q
: o)
H3C\/\/\/\/\/\/\/\/\/O\/\/O\p// OH
g Naeg O OH
SonoVue® BRACCO, 25mg lyofilizovaného prasku

+ 5 ml fyziologického roztoku (0,15 M roztok
NaCl), (Makrogol 4000, distearoylfosfatidyl-
cholin, dipalmitoylfosfatidylglycerol sodny,
kyselina palmitova), Sarze 11A029G

Polyethylenglykol (PEG) Sigma Aldrich, CAS: 25322-58-3, sarze:
95904-250G-F

oo

Kyselina palmitova Sigma Aldrich, CAS:10006627,
Sarze:0447818-9

H3CWWM%O

OH
Fixacni médium
Glycerol Sigma Aldrich, CAS:56-81-5, sarze: 4677b-1L
HO/\(\OH
OH
Rozpoustedla
Chloroform CAS: 67-66-3, Sigma-Aldrich, for
UV-spectroscopy, Sarze: PP/2008/05926/0

NaCl (chlorid sodny) Lachner s.r.o., CAS:. 7647-14-5, C(istota

99,5 %, Sarze 30453
Deionizovana voda (Milipore Academic)
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4.2 Pristroje a zarizeni

Analytické vahy Denver instrument

Automatické pipety Biohit, Finnpipette, Vitrum
Magnetické michadlo Heidolph MR Hei-Standard
Ttepacka MS2 Minishaker

Odstrediva centrifuga Rotofix 32

UV-VIS spektrofotometr Cary Probe 50, Varian

Tab. 4: Udaje o spektrofotometru Cary Probe 50, Varian

Zdroj zateni xenonova pulzni lampa
Monochromatory Czerny-Turner 0,25 m
Rozmezi A 190 — 1100 nm
Opakovatelnost A +0,1 nm

Maximalni rychlost skenu 24 000 nm/min
Detektor 2 kiemikové diody

UV-VIS spektrofotometr je zafizeni, které je pouzivano pro méfeni elektronovych
absorpcnich spekter. Cary Probe 50 je spektrofotometr s jednopaprskovym uspotfaddanim
skladajici se ze zdroje zatreni, monochromatoru (ziskani zateni o urcité vinové délce), kyvety
se vzorkem a detektoru (Obr. 21).

Io Ios I
:f> Monochromator )— == Kyveta se vzorkem)r—,_ ==

Obr. 21: Schéma jednopaprskového UV-VIS spektrofotometru Cary probe 50

Opticky mikroskop Nikon Eclipse Ci
Fluorescen¢ni mikroskop Olympus 1X71

Invertovany fluorescen¢ni mikroskop Olympus IX71 je svételny mikroskop umozZiujici
detekci a pozorovani fluoreskujicich latek ve vzorku. Existuje jiz konfokalni, dvoufotonovy
a superrezolué¢ni mikroskop. Pouziva dostatecné silny zdroj svétla.

Zdroj zéateni — laser o vlnové délce 467 nm, frekvenci 40 MHz. Dichroické zrcadlo
470/635 nm. Longpass filtr 488 (pro obrazky).

4.3 Priprava zasobnich roztoki

4.3.1 Zasobni roztoky hydrofobnich soluti

Koncentrace zasobnich roztokit SRG a ORO v chloroformu byla zvolena na 2-10% mol-dm™.
Koncentrace zasobnich roztoki 4-Di-2-Asp a NR v chloroformu byla zvolena
na 1-10° mol-dm™, Sypké latky byly rozpustény v chloroformu a roztoky byly v odmémych
bankach doplnény na piesny objem a fadn¢ promichany. Skladovany byly poté po celou dobu
v lednici.
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4.3.2 Zasobni roztok DPPG.Na a DSPC
Do zasobni lahvi¢ky bylo navazeno pozadované mnozstvi fosfolipidu. Toto mnozstvi bylo
rozpu$téno v 0,5ml chloroformu. Po odpafeni chloroformu bylo do zasobni lahvicky
pipetovano takové mnozstvi fyziologického roztoku (0,15 M roztok NaCl), aby vysledna
koncentrace fosfolipidu v zasobnim roztoku byla 1 g% Poté byl roztok sonifikovéan
pii 50 °C, dokud nebyl ¢iry, tedy ptiblizné 30-60 minut.

Stejny postup byl proveden uzasobnich roztokii fosfolipidu o koncentracich
500, 100, 50 a 10 mg-1™.

Zasobni roztoky byly skladovany v zasobnich lahvich pfi laboratorni teploté.

4.3.3 Nami pFipravené mikrobubliny na bazi SonoVue®

Do zéasobni lahvicky bylo navazeno potiebné mnozstvi obou fosfolipidl, kyseliny palmitové
a polyethylenglykolu. Toto mnozstvi bylo rozpusténo v 1 ml chloroformu, ktery byl nasledné
odpaten. Poté bylo pfidano 80 ml fyziologického roztoku tak, aby roztok splioval pozadavky
komeréng dostupného piipravku SonoVue®. Celkovy objem roztokii nemohl byt mensi
nez 80 ml kvili moznosti navazeni fosfolipidi a kyseliny palmitové na analytickych vahach.
Roztok byl poté sonifikovan pii 50 °C piiblizn¢ 30—60 minut.

4.4 Priprava vzorki

4.4.1 Vzorky k zjisténi molarnich absorpénich koeficientt soluti

Ze zasobniho roztoku SRG a ORO v chloroformu bylo pipetovano 4, 5, 10 a 15 pl do suchych
&istych vialek. Koneéna koncentrace SRG a ORO v 10 ml vzorku tedy &inila 0,810 mol 17,
1-10°mol-1?%, 2:10° mol-1™* a 3-10™ mol-1™". Ze zasobniho roztoku 4-Di-2-Asp a NR v chloro-
formu bylo pipetovano 10, 30, 50 a 80 ul do suchych cistych vialek. Kone¢na koncentrace
4-Di-2-Asp a NR vi10mlvzorku tedy &nila 1:10°mol-1™,  3-10%mol-17,
5-10° mol-1™a 8-10° mol 1", Z vialek byl v digestofi odpaien veskery chloroform. Poté bylo
piidano 10 ml ze zasobniho roztoku 100 mg:1" DPPG.Na sodného ke kazdé koncentraci
solutd. Do dalsich vialek se zvolenymi koncentraénimi fadami solutti bylo pfidano 10 ml
ze zdsobniho roztoku 100 mg-1" DSPC. Zkazdé ze &ty vybranych koncentraci solutd
s fosfolipidem byly piipraveny tii vzorky kvuli zajisténi alesponi minimalni statistiky.
U kazdého vzorku byla zmétfena absorbance potiebna pro vypocet molarniho absorpéniho
koeficientu.

