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

PRIPRAVA A CHARAKTERIZACE POVRCHOVE
MODIFIKOVANYCH NANOLIPOSOMU S VYUZITIM TECHNIK
KLIK CHEMIE

PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF SURFACE-MODIFIED NANOLIPOSOMES USING CLICK CHEMISTRY
TECHNIQUES

DIPLOMOVA PRACE
MASTER'S THESIS

AUTOR PRACE Bc. Aneta Frydrychova

AUTHOR

VEDOUCI PRACE prof. RNDr. Jaroslav Turanek, CSc.
SUPERVISOR

BRNO 2022



VYSOKE UCENIi FAKULTA

Zadani diplomové prace

Cislo prace: FCH-DIP1636/2021 Akademicky rok: 2021/22
Ustav: Ustav fyzikalni a spotfebni chemie
Studentka: Bc. Aneta Frydrychova

Studijni program: Chemie pro medicinské aplikace
Studijni obor: Chemie pro medicinské aplikace

Vedouci prace: prof. RNDr. Jaroslav Turanek, CSc.

Nazev diplomové prace:
Pfiprava a charakterizace povrchové modifikovanych nanoliposomu s vyuzitim technik klik chemie

Zadani diplomové prace:

1. Pfiprava nanoliposomu technikou mikrofluidizace a vysokotlaké extruze

2. Povrchova modifikace nanoliposomu biokompatibilnimi polymery s vyuzitim metod klik chemie
a charakterizace liposomalnich nosi€d pomoci modernich fyzikalné—chemickych metod:
dynamicky rozptyl svétla, gelova permeacni chromatografie, nano flow—cytometrie, infracervené

spektroskopie
3. Studium interakce povrchové modifikovanych liposomG s bunéénymi kulturami in vitro
(dendritické bunky, THP-1, plicni a kolorektalni nadorové linie A549, CT26.WT)

Termin odevzdani diplomové prace: 13.5.2022:
Diplomova prace se odevzdava v dékanem stanoveném poctu exemplafd na sekretariat Ustavu.
Toto zadani je soucasti diplomové prace.

Bc. Aneta Frydrychova prof. RNDr. Jaroslav Turanek, prof. Ing. Miloslav Pekar, CSc.
studentka CSc. vedouci Ustavu
vedouci prace

V Brné dne 1.2.2022 prof. Ing. Michal Vesely, CSc.
dékan

Fakulta chemicka, Vysoké uc€eni technické v Brné / Purkyriova 464/118 / 612 00 / Brno



ABSTRAKT

Liposomy jsou jiz desitky let intenzivné zkoumany pro své unikatni vlastnosti, diky kterym
jsou pouzitelné naptiklad jako systémy pro cilené doruc¢ovani 1éc¢iv ¢i ke konstrukci vakein.
pfipravy a modifikacich. Cilem prace je pak samotna piiprava, charakterizace a nasledna
povrchova modifikace nanoliposomti. Liposomy byly pfipraveny metodou hydratace
lipidového filmu, pro povrchovou modifikaci byl pouzit polysacharid manan. Diky vyuziti
lipidu s N-oxy skupinou probihala modifikace pfes oximovou vazbu prostfednictvim klik
chemie. Nanoliposomy byly charakterizovany fadou fyzikélné-chemickych metod jako je
TEM, DLS, FT-IR ¢i nano-priitokova cytometrie. Soucasti prace je také studium interakce
liposomil s vybranymi bunécnymi liniemi pro ovéteni, zda stimuluji cesty imunitni odpovédi.
Vysledky této studie potvrzuji aktivaci inflamasomu NLRP3 vedouci k produkci
prozanétlivych cytokina (IL-1pB). Pfipravené liposomy jsou tedy potencialné pouzitelné jako
adjuvans vakein.

ABSTRACT

Over the past decades the liposomes have been intensively studied for their unique properties
which predispose them for use as drug delivery systems or for constructions of vaccines. This
diploma thesis provides an overview of their most important properties, preparation options and
their surface modification. The aim of this thesis is thus a preparation and characterization of
the nanoliposomes and their surface modification. The liposomes were prepared by lipid film
hydration method and mannan polysacharide was used for surface modification. Due to the use
of a lipid with an N-oxy group, the modification was carried out via an oxime ligation via click
chemistry. Nanoliposomes were characterized by series of physicochemical methods such as
TEM, DLS, FT-IR or nano-flow cytometry. Part of the thesis is a study of the interactions of
liposomes accomplished on selected cell lines to verify whether they stimulate immune
response pathways. Its results confirmed activation of the NLRP3 inflammasome leading to the
production of pro-inflammatory cytokines (IL-1B). Thus, these polymer coated nanoliposomes
are potentially useful as vaccine adjuvants.

KLICOVA SLOVA
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UvVOD

Vakciny na COVID-19 byly vyvinuty nebyvalou rychlosti, coz by nebylo mozné bez desitek
let vyzkumu v oblasti nanotechnologii a stim spojeného dorucovani riznych molekul od
chemoterapeutik pfes vitaminy a enzymy k nukleovym kyselindm. Nanomateridlové nosice
maji obrovskou plochu povrchu a lze je snadno modifikovat tak, aby zapouzdiily velké
mnozstvi 1éCiva, zvySovaly akumulaci 1éCiv v nadorech prostiednictvim efektu zvySené
permeability a retence (EPR) ¢i diky selektivnimu cileni na nddorové buiiky. Nanonosice také
zlepSuji rozpustnost, biologickou dostupnost a farmakokinetické vlastnosti chemoterapeutik.'
V této oblasti jsou za pritkkopniky povazovany nanocastice na bazi lipidd. Liposomy byly také
prvni nano-platformou pro dorucovani 1é¢iv, ktera tispéSné presla od konceptu ke klinické
aplikaci; ptikladem je Doxil, prvni nanonosi¢ovy systém s doxorubicinem pouZzivany k 1écbé
rakoviny prsu, vajecnikil a dalSich solidnich nadort, ktery byl schvalen FDA v roce 1995. Od
té doby byla schvalena velka fada produkti na bazi nanocastic pro klinické pouziti véetné

vakcin od firem Moderna ¢i BioNTech/Pfizer, které také vyuzivaji vlastnosti liposomii.

Liposomy, vezikuly fosfolipidové dvojvrstvy, mohou enkapsulovat jak hydrofilni, tak i lipofilni
lé¢iva a chranit je pred degradaci. Liposomy jsou od svého objeveni v roce 1961 intenzivné
studovany a stale tvofi zajimavou oblast vyzkumu. A pravé o jejich vlastnostech, moznostech
pfipravy a vyuZiti v oblasti mediciny bude pojednavat tato diplomova prace. V experimentalni
Casti se pak zaméfim na samotnou piipravu, povrchovou modifikaci a charakterizaci

nanoliposomi; jejich interakci in vitro pak budu zkoumat na vybranych bunéénych liniich.
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1 NANOLIPOSOMY

Liposomy mtizeme definovat jako sférické vezikuly slozené z biodegradabilnich pfirodnich
nebo syntetickych fosfolipida. Fosfolipidy jsou amfipatické molekuly — maji jak lipofilni, tak
1 hydrofilni ¢ast. Polarni hlavicky se orientuji smérem k vodné fazi, zatimco hydrofobni konce
tvoti vnitini oblast membrany a tvofi tak dvojvrstvu. Struktura liposomu je zndzornéna na Obr.
1. Praveé takové slozeni umoziuje liposomiim zapouzdiit do hydrofilni slozky ve vodé
rozpustné komponenty a ty rozpustné v tucich zase do slozky lipofilni. Této vlastnosti se
vyuziva ke zlepSeni farmakodynamického profilu 1é¢iv, vitaminli ienzymd, aproto jsou
liposomy zkoumdany jako nosicovy systém ke zvySeni u€innosti 1é¢iv zvySenim rozpustnosti,
zlepSenim biologické dostupnosti, zménou farmakokinetiky a zlepSenim stability in vitro
a in vivo. Liposomalni nosi¢ové systémy mohou také zvysit terapeutickou ti¢innost 1é¢iva jeho

cilenym doru¢enim na misto pouziti a udrzovanim minimalni efektivnich davek po del§i ¢as. 2