Pro zjisténi molarniho absorpéniho koeficientu solutl vV nami pfipravenych mikrobublinach
na bazi SonoVue® byly vzorky ptipraveny obdobné jako vzorky s fosfolipidy. Koncentragni
fady solutl byly stejné, avsak s tim rozdilem, Zze celkovy objem roztoku nebyl 10, ale 80 ml
kviili zminénému problému. Z kazdé ze Ctyt vybranych koncentraci solutli byly pfipraveny
tii vzorky kvili zajisténi alespon minimalni statistiky.

Pied vlastnim méfenim byly vzorky centrifugovany po dobu deseti minut pfi otackach
4 000 za minutu.

4.4.2 Vzorky pro vypocet koncentrace solubilizovanych soluti

Do prazdnych ¢istych vialek bylo vsypano malé mnozstvi barviva (SRG, ORO, 4-Di-2-Asp
a NR). Poté bylo navazeno potiebné mnozstvi DSPC a DPPG.Na, aby vysledné koncentrace
kazdého z nich v 10 ml roztoku byly 10, 50, 100, 500 a 1000 mg-1™*. V dalsim kroku bylo
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ptidano 1 ml chloroformu a po jeho odpafeni bylo pfidano 10 ml fyziologického roztoku
a vzorky byly umistény na ultrazvuk po dobu pfiblizné 30-60 minut. Od kazdé koncentrace
fosfolipidu byly piipraveny tii vzorky kvuli zajisténi alespon minimalni statistiky. Vzorky
byly ponechany do dalsiho dne na tfepacce.

Podobng byly ptipraveny vzorky k piipravé mikrobublin na bazi SonoVue®. Do zasobnich
lahvicek bylo vsypdno malé mnozstvi solutu a navazeno potfebné mnozstvi fosfolipidi,
kyseliny palmitové a polyethylenglykolu. Toto bylo nasledné rozpusténo piidanim
1 ml chloroformu. Po odpafeni bylo pfidano 80 ml fyziologického roztoku a vzorky byly
sonifikovany piiblizné¢ 30-60 minut.

Od kazdé koncentrace fosfolipidu s pfislusnym solutem byly pfipraveny tii vzorky kvuli
zajidténi alespofi minimalni statistiky. Od kazdého vzorku mikrobublin na bazi SonoVue®
se solutem byly pfipraveny taktéz tii vzorky. VSechny vzorky byly ponechdny do dalsiho
dne na tfepacce.

Pted vlastnim méfenim byly vzorky centrifugovany po dobu deseti minut pfi otackéach
40 000 za minutu.

4.4.3 Vzorky pro fluorescené¢ni mikroskopii
K tomuto u&elu byly pouzity vzorky nami pfipravenych mikrobublin na bazi SonoVue®
s 4-Di-2-Asp a NR, protoze z vybranych ¢tyt solutd praveé tyto dva vykazuji fluorescenci.

45 Metoda méreni

45.1 UV-VIS Spektrofotometrie

Ve vsech ptipadech byly vialky zavi¢kovany a pfed vlastnim méfenim ponechany protiepavat
do dalsiho dne. Pfisti den byly sejmuty z tiepacky a bylo provedeno jejich méfeni na UV-VIS
spektrofotometru VARIAN Cary 50 Probe. Méfeni bylo provadéno za laboratorni teploty.

U vzorkid byla méfena absorbance. U vSech pouzivanych solutt byl rozsah vinovych délek
zvolen od 400 nm do 600 nm. Jako slepy vzorek (blank) byl zvolen piislusny fosfolipid
nebo nami pripravené vzorky na bazi SonoVue® ve fyziologickém roztoku bez rozpusténého
solutu. VSechna méteni probihala za laboratorni teploty.

45.2 Opticka mikroskopie

Vzorky nami piipravenych mikrobublin na bazi SonoVue® byly pred vlastnim méfenim
na optickém mikroskopu fadné protiepany, aby v roztoku doslo k utvofeni pozadovanych
mikrobublin, které jsme chtéli sledovat. Méfeni bylo provadéno na optickém mikroskopu
Nikon Eclipse Ci-L za laboratorni teploty.

4.5.3 Fluorescen¢ni korela¢ni spektroskopie

Vzorky nami ptipravenych mikrobublin na bazi SonoVue® byly pfed vlastnim méfenim
na fluorescenénim mikroskopu fadné protiepany, abyVroztoku doSlo k utvofeni
pozadovanych mikrobublin, které jsme chtéli sledovat. Meéfeni bylo provadéno
na fluorescencnim mikroskopu Olympus [X71 za laboratorni teploty.
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4.6 Standardni vyhodnoceni dat

4.6.1 Zjisténi molarniho absorpéniho koeficientu soluti ve fosfolipidech a v nami
p¥ipravenych mikrobublinach na bazi SonoVue®
Byla vybrana hodnota absorbance pii pozadované vinové délce Amax U kazdého z vybranych
solutd. Pomoci Lambert-Beerova zdkona byl pocetné zjistén molarni absorpéni koeficient
piisluiného solutu ve fosfolipidech a v namipfipravenych mikrobublinach na bazi SonoVue®
jako podil absorbance a hodnoty pfedem zvolené koncentrace barviva.
Acgcloe=t ®)
c-l

Vypocétené absorpéni koeficienty u kazdé koncentrace byly zprimérovany ze tii méfeni

a byla zjisténa jejich smérodatna odchylka.