Hydrofébni konec P Rae. Hydrofilni hlavicka

Obr. 1 Struktura liposomu. Dostupné z https://www.inprocess-Isp.com/liposomes, upraveno.



https://www.inprocess-lsp.com/liposomes

Velikost liposomti se miize pohybovat od velmi malych 0,025 um az po velké 10 um vezikuly
(gigantické liposomy). Samotna velikost je jednim z limitujicich omezeni, které urcuje polocas
cirkulace liposomu v téle a spolecné s poctem lipidovych dvojvrstev ovliviiuje i mnozstvi
1é¢iva, které muze byt do liposomu enkapsulovano. Na zaklad¢€ jejich velikosti a poctu
dvojvrstev, mizeme liposomy rozd¢lit do dvou kategorii, a to na multilamelamelarni (MLV)
a unilamelédrni vezikuly (UV). Unilamelarni liposomy mohou byt rozd€leny na dalsi
2 kategorie: velké (LUV) a malé (SUV). Unilameléarni vezikuly maji jen jednu fosfolipidovou
dvojvrstvu obklopujici vodnou fazi, multilamelarni liposomy jsou vezikuly s cibulovou
strukturou — uvniti liposomu se vytvoii nékolik jednolameldrnich vezikul, ¢imz vznikne
multilamelarni struktura s koncentrickymi fosfolipidovymi vrstvami oddélenymi vrstvami

vody. Klasifikace liposomii je schematicky vyobrazena na Obr. 2. *

300-5,000nm 100-300nM 20-100nm

Obr. 2 Klasifikace liposomii na zdklade jejich velikosti a poctu dvojvrstev. Dostupné

z https://integratedhealthblog.com/recent-advances-liposomes-technology/.
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Hlavnimi chemickymi slozkami nanoliposomii jsou fosfolipidové molekuly. Jak je jiz napsano
vyse, fosfolipidy jsou amfifilni molekuly, hlavicka je hydrofilni a jeji acylovy fetézec je
hydrofobni. Ptirodni fosfolipidy, zdrojem jsou vajecné zloutky nebo so6ja, obsahuji znacné
mnozstvi polynenasycenych mastnych kyselin, diky ¢emuz jsou mén¢ chemicky stabilni nez
syntetické ekvivalenty.* Nejbéznéjsi fosfolipidovou slozkou liposom@i je 2-distearoyl-sn-
glycerofosfocholin (DSPC). Chemicka struktura DSPC je na Obr. 3A. Tato molekula se sklada
z polarni fosfatové hlavni skupiny, ktera tvoti vnéjSek a hydrofobniho uhlovodikového fetézce,
ktery tvofi vnitiek liposomové dvojvrstvy. Hlavovou ¢ast Ize modifikovat pomoci funk¢nich
skupin. Jako ptiklad funkcionalizovaného fosfolipidu, ktery se pouziva k ptfipojovani jinych
polymerti (napft. polyethylenglykolu PEG) je 1,2- distearoyl-sn-glycero-3-fosfoethanolamin
(DSPE) (Obr. 3C).° Typ, molérni procento zastoupeni (55-100 %) a orientace fosfolipidu uréuje
kone¢ny tvar 1 velikost liposomu. Orientaci fosfolipidii ve dvojvrstvé ovliviiuje délka lipidové

molekuly a velikost hlavni skupiny.*

lW 0 X
VA VA Ve e U eV Ua Ve vy —P
07 O~/ K(OCHQCHQ)%OCHS

WKO H O H

Obr. 3 Chemickeé struktury nejbéznéjsich liposomalnich komponentii. (A) DSPC, (B) cholesterol,

(C) DSPE-PEG. Prevzato z Himanshu Pandey et al.®
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Dilezitym kritériem pro vybér fosfolipidu k ptipravé liposomu je také teplota fazového
piechodu (T.). Tato teplota T. je definovéna jako teplota, pti které lipid prechazi z usporadané
faze acylovych fetézcl na neuspotradanou strukturu dvojvrstvy tzv. tekutého krystalu. Konverze

fazi zavisi na délce uhlovodikovych fetézct, stupni nasyceni, naboji a druhu hlavni skupiny.’

Krom¢ lipidt ¢i fosfolipidii mohou nanoliposomy obsahovat ve své struktute dal$i molekuly
jako napiiklad steroly. Zabudovani steroli do liposomové dvojvrstvy mize vyznamné ovlivnit
vlastnosti celé vezikuly. NejpouzivanéjSim sterolem pii ptipravé takovych lipidovych vezikul
je cholesterol (Obr. 3B). Cholesterol sam o sob& dvojvrstvu nevytvaii, ale mize byt do ni
zabudovan ve vysokych koncentracich (napiiklad v molarnim poméru cholesterolu
k fosfolipidu az 1:1 & dokonce 2:1).® Mnozstvi pouzitého cholesterolu zavisi na predpokladané
aplikaci. Pouziva se zejména ke zlepSeni stability vezikul; tim, ze brani krystalizaci fosfolipidd,

moduluje tekutost a elasticitu dvojvrstvy.

1.1 PFiprava nanoliposomii
Liposomy maji diky sv¢é velikosti a vlastnosti mozné cilené distribuce Siroké vyuziti v medicing,
farmaceutickém priimyslu, nutraceutikéach ¢i ve funkénich potravinach.’ Vyuzivaji se naptiklad
jako nanocasticové nosice 1é¢iv — cytostatik, antibiotik nebo tieba anestetickych latek.!” Pro
takové aplikace vSak hraje zdsadni roli samotnd pfiprava nanoliposomi. Idedlni metoda
ptipravy spliiuje tfi zakladni parametry: efektivni zachyceni 1é¢iva, iizkou velikostni distribuci
a dlouhodobou stabilitu téchto liposomalnich produkti. VSechny metody pfipravy
nanoliposomil zahrnuji hydrataci lipidu, dimenzovani ¢éstic a odstranéni nezapouzdiené¢ho

léciva.

Na velikost, lamelaritu i stabilitu nanoliposmi ma vliv nejen metoda ptipravy, ale také druh

pouzitého organického rozpoustédla ¢i fosfolipidi.!! Nejbéznéji pouZivanymi metodami jsou
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hydratace tenkého lipidniho filmu, mikroemulzifikace, sonikace, membranova extruze, metoda
vstiikovani etheru ¢i ethanolu do vodného roztoku, mikrofluidizace a mikrofluidni miseni,
metoda odpafovani reverzni faze, metoda dehydratace/hydratace a zamrazeni/rozmrazeni
liposomL.'? Na Obr. 4 jsou shrnuty hlavni vyhody a nevyhody téchto metod. Dale jsou ve vy&tu

podrobnéji popsany metody, které byly pouzity v experimentalni Casti prace.

Metoda

Vyhody

Nevyhody

Hydratace tenkého filmu

Vysoka rozpustnost piisad v pocatecni
fazi procesu

Pouziti toxickych rozpoustédel, ¢asové
naro¢né, obtizné v méfitku

Vstiikovéni etheru/ethanolu

Jednoduchy postup

Zbytky organickych rozpoustédel,
zablokovani trysek v etherovém systému,

¢asové narocné, problém se sterilizaci

Nevhodneé pro enkapsulaci citlivych materidli
kviili velkému objemu organickych
rozpoustédel, casové narocné, problém se
sterilizaci

Jednoduché, prijatelna

Odpafovéni reverzni faze e
i¢innost enkapsulace

Rizeni velikosti &astic, vyroba velkého
objemu kontinudlnim a
reprodukovatelnym zpiisobem

Mikrofluidizace Pouziti vysokych tlaki (az 10 000 psi)

Rizeni velikosti ¢astic, moznost
sterilizace in-situ, nizka spotfeba
organického rozpoustédla

Vysoké naklady, nizky vytézek, vysoky tlak az

Superkriticky fluidni proces (SFP) 350 bar

Jednoducha metoda, vytézek produkti s
tizkou distribuci velikosti,
vysoka uc¢innost enkapsulace

Nevhodné pro hromadnou vyrobu, vysoky

Dualni asymetrickd centrifugace tlak

Prehftati vzorku zpusobuje degradaci, $picky
sonikdtoru uvoliuji kovové &stice do
produktu

Sonikace Jednoduchd a rychld metoda

Tepelné metody Bez organickych rozpoustédel Nutnost vysokych teplot

Obr. 4 Hlavni vwhody a nevyhody nejbéznéji pouzivanych metod pripravy liposomii. Upraveno podle

Ali Zarrabi et al.”