4.6.2 Zjisténi koncentrace solutii uvnitf fosfolipidii a v nami pripravenych
mikrobublinich na bazi SonoVue®
U namichanych vzorkl byla méfena absorbance. Byla vybrana nejvyssi hodnota absorbance
ve zvoleném rozsahu vinovych délek podle Amax U kazdého solutu. Nékteré vzorky byly piilis
koncentrované, hodnota absorbance byla vys§i nez 1,5, a proto musely byt ztedény. Redéni
se pak odrazilo ve vypoctu koncentrace. Pomoci Lambert-Beerova zakona a vypoétenych
molarnich absorpénich koeficientt solutti byla zjisténa koncentrace solutit solubilizovanych
uvnitt fosfolipidi a v nami pripravenych mikrobublinach na bazi SonoVue®.
A:g-c-I:>c:i 9)
e-l

Vypoctené koncentrace solutl byly zprimérovany vzdy ze tii vzorkl a byla zjisténa jejich

smérodatna odchylka.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Vizualizace nami p¥ipravenych mikrobublin na bazi SonoVue® pomoci
optického mikroskopu

Na Obr. 22 a Obr. 23 mtzeme vidét vizualizaci dvou vzorki nami pfipravenych mikrobublin
na bazi SonoVue® pomoci optického mikroskopu Nikon Eclipse Ci. Pracovali jsme
se Ctyficetinasobnym zvétSenim. Na obrazcich 1ze vidét, jak mikrobubliny drzi ve shlucich
pospolu, coz je pravdépodobné zplsobeno hydrofobnimi interakcemi mezi jednotlivymi
mikrobulinami. Velikost mikrobublin se pohybuje v fadech jednotek az desitek mikrometra.
Pfi bliz§Sim zkoumani mikrobublin mizeme vidét rozhrani mezi fosfolipidovou vrstvou
a stabilizacni vrstvou polyethylenglykolu. Jde také vidét, jak jsou k sobé mikrobubliny
pfipojeny. Lze tedy fici, Ze ndmi pfipravené¢ mikrobubliny velikosti a tvarem odpovidaji
mikrobublindm komer&niho pipravku SonoVue®.

: e U !;.

Obr. 22: Nami pripravené mikrobubliny stejného slozeni jako md piipravek SonoVue®. Lze vidét

interakce mezi jednotlivymi mikrobublinami a rozhrani mezi vrstvou fosfolipidu a vrstvou PEG

37



Obr. 23: Snimek ndmi pripravenyh mikrobublin stejného slozeni jako ma pripravek SonoVue®

5.1.1 Vizualizace nami p¥ipravenych mikrobublin na bazi SonoVue® pomoci
fluorescencni spektroskopie

K vizualizaci nami pfipravenych mikrobublin na bazi SonoVue® byl vyuzit invertovany
fluorescencni mikroskop Olympus 1X71. Zkoumény byly vzorky mikrobublin se sondami
4-Di-2-Asp a NR fixované glycerolem. Zjistili jsme, ze sonda 4-Di-2-Asp bohuzel neni
vhodnéd k vizualizaci mikrobublin, protoZze se hojné solubilizovala v poldrnim prostfedi.
NR byla lepsi volbou a podatilo se nam mikrobubliny vizualizovat. Na Obr. 24 mizeme vidét
vizualizaci mikrobubliny na bazi SonoVue® pomoci tfi barev (RGB), kdy kazda barva
znéazornuje jinou dobu Zivota excitovaného stavu NR, celkem byly tfi.
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Obr. 24: RGB vizualizace mikrobubliny na bdzi SonoVue®™ s NR

Na Obr. 25 mtzeme vidét jednotlivé doby zivota excitované¢ho stavu NR znazornéné tiemi
barvami. Prvni doba zivota NR cca 1 ns znazornéna na obrazku modrou barvou (A) nam
ukazuje polarni prostor kolem mikrobubliny, kam se mala ¢ast NR solubilizovala. Druh4 doba
Zivota cca 3-3,5ns je znazornéna zelenou barvou (B) a ukazuje nam, Ze se Cast sondy
solubilizovala v polarni struktufe mikrobubliny a ¢ast Vv nepolarni. Tieti doba Zivota
cca 6 ns znazornéna Cervenou barvou (C) ma intenzitu nejvetsi a ukazuje nam nepolarni ¢ast
mikrobubliny, kam se solubilizovala nejvétsi cast fluorescenéni sondy NR. Na Obr. 26
je vidét intenzitni obrazek s naznaCenym vykreslenim intenzitniho profilu, jak je uvedeno
na Obr. 27. Z tohoto profilu, jakoz i ze samotného obrazku lze vidét, ze bubliny maji
multilamelarni strukturu, a tedy vice mista pro solubilizaci nepolarnich ¢i amfifilnich latek,
coz uklasické optické mikroskopie neni pozorovatelné. Anizotropni obrazek (Obr. 28)
pak naznacuje, ze molekuly jsou ve velmi rigidnim prostfedi, kde je potlatena rotace
molekuly. To odpovida piedpokladu monomolekularni vrstvy, kde je prostor, kde mize byt
fluorescen¢ni sonda umisténa, velmi omezeny. Na Obr. 29 je pak histogram, generovany
vyhodnocovacim softwarem SymphoTime64”, ktery uréuje rozloZeni &etnosti jednotlivych
anizotropii. Protoze systém, piedev§im diky své multilamelarité, bude komplikovany
Z hlediska membranovych struktur (rizné zakiiveni), je 1 distribuce anizotropie pomérné
Siroka. Jeji pramérna hodnota, 0,31, pak svéd¢i o znemoznéné rotatni diftzi a blizi
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se maximaln¢ dosazitelné hodnoté anizotropie 0,4, dané kvantové mechanickym
vypoctem [54].

Obr. 25: Zndzorneni jednotlivych dob Zivota excitovaného stavu NR. Prvni doba Zivota NR cca 1 ns
znazornéna modrou barvou (A) nam ukazuje poldarni prostor kolem mikrobubliny, kam se mala cast
NR solubilizovala. Druhd doba Zivota cca 3-3,5 ns je zndzornéna zelenou barvou (B) a ukazuje nam,
Ze se cast sondy solubilizovala v polarni strukture mikrobubliny a cast v nepolarni. Treti doba Zivota
cca 6 ns znazornénd cervenou barvou (C) ma intenzitu nejvétsi a ukazuje nam nepoldrni cast

mikrobubliny, kam se solubilizovala nejvétsi cast fluorescencni sondy NR
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Obr. 26: Rez ndmi pripravenym vzorkem mikrobublin na bdzi SonoVue®

Intensity [Cnts]

16

Line [um]

Obr. 27: Vykresleni intenzitniho profilu k Obr. 26
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Events

Obr. 28: Snimek z fluorescencni anizotropie
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Obr. 29: Histogram urcujici rozlozeni cetnosti jednotlivych anizotropii (k Obr. 28)
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5.2 Molarni absorp¢ni koeficienty soluta ve fosfolipidech a v mikrobublinach
na bazi SonoVue®

5.2.1 Dipalmitoylfosfatidylglycerol sodny

Koncentrace DPPG.Na byla zvolena 100 mg-1?, tim jsme zajistili, e veskeré hydrofobni
soluty nasi zvolené koncentra¢ni fady byly zcela solubilizovany uvnitf lipozoma a my tak
mohli zmé&fit na UV-VIS spektrofotometru potiebnou absorbanci solutti. Vzorky byly méieny
v moment¢, kdy nebyla okem pozorovatelna piitomnost nerozpusténé latky. Z absorpéniho
maxima pii 518 nm pro SRG, 521 nm pro ORO, 488 nm pro 4-Di-2-Asp a 549 nm pro NR
byla odectena hodnota absorbance apoté byl stanoven molarni absorpcni koeficient.
SRG ma4 hodnotu koeficientu 7 156+23 dm®mol™-cm™, ORO 10 815+62 dm®-mol™-cm™,
4-Di-2-Asp 36 205+256 dm* mol™-cm™ a NR 26 069+539 dm®mol™-cm™ v DPPG.Na.

Pii méteni 4-Di-2-Asp byl problém u koncentrace 0,001 mM, kde hodnota absorbance byla
niz8i nez 0,1. Z toho divodu nebyla vypoctend hodnota koeficientu pro tuto koncentraci
zatazena do vysledného priméru.

Molarni extinkéni koeficienty jsou vysledkem priiméru vypocteného vzdy ze tii proméio-
vanych vzorki a to plati i pro vSechny nésledujici ptipady.

5.2.2 Distearoylfosfatidylcholin

Koncentrace DSPC byla zvolena 100 mg-1™ stejné jako u DPPG.Na. K vypodtu byly pouZity
absorpéni maxima jednotlivych soluti. SRG ma hodnotu absorpéniho koeficientu
7 523450 dm®*mol™*-cm™, ORO 8261+137 dm*mol™*-cm™, 4-Di-2-Asp
46 317499 dm®-mol*-cm™ a NR 11 904+64 dm®-mol*-cm™ v DSPC.

Pfi méteni 4-Di-2-Asp byl opét problém u koncentrace 0,001 mM, kde hodnota absorbance
byla niZsi nez 0,1. Z toho divodu nebyla vypoctena hodnota koeficientu pro tuto koncentraci
zatazena do vysledného priméru. Vypocty byly provedeny opét z absorpCnich maxim
vinovych délek jednotlivych solutti stejn¢ jako u DPPG.Na i dale u mikrobublin. Absorp¢ni
maximum se vyrazné¢ neménilo.

Molarni extinkéni koeficienty jsou vysledkem priméru vypocteného vzdy ze tii proméio-
vanych vzorki a to 1 pro vSechny nasledujici ptipady.

5.2.3 Mikrobubliny na bazi SonoVue®

Molarni absorpéni koeficient SRG byl stanoven na hodnotu 17 560+208 dm*mol™-cm™,
koeficient ORO na 18 606+72 dm* mol™-cm™, 4-Di-2-Asp na 38 606+112 dm* mol™*-cm™
a NR na hodnotu 3 95496 dm*-mol™-cm™ v mikrobublinach na bazi SonoVue”.

Vypoétené molarni absorpéni koeficienty solutl byly pouzity pro vypocet koncentrace
ve fosfolipidech avnami piipravenych mikrobublinich na bazi SonoVue® pomoci
rovnice (nahote).

Molarni absorp¢ni koeficienty jsou pomérné nizké ve srovnani s hodnotami koeficientl
solutd Vv rozpoustédlech [55, 56, 57]. Moznym vysvétlenim muze byt lokalizace chromoforu
a jeho interakce s lipidy.
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5.3 Koncentrace soluti solubilizovanych ve fosfolipidech a v mikrobublinach
na bazi SonoVue®

5.3.1 Solubiliza¢ni schopnosti DPPG.Na a DSPC

Obr. 30, Obr. 31, Obr. 32 a Obr. 33 zobrazuji zavislost koncentraci hydrofobnich soluti
na koncentraci fosfolipidi v prostfedi fyziologického roztoku. Koncentrace ORO a NR
je vzdy vynesena na vedlejs$i osu kvuli lepsi piehlednosti a orientaci v grafech. U vsech
hodnot koncentraci solutti jsou vyneseny chybové usecky.
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Obr. 30: Koncentrace solubilizovaného Sudanu Red G a Oil Red O v dipalmitoylfosfatidylglycerolu