K enkapsulaci 1é¢iva do nanoliposomli vedou dva hlavni typy metod: pasivni a aktivni
zapouzdieni. Schéma obou typti enkapsulace znazoriiuje Obr. 5. V ptipad¢ metod pasivniho
nanaseni je léCivo zapouzdieno pied nebo v urCité fazi béhem ptipravy liposomi, a to
zavedenim vodné faze ve vodé rozpustné¢ho 1éCiva nebo organické faze 1éCiva rozpustného
v tucich. Vysoké uc¢innosti enkapsulace 1é¢iva 1ze docilit pouzitim 1€ka rozpustnych v tucich,

které maji vysokou afinitu k lipidové membrané nanoliposomu. U metody aktivniho zavadéni
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mohou byt 1éCiva zapouzdiena do nanoliposomil vytvoienim difiznich gradientd pro ionty nebo
1é¢iva napii¢ vnéjsi a vnitini vodnou fazi. '* Tato metoda umoznuje dosahovat enkapsulaéni

ucinnost pres 90 %. Pfipravuje se tak naptiklad liposomalni doxorubicin.

PASIVNI ENKAPSULACE
Miseni |é€iva a lipidG *

“.IQ' . Hydrofilni lé¢ivo
& >

tvorballi G
ﬁ orba liposomu * Eo
e { o Th=t E3 > Hydrofébni Iégivo
A L
Lipidy Cholesterol
AKTIVNi ENKAPSULACE
Liposomy s pH/iontovym Enkapsulace Fizena pH/iontovym Tvorba agregatu |éiva uvnitf
gradientem gradientem o

11
®

PLAN &

(' Zachycujici latka
m Amfifilni lé&ivo

Obr. 5 Schematické zndzornéni pasivni (nahore) a aktivni (dole) enkapsulace léciva do liposomu.

Upraveno podle Griffin Pauli et al."

1.1.1 Hydratace lipidového filmu
Hydratace tenkého filmu je nejbéznéjsi, jednoduchd metoda pro ptipravu MLV rozpusténim
fosfolipidii v organickych rozpoustédlech jako je dichlormetan, chloroform, etanol nebo smés

chloroformu a metanolu (2:1, 9:1, 3:1 v/v)!%; metoda je znazornéna na Obr. 6.

Tenky lipidovy film se vytvofi odpafenim rozpoustédla pod vakuem pii teploté¢ 45-60 °C.
V hydratacnim kroku se pouziva destilovana voda, fosfatovy pufr ¢i fyziologicky roztok. Pro

dosazeni tiplné hydratace lipidu se liposomalni suspenze ponechava ptes noc pti 4 °C.!”
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Metoda hydratace tenkého filmu mutze byt pouzita pro vSechny rtizné druhy lipidovych smési.
Jeji hlavni nevyhodou je vSak nizka enkapsulace a heterogenni distribuce piipravenych

liposom.'®

-
=

Vodna faze

¥

4
<Das

Odpareni rozpouitédla

f—
r

Lipidy rozpu$téné v organickeé fazi Liposomalni formulace obsahujici

MLV

Sonikace | Zmenseni velikost

Liposomalni suspenze

Obr. 6 Proces pripravy liposomii metodou hydratace lipidového filmu. Upraveno podle Prashant

Kesharwani el al."®

1.1.2 Vysokotlaka extruze
Extruze je technika, pii které se suspenze liposoml vede pod tlakem pies membranovy
polykarbonatovy filtr o definované velikosti pori (Obr. 7). Vezikuly lze extrudovat pies 0,2 pm
membrany, coz uz umoznuje produkci sterilniho ptipravku pro in vivo injekce. Extruze je

snadno reprodukovatelna, nezavadi neéistoty do vezikul a neindukuje rozklad fosfolipid{.?’
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Metodou extruze se ptipravuji liposomy s homogenni a kontrolovanou priimérnou velikosti bez
jakychkoli kontaminaci. Rizné parametry procesu extruze (aplikovany tlak, pocet opakovanych
cykli a velikost pora filtrii) ovliviiuji stfedni primér 1 polydisperzitu produkovanych
liposomi.2! 'V porovnani s ostatnimi metodami, které redukuji velikost liposomd, je extruze
nejefektivngjsi, zmenSujici velikost liposomi o 67,9 %. Technikou extruze se také produkuji

nejmensi a nejvice homogenni liposomy.?

Hlavni nevyhodou této metody je vSak dlouhd pfiprava — pted samotnou extruzi je potfeba mit
jiz ptedem vytvofené liposomy (napt. mikrometrické MLV, které se déle strukturné modifikuji

na nanoliposomy).

polykarbonatovy filtr
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: I )
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. o o
oLo | liposomy ©0% 0

Obr. 7 Extruze liposomii pies polykarbondtovy filtr. Upraveno podle Amrita Dikpati et al.**
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1.2 Metody charakterizace

Biologické chovani nanoliposom je ovlivnéno velikosti, tvarem, mikrostrukturou,
polydisperzitou, ale i povrchem. K urceni téchto parametrii existuje celd fada fyzikalné-

chemickych metod, nejb€znéjsi z nich shrnuje Obr. 8.

Vlastnost Metoda

1) Tvar vezikuly 1) Elektronova mikroskopie (SEM, TEM)
2) Velikost a velikostni distribuce 2)  Dynamicky rozptyl svétla, TEM

3) Povrchovy naboj 3) Elektroforéza

4)  Elektricky povrchovy potencial a pH 4) Méfeni zeta-potencialu a pH sonda

5) Lamelarita 5) P;-NMR

6) Uvolnovani lé¢iva 6) Dialyza, difizni cela

7)  Uctinnost enkapsulace 7)  Gelova permeacni chromatogratie

Obr. 8 Nejbeznejsi fyzikalne-chemické metody k charakterizaci nanoliposomii. Upraveno podle Sachin

Salunkhe et al.?’

V nasledujicim vyc¢tu budou popsany pouze metody charakterizace nanoliposomt pouzité

v ramci experimentalni ¢asti této prace.

1.2.1 Dynamicky rozptyl svétla (DLS)

Dynamicky rozptyl svétla je jednou z nejbéznéjsich metod k urceni velikosti a koloidni stability
nanocastic se sférickou nebo anizotropni strukturou. Pfi vlastnim méfeni interaguje laserovy
paprsek s ¢asticemi, dochézi k rozptylu a nasledné interferenci zéateni. Intenzita dopadajiciho
zateni se méni v disledku Brownova pohybu c¢astic, tzn. tyto zmény davaji informaci
o ndhodném pohybu ¢astic, coz je pouzito k méfeni difizniho koeficientu potifebného pro
vypodet samotného hydrodynamického priméru ¢astice.?® Princip méfeni je zndzornén na
Obr. 9.
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Obr. 9 Princip méieni metodou DLS. Upraveno podle Ram Chandra Choudhary et al.*’

1.2.2 Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci (FT-IR)
Infracervena spektroskopie je analyticka metoda slouzici k charakterizaci a identifikaci struktur
molekul. Je zaloZena na interakci infracerveného zareni se vzorkem — po jeho absorpci dochézi
ke zmén¢ vibra¢niho stavu molekuly. Zaznamenané zmény jsou poté pievedeny na infracervené
spektrum (zavislost absorbance na vlnoctu zareni). V IR-spektrum miizeme pozorovat oblast
charakteristickych vibraci, odpovidajici vlno&tu 4000-500 cm!, ktera se vyuziva k identifikaci
funkénich skupin v molekule a oblast otisku prstu (1500-600 cm™) charakteristickou pro

konkrétni molekulu. 28

Principem infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci (FT-IR) je dopad zafeni na
interferometr; tam se rozd¢li na dva paprsky, které jsou odrazeny na pevné, resp. pohyblivé
zrcadlo. Poté dochéazi k jejich interferenci, vytvoii se interferogram az n¢j je pomoci

Fourierovy transformace vypoéitano kone¢né spektrum. 2°
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FT-IR s ATR modulem poskytuje informace o pfitomnosti ¢i nepfitomnosti specifickych
funk¢nich skupin i o chemické strukture povrchu. ATR technika zeslabeného uplného odrazu
je vhodna pro siln¢ absorbujici vzorky, prasky i polymerni vrstvy, které lze snadno méfit
nanesenim na mérny krystal s vysokym indexem lomu. Nejbéznéji vyuzivanymi krystaly jsou
selenid zinecnaty, germanium, diamant nebo smés bromidu-jodidu thallného KRS-5. Princip
meéfeni je znazornén na Obr. 10; svazek IR zafeni dopada na rozhrani mezi krystalem a vzorkem
pod uhlem totalniho odrazu a vznika evanescentni vina prostupujici vzorkem, ktery ¢ast zareni
absorbuje. Odrazeny paprsek, oslabeny o absorbovanou energii, je zaznamenan jako

interferogramovy signél a pfeveden na koneéné IR-spektrum.>°

®

Vzorek

Vzorek

[ ”z ~ L~ _l
’y %ysta]/ \

M ]

Vzorek

Obr. 10 ATR technika: A — jednoodrazovy, B — viceodrazovy krystal. Upraveno podle Giinzler, H.

& Williams, A. (2001).%°
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1.2.3 Nano-priitokova cytometrie
Nano-prutokova cytometrie (nFCM) je druhem priatokové cytometrie vyuZzivajici optické
a mechanické Upravy pro analyzu c¢astic v submikronovém meéfitku, az na velikosti Castic
nedosazitelné jinymi pratokovymi cytometry (10-40 nm v zavislosti na povaze substratu). Tato
metoda tak umoznuje efektivni meéteni extracelularnich vezikul, nanoliposomt, vird,
mitochondrii a podobnych entit. Jednotlivé Castice jsou v proudu tekutiny hydrodynamicky
fokusovany a nasledn¢ vystaveny laserové excitaci. Jednofotonové detektory meéii jak
rozptylené svétlo, tak i fluorescenéni fotony emitované pfipojenymi fluorofory.’! Intenzita
boc¢niho rozptyleného svétla se porovnava se standardni kiivkou vytvofenou métenim smeési
nanokulicek oxidu kfemicit¢tho s indexem lomu piiblizné¢ 1,45. Koncentrace vzorka je

stanovovéana porovnanim s 250 nm nanoc¢asticemi oxidu kiemicitého o znamé koncentraci.>?

V experimentalni ¢asti byl pouzit NanoAnalyzer od firmy nanoFCM; tento analyzator lze
pouzit pro multiparametrovou charakterizaci ptirodnich i syntetickych nanoc¢astic (7-1000 nm)
na Urovni jedné nanocastice. Rozptyl svétla se vyuzivd pro méfeni distribuce velikosti

nanocastic a fluorescencni detekce k analyze chemickych vlastnosti.

Obr. 11 znazoriiuje instrumentaci a vystup méfeni na NanoAnalyzeru. 11-BODIPY (581/591)
je zavedeny fluorescencni senzor pro detekci reaktivnich kyslikovych radikald (ROS)
v membranach. Emisni pik se v pfitomnosti ROS posouvé z 590 nm na 510 nm, coz mé za
nasledek zvyseni intenzity signalu v zeleném FL kandlu, zatimco je pozorovan pokles intenzity
signdlu v Cerveném FL kandlu. Zde byl pro ptiklad vyroben ROS-responzivni liposom
(Lipo@BODIPY11) pro teranostickou charakterizaci nanocastic pomoci Flow NanoAnalyzer.
Do funkcionalizovanych liposomi bylo zapouzdieno chemoterapeutické 1é¢ivo a pomoci
analyzatoru se snimalo chovani ROS a uvoliiovani 1é¢iva. Snizena intenzita bo¢niho rozptylu
(SS) a cerveného fluorescencniho signalu (FL) spolu se zvySenim zeleného FL signélu

indikovaly proces trvalého uvoliiovani 1é¢iva pii zvysené koncentraci H,O,.*
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Obr. 11 Instrumentace a vystup méreni na NanoAnalyzeru. Dostupné

z https:.//www.nanofcm.com/nanomedicine, upraveno.

1.3 Modifikace liposomi

Liposomy jakozto nano-platforma pro rizné in vivo aplikace by mély vykazovat sniZzenou
toxicitu, dlouhou dobu cirkulace v krevnim fec€isti ¢i zvySenou akumulaci v nemocné tkani. Pro
takové vlastnosti mizeme povrch liposomi modifikovat pomoci rGznych organickych
i anorganickych latek. Mezi ty nejbéznéji pouzivané patii jak prirodni, tak syntetické polymery.
Podrobnéji se budu zabyvat mananem, protoze tento polymer byl pouzit béhem vlastniho

experimentu.
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1.3.1 Manan
Polysacharidy jsou piirodni, netoxické a biodegradabilni polymery, které¢ pokryvaji povrch
vétSiny bunck a hraji dilezitou roli v riznych biologickych mechanismech jako je napiiklad
imunitni odpovéd’, adheze, infekce ¢&i pienos signalu.®*

na jejich aplikace s pfidanou hodnotou a hydrolyzu.*®

Manany jsou linearni polymery
1,4- vazanych manosovych zbytkli a obsahuji méné nez 5 % galaktozy. V pfirod¢ je manan
pfitomen ve ¢tyfech riznych formach, z nichz kazda ma B-1,4-vazany hlavni fetézec obsahujici
manézu (linedrni manan) nebo kombinaci zbytkd glukézy a mandzy (glukomanan)
a prilezitostné postranni fetézce a-1,6-vazané galaktézové zbytky

(galaktomanan/galaktoglukomanan). Zbytky manozy a glukézy v zékladnim fetézci jsou nékdy

acetylovany v poloze C-2 nebo C-3.3® Jejich struktura je vyobrazena na Obr. 12,
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Obr. 12 Chemicka struktura riiznych forem mananu. Upraveno podle Prakram Singh Chauhan et al.>

Manany jsou biokompatibilni, biodegradabilni a bioaktivni polysacharidy, které jsou diky svym
vlastnostem zkoumdny v mnoha odvétvich. Schopnost tvofit filmy znich ¢ini zajimavou
alternativu k materialim na bazi ropy; takové filmy a povlaky vykazuji nizkou propustnost
kysliku a mastnoty a v nékterych pfipadech relativné vysokou pevnost v tahu.>’” Manan je také
pouzivan jako bioaktivni material v medicinskych aplikacich, od jeho konjugace s vakcinami

az po nosice pro cilené dorucovani 1é¢iv &i genti.*®

23



Manosylované liposomy pfedstavuji alternativni systém pro dodavani antigeni nebo
antimikrobialnich latek do makrofagi nebo dendritickych bunék. Manan muze byt spojen
s lipidy O, N nebo S glykosidickou vazbou ptes rozpérku riizné délky; jak délka, tak chemicky
charakter rozpérky mohou ovlivnit konformacni svobodu mananu a tim 1 jeho schopnost byt

rozpoznan vhodnym receptorem na bunééném povrchu.*

1.3.2 KIlik chemie
Klik chemie odkazuje na skupinu reakci, které jsou rychlé, jednoduché, regiospecifické
a s vysokymi vytézky produktu; jako disciplina organické chemie doprovazi vyvoj nosict pro
cilené¢ dorucovani 1éciv tim, Ze poskytuje syntetické cesty pro ucinnou konjugaci 1éCiv,

polymert, cilicich ligandt apod.