sodném

Obr. 30 zobrazuje koncentraci SRG a ORO v DPPG.Na. Koncentrace SRG i ORO
je rostouci s rostouci koncentraci DPPG.Na. Hodnota solubilizovaného SRG pii koncentraci
DPPG.Na 10 mg-1? je zatizena chybou, protoze hodnota absorbance roztoku byla nizsi
nez 0,1, avSak do grafu jsme tuto hodnotu zaradili. Stejny problém byl u ORO v DPPG.Na
u koncentraci 10 a 50 mg-l’l, kdy hodnoty absorbance taktéz nedosahovaly 0,1. N&jaké
mnozstvi barviva se ale v systémech solubilizovalo, av§ak v budoucnu s témito hodnotami
pocitat nelze. Hodnoty byly proloZzeny dvéma ptimkami. Zavislost vykazovala zlomovy trend,
kdy zména trendu byla identifikovana jako prlsecik dvou pfimek. Zména trendu miize
souviset se zménou struktury fosfolipidickych ¢éastic nebo muize byt funkci i samotného
barviva, kdy rozsahlé hydrofobni molekuly mohou zptlisobovat indukci agregace a meénit
strukturu lipidickych agregat. U prvnich tfech hodnot koncentraci ORO v DPPG.Na mlzeme
vidét prudsi narist, ktery by se mohl povazovat za linedrné rostouci. Koncentrace SRG
v 1000 mg'1* roztoku DPPG.Na byla 61,90 uM. Koncentrace ORO v 1000 mg-1™ roztoku
DPPG.Na byla 150,08 pM. Oproti SRG se ORO solubilizoval v DPPG.Na vice a to i piesto,
Ze je bis-diazo molekula ORO vetsi nez diazo molekula SRG. Moznym vysvétlenim by také
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mohlo byt to, Ze spolu mohly molekuly SRG navzdjem reagovat a vytvofit tak vétsi strukturu
nez samotné molekuly ORO a z tohoto diivodu se pak htife solubilizovaly v DPPG.Na.
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Obr. 31: Koncentrace solubilizovaného 4-Di-2-Asp a Nilské cervené v dipalmitoylfosfatidylglycerolu

sodném

Obr. 31 zobrazuje koncentraci 4-Di-2-Asp a NR v DPPG.Na. Hodnoty koncentraci
4-Di-2-Asp v DPPG.Na vykazuji rostouci charakter, proto byly data prolozeny piimkou,
kde mtizeme vidét hodnotu korelaéniho koeficientu R? rovnu 0,9929. Koncentrace
4-Di-2-Asp v 1000 mg-1™" roztoku DPPG.Na byla 12,11 uM. U vzorkii s NR byl rostouci
trend porusSen. S prvnimi tfemi hodnotami koncentraci DPPG.Na pozvolna rostla koncentrace
solubilizované NR, i kdyz se hodnota absorbance pohybovala pod hranici 0,1. Pfi koncentraci
500 mg-1" DPPG.Na doglo k ndhlému néristu, kdy se NR v DPPG.Na solubilizovala nejvice.
Hodnota koncentrace &inila 35,58 pM. Pfi koncentraci 1000 mg-1* DPPG.Na doslo k poklesu
koncentrace témét na polovinu. Tento jev by mohl byt zplisoben nasycenim, saturaci
lipozomt DPPG.Na molekulami NR.

Na Obr. 32 muzeme vidét zavislost koncentrace solubilizovaného SRG a ORO
na koncentraci DSPC. Koncentrace SRG i ORO ma rostouci trend s rostouci koncentraci
DSPC, stejn¢ jako v pripadé DPPG.Na. Nejlépe by rostoucimu trendu vyhovoval polynom
druhého tadu, ktery by mohl byt uspokojivy pro aproximaci v daném koncentra¢nim rozsahu.
Koncentrace SRG v 1000 mg-1* roztoku DSPC byla 73,54 uM. Koncentrace ORO
v 1000 mg-1™ roztoku DSPC byla 200,44 uM. Oproti SRG se ORO opét solubilizovalo vice.
Moznym vysvétlenim je vzajemna reakce molekul SRG ve vétsi molekuly, které se pak htife
solubilizuji v DSPC.

Pfi srovnani samotnych dvou fosfolipidi mizeme zjistit, Ze DSPC v sobé solubilizuje
jak vice SRG, tak i ORO (Tab. 6). DSPC je nejspiSe schopné tvoftit vice lipozomu, do kterych
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se muzou barviva solubilizovat. U vzorkt se SRG to nemusi byt patrné hned na prvni pohled,
avSak u vzorkl s ORO si toho nemtizeme nepovs§imnout.
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Obr. 32: Koncentrace solubilizovaného SRG a ORO v distearoylfosfatidylcholinu
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Obr. 33: Koncentrace solubilizovaného 4-Di-2-Asp a Nilské cervené v distearoylfosfatidylcholinu

Na Obr. 33 muzeme sledovat zavislost koncentrace solubilizovaného 4-Di-2-Asp a NR
na koncentraci DSPC. U vzorkl 4-Di-2-Asp jsou prvni tfi hodnoty koncentraci velmi nizké,
protoze se barvivo solubilizovalo velmi malo a absorbance se pohybovala v hodnotach
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pod 0,1. Koncentrace solubilizovaného 4-Di-2-Asp v 1000 mg-1* roztoku DSPC byla
30,04 uM. U vzorkl s NR muzeme vidét rostouci trend, kdy u prvnich tiech vzorki je rist
intenzivngj$i a s dalsimi dvéma pak pozvolngjsi. Tyto hodnoty ale nemaji jednoduchy trend,
coz muze souviset s interakcemi téchto slozitych molekul. NR se solubilizovala Iépe v nizsich
koncentracich DSPC. Koncentrace solubilizovaného NR v 1000 mg-1™* roztoku DSPC byla
85,24 uM.

Ve srovnani DPPG.Na a DSPC lze opét vidét, Zze se solubilizovalo vét§i mnozstvi
4-Di-2-Asp i NR pravé v DSPC, stejné jako u vzorki se SRG a ORO. V SonoVue®
pak DSPC muze nejspiSe plnit o néco vétsi roli v solubilizaci u¢innych latek, avSak téméf
vzdy zavisi na Struktute latky, kterou chceme v systému solubilizovat.