Aminoxy vazebné reakce patii do kategorie ,klik chemie* a lze je popsat jako biortogonalni
ligace. Tyto reakce jsou zalozeny na spontanni kondenzaci aminoxy funkénich skupin
s dostupnou aldehydovou skupinou nebo ketonem za vzniku oximové vazby (Obr. 13).4
Tvorba oximu je jednokrokova alternativa ke dvou krokovym redukénim aminacim, napf.
tvorba iminu (Schiffovy béaze) reakci aminoskupiny s aldehydem nebo ketoskupinou
a naslednou redukci na amin. Oximové vazby jsou také mnohem odolnéjsi vici hydrolyze nez

iminy.*!

O

0 o Rx R,
/J\ -+ HQN ~ N - RN-’DK z .
. |

Obr. 13 Schematické vyobrazent klik chemické reakce aminoxy skupiny s aldehydem za vzniku oximu.

Upraveno podle Sébastien Ulrich et al.*°
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Takova reakce je idealni metodou pro post-modifikace liposomil komplexnimi biologicky
aktivnimi molekulami jako je napf. manan nebo jiny poly-/oligo-sacharid. Modifikace
liposomil prostiednictvim aminoxy ligace je relativné rychly proces, ktery trva nékolik hodin.
Ortogonalni charakter N-oxy reakce mezi redukujicim koncem mananu a aminooxy skupinami
modifikovaného lipidu zajistuje piesnou, jednotnou orientaci polysacharidové molekuly na
povrchu liposomu, zachovani molekularniho vzoru a reprodukovatelnost piipravy takto
funkcionalizovanych liposomi.*? Schéma reakce mizeme vidét na Obr. 14, ze kterého je také
patrné, Zze zavedeni reaktivni aldehydické skupiny do polysacharidu naptiklad oxidaci

rwr

jodistanem zvysi pocet reaktivnich mist v molekule, ale na ukor ortogonality reakce.

Liposom

jodistanem

oxidovany glykan o !
0169 0712 %, Om,z =(m
HO: -0 o
HO! CHy
(e} Qa2 hemiacetal

Néhodna vazba Orientovana selektivni vazha
oxidovanych manani mananti aminooxy ligaci

Obr. 14 Nahodna a orientovana vazba mananii na povrch liposomu aminooxy ligaci. Upraveno podle

Elisky Bartheldyové et al.®
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1.4 Vyuziti v mediciné
Liposomy jsou od svého prvniho popsani v roce 1961 A. Banghamem intenzivné studovany
a jejich vlastnosti se vyuziva v riznych oblastech — dorucovani 1€ka, biomolekul ¢i gent.
Produkty na bazi liposomti jsou uz béznou soucasti pii 1é€be rakoviny, stejné tak jsou i dulezitou

sloZkou vakcin.

1.4.1 Liposomy a lécba rakoviny
Rakovina je celosvétoveé hlavni pfi¢inou tmrti a bohuzel G¢innost béznych 1é€ebnych metod
neni v mnoha piipadech idedlni. Hodné protinadorovych sloucenin je vysoce toxickych
a n¢kterd cytotoxickd chemoterapeutika maji kratky polocas in vivo kvili své vysoce
hydrofobni povaze a maji fadu vedlejSich Gc¢inktli, coz nakonec omezuje jejich uzite€nost pri
1é¢bé rakoviny.** Nosi¢ovy systém na bézi liposomii miize byt viak pii terapii obzvlaste
uziteCny. Zavedeni chemoterapeutik do liposomi mize zlepsit jejich specificitu vici
rakovinovym builkkdm anddorovym tkdnim prostiednictvim pasivniho nebo ligandem
zprostiedkovaného aktivniho cileni, coz vede k minimalizaci negativnich vedlejSich U¢inka

1é¢iv a vylepSené ucinnosti diky zvySené akumulaci liposomt v oblasti nadoru.

PEGylované liposomy s doxorubicinem (Doxil) se staly v roce 1995 prvnim nano-nosi¢ovym
systémem k 1é¢bé& rakoviny, které byly schvaleny FDA. Po 1éku Doxil® dostala povoleni k 16¢bé
raznych typl rakoviny fada dalSich liposomalnich nosict, a to jak Evropskou agenturou pro
lécivé piipravky (EMA), tak i americkou FDA.** Navzdory témto jejich Gisp&chtim, kterych
bylo dosazeno diky efektu zvySené propustnosti a retence (EPR, Obr. 15), existuje mnoho zprav
o konvencnich liposomech s nedostatecnou selektivitou. V téchto pripadech se do nddorovych
tkani dostava minimalni terapeutickd koncentrace, zatimco 1é¢ivo se hromadi ve zdravé tkani

a sliznici, coz vede k selhani 1écby.*
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Obr. 15 Schematické znazornéni efektu zvysené permeability a retence (EPR) nanocastic v nadorech.
Nové vzniklé nadorové cévy maji obvykle abnormalni strukturu, coz umoznuje zadrzovani molekul

v nadoru. Nanocastice vhodné velikosti budou tak selektivné prosakovat do nadorové tkané (tzv. pasivni

cileni na nador). Upraveno podle Xiaodong Xie et al.*’

Proto se diky zlepSenému intracelularnimu dodavani zaenkapsulovanych 1é¢iv dikladné
prozkoumaval aktivni, ligandem zprostiedkovany, pfistup. Ten zahrnuje propojeni liposomu
s peptidy, protilatkami, proteiny, nabitymi molekulami ¢i nizkomolekuldrnimi ligandy
a aptamery za uCelem zlepSeni protinadorové 1€cby (Obr. 16). Pravé multifunkéni liposomy se
specifickymi rysy vyuzivajici rizné povrchové modifikace s moznosti fizeného uvoliovani

budou hrat zasadni roli pii budoucim zlepsovani rakovinové terapie.’
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Obr. 16 Znazornéni (A) konvencniho liposomu z fosfolipidu, (B) PEGylovaného liposomu s vrstvou
polyethylenglykolu na povrchu, (C) liposomu se specifickym ligandem pro cileni ndadoru a (D)
multifunkcniho liposomu pouzitelného pro diagnozu i lécbu rakoviny. Upraveno podle Muhammad

K. Raiz at el.*®

1.4.2 Liposomy a teranostika
Teranostika je kombinaci termint ,,terapeutika“ a ,,diagnostika“ odkazuje na technologie, které
zahrnuji jak diagnostické, tak i1 terapeutické funkce v jednom celku. Teranostika ptildkala
velkou pozornost a teranostické nanonosice jsou povazovany za dalezitou ¢ast mediciny nové
generace. Kvalitni teranostické nanoc¢astice umoznuji monitorovani dodavky lé¢iv v redlném
Case, piesnou diagn6zu a hodnoceni biologickych signall, snazsi stanoveni odpovédi na terapii,
zvyseni vyuziti minimalné invazivnich postupti a umoznuji lep$i rozhodnuti ohledné konce

terapie.*’
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Flexibilita v povrchové funkcionalizaci liposomi poskytuje moznosti pro znaceni riznymi
zobrazovacimi sondami, které mohou poméhat dodéavat terapeutické léky; to z liposomi
umoziuje udélat multifunkéni systém pro terapeutické a zaroven diagnostické ucely
(Obr. 16D). V pocatecni fazi spoléhaly liposomové systémy hlavné na EPR efekt, znamy jako
pasivni cileni. Ke zobrazeni ti¢inku EPR u pacientii 1ze pouzit klinicky dostupnou technologii,
jako jsou CT a MRI, ale v soucasné dob¢ je toto zobrazovani pouze ve vyvojové fazi. Doposud
jen né€kolik studii referovalo nebo klinicky analyzovalo u¢inek EPR u pacientil. Borresen et al.
nedavno zkoumal korelaci mezi stupném tuéinku EPR efektu (**Cu-liposom) a nadorovou
neoangiogenezi (®*Ga-RGD), tlakem tekutin, glykolytickou aktivitou (!*F-FDG) a difuzivitou
(difuzni vazena MRI) k identifikaci potencidlniho biomarkeru vhodného pro predpovéd ucinku
EPR u dvou experimentalnich modelii rakoviny.>® Zjistili, ze absorpce **Cu-liposomu a %*Ga-
RGD byla mirné korelovdna a autoii nakonec dospéli pouze k zavéru, ze se ®*Ga-RGD
nekvalifikuje jako nahradni laboratorni biomarker a Ze 'F-FDG (metabolicka aktivita)

a absorpce **Cu-liposomu spolu nesouvisi.