V DPPG.Na i vDSPC se nejvice solubilizoval ORO a nejméné 4-Di-2-Asp, pficemz
v DSPC se solubilovalo vzdy vétsi mnozstvi solutti nez v DPPG.Na. Lze tedy fici, ze DSPC
ma vys$si hodnotu solubiliza¢ni kapacity nez DPPG.Na.

Jak bylo feCeno, zalezi viceméné na struktufe solubilizované latky. ORO se rozpousti
viceméné v nepolarnim prostiedi a je schopna tvofit v polarnim prostiedi agregaty. SRG
a4-Di-2-Asp se rozpousti i v polarnim prostiedi. NR ma zvlastni chovani, protoze
se rozpousti vice v nepolarnim prostfedi, ale neni vhodna pro UV-VIS spektrofotometrii.
K fluorescen¢ni mikroskopii ale vhodna je.

5.3.2 Solubilizaé¢ni schopnosti nami piipravenych mikrobublin na bazi SonoVue®

Na Obr. 34, Obr. 35 a Obr. 36 mizeme sledovat koncentraci solubilizovanych solutli v ndmi
pfipravenych mikrobublinach na bazi SonoVue®. Zajimalo nés, zda-li se bude ménit
koncentrace za urCity cCasovy interval, proto jsme také vzorky proméfovali
po 48 a 72 hodinach. Nami pfipravené mikrobubliny na bazi SonoVue® se skladaji z vyse
studovanych fosfolipidu, polyethylenglykolu a kyseliny palmitové. Koncentrace dipalmitoyl-
fosfatidylglycerolu sodného i distearoylfosfatidylcholinu v mikrobublinich na bazi SonoVue®
odpovidd hodnotd cca30mg-1*. Polyethylenglykol je v mikrobublindch — zastoupen
asi v 130krat vétsim mnozstvi oproti fosfolipidiim jako stabilizator fosfolipidové vrstvy.

Obr. 34 znazoriuje koncentraci solubilizovanych solutli v nami ptipravenych mikro-
bublindch na bazi SonoVue®, ktera byla méfena hned druhy den po piipravé vzorkd.
Jak miizeme vidét v grafu, nejvice se v mikrobublinach solubilizovala NR, naopak nejméné
4-Di-2-Asp. Koncentrace SRG Vv mikrobublinach na bazi SonoVue® po 24 hodinach ¢inila
12,38+0,90 uM. Koncentrace ORO v mikrobublinach na bazi SonoVue po 24 hodinach byla
18,99+0,46 uM, koncentrace 4-Di-2-Asp byla vypoctena na 1,09+0,13 uM a koncentrace NR
¢inila 32,04+2,71 uM. Pokud bychom méli porovnat hodnoty solubilizovanych koncentraci
soluti v komerénim piipravku SonoVue® z bakalaiské prace, kdy jsme pouzivali taktéz SRG
a ORO, s hodnotami namé&fenymi v nami pfipravenych mikrobublinich na bazi SonoVue®,
tak miizeme fici, ze se SRG solubilizovalo vice v komerénim piipravku SonoVue®
po 24 hodinach. Naopak ORO se po 24 hodindch v komer¢nim piipravku takika
nesolubilizoval.
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Obr. 34: Koncentrace solubilizovanych solutii v nami pripravenych mikrobublindch na bdzi
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Obr. 35: Koncentrace solubilizovanych solutii v nami pripravenych mikrobublindch na bdzi
SonoVue®, méieno po 48 hodindch na tiepacce

Obr. 35 zobrazuje koncentraci solutd solubilizovanych v nami pfipravenych mikro-
bublindch na bazi SonoVue®, ktera byla méfena 48 hodin po piipravé vzorkd, kdy byly
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vzorky umistény na tfepacce. Oproti prvnimu méfeni po 24 hodindch mutzeme vidét,
ze U SRG doslo k poklesu koncentrace ptiblizn€ o jednu tietinu, k poklesu koncentrace doslo
také i u ORO. V ptipad¢ 4-Di-2-Asp nemtizeme s jistotou fici, zda doslo k poklesu ¢i naristu,
protoze hodnoty jsou vypoctené z hodnot absorbance, ktera byla bohuzel nizs$i nez 0,1.
Koncentrace SRG v nami piipravenych mikrobublinich na bazi SonoVue® po 48 hodinich
¢inila 8,76+0,09 uM. Koncentrace ORO v ndmi pfipravenych mikrobublindch na bazi
SonoVue® po 48 hodinach byla 16,05+0,10 uM, koncentrace 4-Di-2-Asp byla vypoétena
na 1,14+0,05 uM a koncentrace NR ¢inila 35,50+2,16 uM.

Obr. 36 zobrazuje koncentraci soluti solubilizovanych v nami pfipravenych
mirkobublinich na bazi SonoVue®, kterd byla méfena 72 hodin po pripravé vzorki. Oproti
druhému méfeni po 48 hodinach muzeme vidét, ze u SRG doslo k mirnému poklesu
koncentrace, ale v ramci chyby vzhledem k chybovym tse¢kam to nemusi byt jednoznacné.
Pii méfeni koncentrace SRG v komerénim piipravku SonoVue® v bakalafské praci doslo
po tfech dnech také k poklesu vice jak o dvé tretiny, avSak vzhledem k chybovym tseckam
se dalo téz usoudit, ze se koncentrace témér neliSi. Koncentrace ORO také klesla, mohlo
by to byt zptuisobeno zpétnym uvoliovanim barviva z mikrobublin zpét do roztoku béhem
ttepani. Z chybovych usecek ve vzorcich s NR muizeme taktéz fici, Ze se koncentrace béhem
trech dnti na tfepacce téméf neméni. Koncentrace SRG v nami ptipravenych mikrobublindch
na bazi SonoVue® po72 hodinich byla 8,59+0,15 uM. Koncentrace ORO V nami
piipravenych mikrobublinich na béazi SonoVue® po 72 hodinich byla 14,57+0,05 uM,
koncentrace 4-Di-2-Asp byla vypoétena na 0,73+0,09 uM a koncentrace NR ¢inila
36,92+£5,11 uM. Grafy se vzajemnym porovnadnim koncentraci jednotlivych solutii v Case
Ize najit v ptiloze.
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Obr. 36: Koncentrace solubilizovanych solutii v nami pripravenych mikrobublindach na bazi

SonoVue®, méreno po 72 hodindch na tiepacce

49



6 ZAVER

Cilem diplomové prace bylo studovat solubilizaci v sonografickych systémech, shromazdit
literarni poznatky na solubilizaci riznych typt latek v mikrobublinach, dale navrhnout
vhodné experimenty pro ovéieni postupti solubilizace v systémech zalozenych na komerénim
vyrobku SonoVue®. Pomoci fluorescenénich sond, jako modelovych solubilizaénich latek,
stanovit schopnost solubilizace danych systémt a vyuziti v jejich vizualizaci pomoci
fluorescen¢ni mikroskopie.

Vzorky nami pfipravenych mikrobublin s 4-Di-2-Asp a NR byly vizualizovany pomoci
optické a fluorescen¢ni mikroskopie. Velikost nami ptipravenych mikrobublin se pohybovala
v fadech jednotek az desitek mikrometrii, na snimcich z optického mikroskopu lze vidét
rozhrani mezi fosfolipidovou vrstvou a vrstvou polyethylenglykolu a ptipadné hydrofobni
interakce mezi jednotlivymi mikrobublinami. Pomoci fluorescencni mikroskopie bylo
zjisténo, do kterych mist se v mikrobublin¢ vdzou zminéné dvé fluorescencni sondy. Sonda
4-Di-2-Asp bohuzel nebyla spravnou volbou kvili zna¢né afinité k polarnimu i nepolarnimu
prostfedi, a proto byla k vizualizaci pouzita Nilska ¢erven. Bylo zjisténo, Ze prevazna Cast
Nilské cervené se solubilizovala v nepolarni vrstvé mikrobublin, coz bylo zadouci.

Solubilizace v sonografickych systémech byla zkoumana pomoci UV-VIS spektrofoto-
metrie s vyuzitim soluti Sudanu Red G, Oil Red O, 4-Di-2-Asp a Nilské cervené. Byly blize
studovany dva fosfolipidy, znichz je s dalSimi substancemi vyrobena kontrastni latka
pro ultrasonografii s komerénim nazvem SonoVue®. Prvnim zkoumanym fosfolipidem byl
dipalmitoylfosfatidylglycerol sodny a druhym distearoylfosfatidylcholin. Dale byly studovany
mikrobubliny stejného slozeni jako ma komeréni pripravek SonoVue®, které jsme si p¥ipravili
V nasi laboratofi.

Nejprve byla zjiStovana hodnota molarnich absorpénich koeficientd soluti v kazdém
ze zminénych fosfolipida a v nami ptipravenych mikrobublinich na bazi SonoVue®. Systémy
byly studovany v prostiedi fyziologického roztoku (roztok NaCl o koncentraci 0,15 M).
Vzorky byly namichany tak, aby byla koncentrace fosfolipidi konstantni, aaby bylo
dosazeno rostouci koncentrace solutii. Pfivlastnim méfeni byl sledovan rtst hodnot
absorbanci s rostouci koncentraci hydrofobnich solutii. Z hodnot absorbanci pfi vinové délce
Amax byly vypocitany molarni absorpéni koeficienty soluti jako pramér ze tii méfeni a byla
zjisténa smérodatna odchylka.

V dalsi ¢asti byly studovany solubiliza¢ni schopnosti zminénych systému a to tak, ze byla
zjisStovana koncentrace solutli solubilizovanych uvniti lipozomt fosfolipidii a v nami
ptipravenych mikrobublinach na bazi SonoVue®. Vzorky byly namichany tak, Ze koncentrace
fosfolipidi méla rostouci charakter, koncentrace nami pfipravenych mikrobublin byla
ve vSech vzorcich stejna. Do kazdého vzorku bylo ptidano nadbyte¢né mnozstvi solutu.
Vysledné koncentrace solubilizovanych solutll v kazdém systému jsou primérem vzdy ze tii
meéfeni. V obou zminénych fosfolipidech se nejvice solubilizoval Oil Red O a nejméné
4-Di-2-Asp. V dipalmitoylfosfatidylglycerolu sodném doslo pii vysSSich koncentracich
k supersaturaci lipozomi Nilskou ¢erveni, jinak muzeme fFici, Ze Srostouci koncentraci
fosfolipidi roste koncentrace solubilizovanych soluti. Miuzeme 2z dat také vycist,
ze distearoylfosfatidylcholin ma lepsi solubilizaéni schopnosti oproti druhému fosfolipidu.
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Pfi zkoumani solubilizatnich schopnosti nami pfipravenych mikrobublin na bazi SonoVue®
se pii prvnim méfeni, po 24 hodinach, uvnitf mikrobublin solubilizovalo nejvice Oil Red O
anejméné 4-Di-2-Asp, kdy hodnoty koncentraci 4-Di-2-Asp jsou vypocteny z absorbanci
s hodnotou mensi nez 0,1. Po 48 hodinach doslo k poklesu koncentrace solubilizovaného
Sudanu Red G a Oil Red O. Po 72 hodinach uz nemtzeme diky chybovym useckam fici, zda
doslo k poklesu koncentrace Sudanu Red G v nami pfipravenych mikrobublinach. U Nilské
cerven¢ se také neda k fici, zda doslo nartistu ¢i ubytku koncentrace béhem tfech dni, protoze
chybové usecky ukazuji, Ze muZe nastat jak prvni, tak i druha situace. Ve srovnani
s bakalafskou praci, kdy byl solubilizovan v komerénim piipravku SonoVue® SRG a ORO,
muzeme konstatovat, Zze SRG se solubilizovalo vice v komerénim vyrobku, zatimco ORO
v nami ptipravenych mikrobublinach na bazi SonoVue®.