Kromé strategii zalozenych na U¢inku EPR efektu, je dal$im zplsobem aktivni cileni
umoziujici dodavani 1¢kti nebo terapeutik do mista léze, pficemz se vyhybaji normalni tkani.
Metody aktivniho cileni zahrnuji cileni na povrchovy receptor nddorovych bunék nebo na
mikroprostfedi nddoru a také metody, které spoléhaji na zmény pH, teploty ¢i redoxniho
potencialu zptisobujici uvolnéni 1éciva. Mezi nejvice zkoumané latky, které se vyuzivaji jako

tzv. ,target” patii protilatky a jejich podjednotky.

Liposomy konjugované s protilatkami, nazyvané imunoliposomy, budou v budoucnu
nepochybné hrat klicovou roli v pfesné diagnostice a 1é¢bé nejen rakoviny. Hlubsi znalost
molekularnich déji spojenych s rakovinou, metod ptipravy liposomi a zobrazovacich technik

usnadni vyvoj budoucich teranostickych systémii.’!
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Obr. 17 predstavuje multimodalni zobrazovani a in vivo farmakokinetické chovani AQ4NhCe6-
liposomu, ktery se v dané studii prokazal jako Gi¢innd zobrazovaci sonda. Multifunk¢ni liposom
obsahuje hypoxii-aktivované hydrofilni prolé¢ivo AQ4N a fotosenzibilizator hCe6. Vlevo je
fotoakustické vyobrazeni oblasti nddoru pfed a po 24 hodinéch od intravendézniho podani

liposomil. Vpravo je fluorescencni zobrazeni mysi s nddorem 4T1 po 1 hod a 24 hod od i.v.

injekci danych liposomi. Nadory jsou oznadeny ¢ernymi kruhy.>?

1 h postiyection 24 h post injection
.
.l &
<« \ ! ’

Pre-injection

PA-mode Low NS High

Obr. 17 In vivo multimodalni zobrazovani a farmakokinetické chovani liposomii. Prevzato z Liangzhu

Feng et al.>?

1.4.3 Liposomy a vakciny
Ockovani je nakladové nejefektivnéjsi strategie proti mnoha typliim onemocnéni jako jsou
patogenni infekce, rakovinné 1éze a dokonce revmatoidni artritida.>® V oblasti vyvoje vakcin se
védci zajimaji uz po mnoho desetileti zejména o liposomy, a to z diivodu jejich flexibility
a vSestrannosti. SloZeni liposomli miize byt pfizpisobeno pozadované imunitni odpovéedi
a charakteristice adjuvans pomoci upravy fyzikalné-chemickych vlastnosti vezikul jako je
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naboj, velikost, typ fosfolipidu, povrchova modifikace, vazba cilicich skupin a enkapsulace
antigen®.>* Fyzikaln&-chemické vlastnosti proto do zna¢né miry ovliviiuji celkovou imunitni
odpovéd’; kromé toho targety pro vazbu k imunitnim bunkém a typ pfipojeného adjuvans jsou
faktory, které urcuji snadnost a cenu vyroby, stejn¢ jako moznou toxicitu. Prvni takova aplikace
liposomil byla popsana v roce 1974 a na soucasné¢ pandemii COVID-19 mizeme vidét, ze

uspésny vyvoj vakcin na bazi liposomu stale pokracuje.

Bylo prokazéano, ze liposomy stimuluji humoralni a buikami zprostfedkované protilatkové
odpovédi, coz vede ke kompletni imunologické ochrané proti riiznym patogentim.® Tato jejich
jedine¢na vlastnost poskytuje nejen Th2 imunitni odpovédi, ale také dlouhodobou
Thl dependentni imunitni odpovéd’, ktera je uzitend zejména proti intracelularnim

patogentim.>®

Ucinek liposomalniho adjuvans spociva v ochrané enkapsulovaného antigenu proti okolnim
podminkach, prodlouzeni uvoliiovani, zvySeni jeho vychytavani dendritickymi buiikami

a zvyseni antigen-specifické imunitni odpovédi.”’

Bylo zjisténo, ze kladn€ nabité liposomy jsou jako adjuvans vakciny ve srovnani s negativné
nabitymi a zwitteriontovymi liposomy u¢innéjsi. Je to zptisobeno schopnosti zacilit na antigeny
prostiednictvim antigen-prezentujicich bun¢k (APC) v disledku elektrostatické interakce mezi
liposomalnimi kationtovymi skupinami a zaporn¢ nabitymi molekulami na povrchu APC bunék
(makrofagy, dendritické buiiky); to usnadnuje intracelularni lokalizaci liposoma a uvolnéni

nesenych antigent.>®

Obr. 18 znazorfiuje mechanismus plisobeni vakcin na bazi lipidu s mRNA jako modelovym
antigenem. Po injekci vakciny se spusti imunitni systém a do mista vpichu se dostavaji rizné
imunitni buiiky. Na zaklad¢€ in vivo studii bylo zji§téno, Ze primarni monocyty a podskupiny

dendriticky bunék ptekladaji mRNA, coz pravdépodobné zahrnuje endocytozu.’® Poté APC
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bunky prostfednictvim migrace do lymfatickych uzlin prezentuji mRNA-koédované antigeny
Ba T lymfocytim. mRNA vakciny také zapojuji vrozeny imunitni systém ke zlepSeni
schopnosti indukovat antigen-specifickou imunitni odpovéd’. Lymfatickd migrace bunék
piirozené imunity je zesilena rozliSovanim zéanétlivych stimul. Navic se stimuluji 1 APC

buriky, a proto mohou poskytovat kostimulaéni signaly a cytokinové reakce.’

s 7
( -9

&= _ Spike protein
_Jf B
\l/ ACE Il

[==8

Y

b
lUvoInéni RNA
Replikace RNA /

C
- '\__‘ﬁ_/-""
S —

Proteinova translace e

V

d | zpe:
Nové viriony = Aktivace vrozené imunity
a3EL.

Obr. 18 Zndzorneni RNA viru SARS-COV=-2: (a) Virus SARS-COV-2 vstupuje do hostitelskych bunék
epitelu dychacich cest endocytozou pres receptor ACE2. (b) Uvolnéni virové RNA do cytosolu. (c)
Replikace RNA prostiednictvim ribozomii. (d) Translace proteinii a tvorba novych virioni. (e) Aktivace
vrozené imunity a proinflamacnich cytokini a lymfocytii (T lymfocyty, IL-1, IL-6, IL-8, IL-21 a TNF-f3).

Upraveno podle Mohamed Ahmed Attia et al.*°
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mRNA vakciny proti COVID-19 vyvinuté spolecnostmi Pfizer/BioNTech a Moderna jsou
vyrobeny z lipidovych nanocastic nesouci syntetickou mRNA. Tato mRNA koduje spike
protein viru COVID-19, ktery zprostfedkovava jeho ptipojeni, rozpoznani receptoru ACE2,
fizi a penetraci hostitelskych bun&k.’! Povrch pouZitych liposom byl modifikovan
polyethylenglykolem (PEG), ktery zvysSuje jejich stabilitu a dobu ob&hu v krevnim fecisti.
Lipidové slozeni kationtovych vezikul je v obou vakcinach podobné a obsahuje PEGylované

fosfolipidy, cholesterol a pomocny fosfolipid distearoylfosfatidylcholin (DSPC).%°
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EXPERIMENTALNI CAST



2 CILE PRACE

V teoretické Casti této prace bylo cilem shrnout dosavadni poznatky o:

e Nanoliposomech, jejich vlastnostech, piipravé a metodach charakterizace
e Povrchové modifikaci téchto ¢astic

e Vyuziti nanoliposomu v medicing

Cilem experimentalni ¢asti bylo:

e Pfipravit nanoliposomy a cilen¢ modifikovat povrch téchto ¢astic polymery
e Charakterizovat jejich vlastnosti pomoci raznych fyzikalné-chemickych metod
e Studovat, jak tyto ¢astice stimuluji cesty imunitni odpovédi na vybranych bunéénych

liniich
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3 MATERIALY A METODY