Zavérem lze konstatovat, ze cile diplomové prace byly splnény. Prace poskytla zakladni
prehled o solubiliza¢nich schopnostech nami piipravenych mikrobublin stejného slozeni jako
ma komeréni piipravek SonoVue® a fosfolipidd, z kterych je tvofeno. Byly provedeny
experimenty pro ovéieni postupt solubilizace v systémech zaloZzenych na komerénim vyrobku
SonoVue®. Ziskané vysledky mohou byt vyuZity k dal§im experimentim & vyzkumu
V oblasti zamétené na solubilizaci 1é¢iv v kontrastnich latkach.
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8 SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

8.1 Seznam zkratek

zkratka
DPPG.Na
DSPC
PEG

SRG

ORO
4-Di-2-Asp
NR

NaCl

PPD

PVA
DABCO
MOWIOL
Tris

RGB

vyznam
Dipalmitoylfosfatidylglycerol sodny
Distearoylfosfatidylcholin
Polyethylenglykol

Sudan Red G

Oil Red O
4-(4-Diethylaminostyryl)-1-methylpyridinium jodid
Nilska cerven

Chlorid sodny

Parafenylendiamin

Polyvinylalkohol
1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan
Polyvinylalkohol
Tris(hydroxymethyl)aminometan
Red, Green, Blue

8.2 Seznam symboli

symbol
A

&

c

vyznam

absorbance

molarni absorpéni koeficient
koncentrace

mmol-1?

pmol-1™

tloustka absorbujici vrstvy
vlnova délka

zativy tok

hustota prostiedi

frekvence pozorované viny
frekvence viny generované
Dopplerova frekvence
relaticni rychlost

rychlost Sifeni viny

S7



9 PRILOHY

9.1 Solubiliza¢ni schopnosti dipalmitoylfosfatidylglycerolu sodného

Tab. 5: Koncentrace solubilizovanych solutii v DPPG.Na

cDPPG.Na | ¢cSRG |odchylka| c ORO | odchylka
[mg.I"] [uM] uM] | [uM] | [uM]
10 25,41 0,35 36,16 0,43
50 31,14 0,25 49,22 0,36
100 34,20 0,16 76,74 0,41
500 46,16 0,66 120,16 1,62
1000 61,90 0,37 150,08 1,48

¢ DPPG.Na | c DiAsp |odchylka| c¢NR | odchylka
[mg.I"] [uM] uM] | [uM] | [uM]
10 1,56 0,05 1,00 0,02
50 2,24 0,05 1,40 0,02
100 2,58 0,09 1,83 0,08
500 6,02 0,09 35,58 0,18
1000 12,11 0,07 20,78 0,10

9.2 Solubiliza¢ni schopnosti distearoylfosfatidylcholinu

Tab. 6: Koncentrace solubilizovanych solutii v DSPC

c DSPC ¢ SRG |odchylka| ¢ ORO | odchylka
[mg.I”] [uM] [bM] | [uM] [uM]
10 11,49 0,28 33,27 0,10
50 13,44 0,06 45,28 0,27
100 20,78 0,12 53,98 0,08
500 47,10 0,91 139,01 0,59
1000 73,54 0,62 200,44 7,72

c DSPC c DiAsp |odchylka| c¢NR | odchylka
[mg.I"] [uM] uM] | [uM] | [uM]
10 0,24 0,06 12,32 0,08
50 0,32 0,05 18,01 0,17
100 0,43 0,07 29,89 0,09
500 15,35 0,12 45,28 0,11
1000 30,04 0,11 85,24 0,11




9.3 Solubilizaéni schopnosti nami p¥ipravenych mikrobublin na bazi SonoVue®

Tab. 7: Koncentrace solubilizovaného SRG a ORO v nami pripravenych mikrobublinach po 24, 48

a 72 hodinach

Koncentrace ¢ SRG odchylka ¢ ORO | odchylka
soluti [uM] [uM] [nM] [uM]
v SonoVue po 24h 12,38 0,90 18,99 0,46
v SonoVue po 48h 8,76 0,09 16,05 0,10
v SonoVue po 72h 8,59 0,15 14,57 0,05

Tab. 8: Koncentrace solubilizovaného 4-Di-2-Asp a NR v ndmi pripravenych mikrobublindch po 24,

48 a 72 hodinach

Koncentrace c DiAsp odchylka cNR odchylka
solutii [eM] [eM] [eM] [eM]
v SonoVue po 24h 1,09 0,13 32,04 2,71
v SonoVue po 48h 1,14 0,05 35,50 2,16
v SonoVue po 72h 0,73 0,09 36,92 5,11
14
B SRG v SonoVue po 24h

m SRG v SonoVue po 48h
= SRG v SonoVue po 72h

¢SRG [nuM]

Nami pfipravené mikrobubliny na bazi SonoVue®

Obr. 37: Koncentrace SRG Vv ndmi pripravenych mikrobublindch na bdzi SonoVue®
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Obr. 38: Koncentrace ORO V ndmi pripravenych mikrobublindch na bazi SonoVue®
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Obr. 39: Koncentrace 4-Di-2-Asp V ndmi pfipravenych mikrobublindch na bdzi SonoVue®

® ORO Vv SonoVue po 24h
® ORO Vv SonoVue po 48h
= OROV SonoVue po 72h

Nami piipravené mikrobubliny na bazi SonoVue®

m 4-Di-2-Asp v SonoVue po 24h
1 4-Di-2-Asp v SonoVue po 48h
4-Di-2-Asp v SonoVue po 72h

Nami pfipravené mikrobubliny na bazi SonoVue®

60



55

ENRV SonoVue po 24h
B NRV SonoVue po 48h

457 NRv SonoVue po 72h

35 A
30 A

¢NR [uM]

20 -

15 +

Nami pripravené mikrobubliny na bazi SonoVue®

Obr. 40: Koncentrace NR v ndmi pripravenych mikrobublindch na bézi SonoVue®™

9.4 Pristroje

Obr. 41: Koncentrace NR V ndmi pripravenych mikrobublindch na bézi SonoVue®

Obr. 42: Invertovany fluorescencni mikroskop Olympus 1X71



Obr. 44: UV-VIS spektrofotometr Cary 50 Probe, Varian
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