3.1 Materialy

3.1.1 Chemikalie

Vajecny fosfatidylcholin EPC (Avanti Polar Lipids)
N-oxy lipid (Nexars)

Cisty etanol EtOH (Sigma-Aldrich)

Chloroform CHCl; (Sigma-Aldrich)
norAbu-MDP-Lys-L18 MTO05 (Nexars)
Extrahovany polysacharid manan (Nexars)
Fosfatovy pufr PBS o pH 7,4 (Serana)

Kultivaéni médium DMEM High Glucose (Biosera)

Kultivaéni médium RPMI-1640 (Biosera)

3.1.2 Pristroje

Extrudér HandExtruder (Genizer)

Rotacni vakuova odparka Hei-VAP Expert (Heidolph)

ZetaSizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd)

Nano-prutokovy cytometr NanoAnalyzer (NanoFCM)

FT-IR spektrometr Invenio (Bruker)

Opticky mikroskop Leica DM IL LED (Leica Microsystems)

COy inkubétor CellXpert C1701 (Eppendorf)

Laminarni biohazard flow-box Herasafe 20301 (ThermoFisher Scientific)

Multidetekeni reader SynergyNeo (BioTek)
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3.1.3 Biologicky material
Pro ovéfeni stimulacniho efektu ptfipravenych liposomu se testovala aktivace inflamasomu
NLRP3 na lidskych monocytarnich buitkdch THP1-Null Cells a na reportérové bunécné linii
HEK-Blue™ IL-1B Cells. Veskeré bunky vcetné piislusnych antibiotik a latek pro pozitivni

kontroly méfeni pochazi od firmy InvivoGen.

Buniky THP1-Null Cells se kultivuji v kultivacnim médiu RMPI 1640 s obsahem 4,5 g/l
glukézy, 2 mM L-glutaminu, 1,5 g/l hydrogenuhli¢itanu sodného, 10 mM HEPES, 1 mM
pyruvatu sodné¢ho a s 10% fetdlnim bovinnim sérem FBS. Médium také obsahuje
antimikrobialni (Penicilin-Streptomycin, Normocin) a selek¢ni antibiotika (Hygromycin B).
Reportérové buiiky rostou na kultivaénim médiu DMEM obsahujici 4,5 g/l glukézy, 10% FBS,

2 mM L-glutaminu, antibiotika (Pen-Strep) a selek¢ni antibiotika Zeocin a Hygromycin B.

3.2 Metody

3.2.1 Syntéza a povrchova modifikace liposomu
Liposomy byly piipraveny hydrataci lipidového filmu. Prvni typ liposomli obsahoval
z 99 % nosny lipid EPC a 1 % N-oxy lipidu. Smés dalSich liposomi obsahovala EPC z 94 %,
N-oxy lipid (1 %) a latku MTOS z 5 %. Chemické vzorce pouZitych latek jsou zobrazeny na
Obr. 19. V kazdém ptipad¢ se vychozi latky rozpustily v chloroformu a poté byla smés ve
sklenéné barce s kulatym dnem pfemisténa na rotacni vakuovou odparku. Po 4 hodinach se
chloroform kompletné odpatil a vznikly lipidovy film se hydratoval fosfatovym pufrem PBS.
Konecna koncentrace obou druhii liposomi byla 20 mg/ml. Takto piipravené liposomy se

extrudovaly ptes 400 nm a poté ptes 100 nm extruzni polykarbonatovy filtr.
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Pro méteni pak byly nachystany celkové 4 vzorky — liposomy c¢isté, liposomy s MTOS5,
liposomy s mananem a liposomy obsahujici MTO05 1 manan. K modifikaci liposomt byl pouzit
roztoku mananu rozpustény v PBS na celkovou koncentraci 1 mg/ml; mananu bylo pfidano tak,

aby na 1 mg liposomt ptipadlo 0,1 mg mananu. Finalni koncentrace liposomu pro méfeni byla

5 mg/ml.
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Obr. 19 Chemicke struktury pouzitych lipidit a) EPC, b) N-oxy a c) modifikovaného muramyldipeptidu

norAbu-MDP-Lys-L18 (MT05).
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3.2.2 DLS méreni
Méteni DLS vhodné koncentrované disperze bylo provedeno za pouziti ZetaSizer Nano ZS.
Pro méfeni vzdy 50 pl vzorku byla pouzita kiemenna kyveta ZEN 2112. Castice byly méfeny
v prostfedi fosfatového pufru PBS. Kazdé meéfeni se provadélo 3x z davodu stanoveni

prumérné hodnoty.

3.2.3 FT-IR spektrometrie
InfraCervena spektra byla méfena na spektrometru Invenio metodou ATR. Na diamantovy
krystal se nakaplo vzdy 50 ul vodné disperze vzorku. Spektra byla ziskana shromazdénim

32 skent. Jako pozadi méteni byl pouzit fosfatovy pufr PBS.

3.2.4 Nano-priitokova cytometrie
K méfeni jednotlivych ¢astic ve vzorku byl pouZzit nano-pritokovy cytometr NanoAnalyzer,
kde se sledoval kandl pro rozptyl svétla. Velikostni distribuce (v rozsahu 80-160 nm)
1 koncentrace ¢astic byla porovndvana s nanocasticemi oxidu kfemicitého, které byly pouzity

pro kalibraci pfistroje.

3.2.5 Kaultiva¢ni podminky a pasazovani
Vsechny experimenty s buitkami byly provadény in vitro. Pro navozeni podminek prostredi
zivého organismu byly buiikky kultivovany v pfislusném ristovém médiu a uchovéavany
v inkubatoru s 5% atmosférou CO; pfi teploté¢ 37 °C; s bunkami se pracovalo sterilné

v laminarnim flow-boxu.
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Rist bunék byl pravidelné€ kontrolovan pod optickym mikroskopem — pii konfluenci 70-80 %
se bunky pfenesly do nové kultiva¢ni nadoby s Cerstvym médiem, aby nedochdzelo ke kontaktni
inhibici ristu. Postup pasazovani piisedlé reportérové bunécné linie odvozené z HEK bunék
zahrnuje odstranéni star¢ho média, promyti bun¢k fosfatovym pufrem PBS a uvolnéni bun¢k
ode dna kultivaéni lahve poklepem. Poté se piida Cerstvé médium a builky se jemné
resuspenduji pipetou. Suspenzni reportérova bunécnd linie odvozena od lidské THP1 bunécné
linie se zcentrifuguje, odstrani se supernatant a k sedimentu se pfida cerstvé médium. Nasledné
se do nové¢ kultivaéni nddoby piepipetuje zhruba 0,5 ml roztoku a doplni se médiem do

vhodného objemu (5-10 ml).

Pro nasazeni bun¢k do 96-ti jamkovych desticek se v Biirkerové komtrce spocitalo mnoZzstvi
bun¢k v 1 ml roztoku, poté se buniky natedily podle potieby a rozpipetovaly do jamek kultiva¢ni
desticky. Z diivodu stanoveni priméru a smérodatné odchylky bylo kazdé méfeni provadéno

v triplikatu.

3.2.6 Aktivace inflamasomu NLRP3
Pro ovéfeni, zda ptipravené liposomalni latky aktivuji inflamasom NLRP3 se pouzily lidské
monocytarni buiniky THP1-Null Cells. Inflamasom NLRP3 je kritickou sloZkou vrozeného
imunitniho systému. Je to v cytosolu uloZzeny multiproteinovy oligomer, ktery se aktivuje po
setkdni bunky scelou fadou patogenti nesoucich PAMP (virového, bakteridlniho ¢i
mykotického plivodu, napt. lipopolysacharidy LPS, peptidoglykany) nebo s molekularnimi
vzory souvisejicimi s nebezpecim, které jsou generovany vlastni buitkou (DAMP); jedna se
naptiklad o krystaly uratu sodného ¢i cholesterolu, reaktivni kyslikové radikaly ROS nebo
extracelularni ATP. Po setkani jednotlivych slozek inflamasomu s témito patogeny, dochézi
k aktivaci kaspazy-1 a k nasledné produkci a sekreci prozanétlivych cytokint IL-18 a IL-18.

NLRP3 také indukuje prozanétlivou formu programované bunééné smrti — pyroptozu.
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Pro aktivaci NLRP3 jsou nutné dva signdly. Prvnim signalem je aktivace bunééného Toll-like
receptoru 4, napt. bakteridlnim LPS, po kterém je v buiice syntetizovan neaktivni pro-IL-1p.
Druhym signalem je rozpoznani PAMP ¢i DAMP (induktoru inflamasomu) odpovidajici
doménou. Pak dochazi k proteolytickému $té€peni pro-kaspazy-1 za vzniku aktivni kaspazy-1,
a ta pfeménuje neaktivni pro-IL-1 v aktivni prozanétlivy IL-1B, ktery je poté sekretovan mimo

buitku (Obr. 20, 21).

Signall LPS Signal2
Induktor inflamasomu " ,—’1-"’_.'1

m HEK-Blue IL-1B
>

THP-1

NE-xB X :’I_'::@

Obr. 20 Produkce IL-15 stimulovanymi THP-1 burnikami a jeho detekce pomoci reportérovych HEK-

Blue IL-10 bunéek. Upraveno, dostupné na hitps.//www.invivogen.com/alum.

Pro detekci bioaktivniho IL-1P pak byla pouzita reportérova bunécna linie HEK-Blue IL-1J,
do které byl vnesen gen pro sekreci SEAP (sekretované embryonalni alkalické fosfatdzy). Tyto
bunky pfirozen¢ exprimuji receptor IL-1B (IL-1R) a vSechny proteiny zapojené do signalni
drédhy vedouci k aktivaci nuklearniho faktoru NF-kB. Po navazani IL-1B na IL-1R se tedy spusti
kaskada vedouci k aktivaci NF-kB a k nasledné produkci SEAP do média (viz Obr. 20, 21).
Mnozstvi SEAP je piimo umérné mnozstvi IL-1p a lze tedy prostrednictvim sekrece SEAP
kvantifikovat mnozstvi IL-1f v médiu. Pro detekci SEAP se poziva detekéni médium

QUANTI-Blue.
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Obr. 21 Metoda detekce IL-15 sekretovaného stimulovanymi THP-1 bunkami pomoci

reportérovych HEK-Blue IL-10 bunék. Upraveno podle katalogu bunék firmy InvivoGen.

Pro aktivaci THP1-Null Cells se prvni den pfipravila bunécna suspenze obsahujici pfiblizné
200 000 bun¢k na ml; ta se v objemu 180 pl ptidala do jamek kultivacni desticky a doplnila
20 ul LPS o koncentraci 10 pg/ml. Bunky se s LPS nechaly 3 hodiny inkubovat. Na kultiva¢ni
desticku byly také vysazeny buiiky bez LPS. Po inkubaci bylo médium odebrano a ptidano
nové. Jako pozitivni kontrola, induktor inflamasomu, se ptidalo ATP o koncentraci 5 mM,
negativni kontrolou byly samotné buiiky. Pfipravené rtizné typy liposoma byly pfidany
v koncentraci 30, 75, 150 a 300 uM. Takto pripravena kultivacni desticka se ponechala 2 dny

v inkubatoru.
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Pro detekci IL-1f byla ptipravena suspenze bunécéné linie HEK-Blue IL-1f s obsahem piiblizné
330 000 bun¢k na ml. Do nové kultivacni desticky se odebralo 50 pl supernatantu z THP1-Null
Cells a doplnilo 150 pl buitkami HEK-Blue IL-1B. Pro pozitivni kontrolu se pfidalo 50 pl
rekombinantniho lidského proteinu IL-1f (0,25 pg/ml), negativni kontrolou bylo 50 pl
rekombinantniho lidského proteinu TNF-a, na ktery buiiky nereaguji. Opét se buiniky ponechaly

inkubovat 2 dny.

Poté, pro méteni miry sekretované alkalické fosfatdzy, se odebral supernatant (50 pl) a ptidal
se k rozsuspendovanému SEPA detekénimu médiu QUANTI-Blue (150 ul) na nové kultivacni
desticce. Toto médium se v pfitomnosti alkalické fosfatazy zbarvuje modie (Obr. 22).
Po inkubaci se desticka vlozila do spektrofotometru a mira zbarveni se kvantifikovala pfi

vlnové délce 630 nm.

Obr. 22 Ukdzka kultivacni desticky s detekcnim médiem QUANTI-Blue; 3 horni radky bunék byly
naznaceny jak LPS, tak liposomalnimi preparaty, spodni jsou bez signalu LPS, tudiz nedochazi k sekreci

IL-1p, nasledné SEAP a detekcni médium se nezbarvuje do modra.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Fyzikalné-chemicka charakterizace ¢astic

4.1.1 Transmisni elektronova mikroskopie
Morfologie liposom1 a potvrzeni vazby mananu na liposomalni povrch byla zkoumana pomoci
transmisni elektronové mikroskopie. Obr. 23 vyobrazuje Cisté liposomy pfipravené metodou
hydratace lipidového filmu s jednotnym sférickym tvarem. Nanoliposomy s navazanym
mananem jsou vyobrazeny na Obr. 24. U modifikovanych ¢astic se objevuje vysoky kontrast
po obarveni 2% fosfowolframanem amonnym — ¢ernd vrstva mananu i rozmazanégj$i okraje
liposoml zptisobené povrchovou modifikaci potvrzuji vazbu polysacharidu na povrch.
Liposomy s MTO05 nebyly podrobeny TEM analyze, protoze tato latka se zabudovava ptimo do

lipidové membranové struktury, a proto nema vliv na vzhled liposomti pod TEM.

Obr. 23 TEM snimek cistych liposomui pripravenych hydrataci lipidového filmu (méritko 200 nm).
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Obr. 24 TEM snimek modifikovanych liposomii s patrnou vrstvou mananu (mévitko 200 nm).

4.1.2 DLS analyza
Velikost a koncentrace ptipravenych i modifikovanych liposomt byla stanovena metodou DLS.
Na Obr. 25 je zobrazen vliv extruze na velikost liposom; distribuce velikosti téchto Castic je
znazornéna na zaklade¢ intenzity. U pfipravenych neextrudovanych liposomt (znaceno ¢erné)
muzeme pozorovat dva piky. Mensi z piki (Peak One) patii liposomlim, jejichz primérna
velikost je 200 nm. Vétsi pik, o primérné velikosti ¢astic cca 3100 nm, odpovida vétsim
aglomeratiim, které jsou pro dal$i mefeni nezddouci. Na to, Ze neextrudované liposomy jsou
velice heterogenni, poukazuje i znacné€ velka hodnota indexu polydisperzity PDI, kterd ¢ini
1,257. Koncentrace liposomi byla pfiblizné 3,6-10° &astic na ml, zbytkové lipidy mély

koncentraci o 3 fady vyssi (2,5-10% Gastic/ml).
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Vliv extruze na velikost liposomu

—&— Pfipravné liposomy
—&— Extruze 200 nm filtr
—&— Extruze 100 nm filtr

Prumér Peak Oneqsom,= 200 nm
PDI = 1,257

Primér Peak One,.,m,= 187 nm
PDI = 0,392 '

Primér Peak One,,somy= 179 nm
PDI =0,133

intenzita (%)

1 10 100 1000 10000
hydrodynamicky pramér (nm)

Obr. 25 Viiv extruze na velikost liposomii pripravenych (Cerné), extrudovanych pres 200 nm filtr

(Cervené) a pres 100 nm filtr (modre). Velikostni distribuce je zndzornéna na zaklade intenzity.

Liposomy byly dale extrudované pies 200 nm filtr (znaceno Cerveng). Opét mizeme pozorovat
2 piky, ale jejich rozdéleni je témét opacné — zvysila se intenzita piku liposomu (Peak One),
zmensila se jejich primérna velikost na 187 nm a koncentrace se zvysila o 5 ¥adt na 1,7-10'°
castic vml. Systém také zacina byt podstatné¢ vice homogenni — hodnota PDI je 0,392.
I udruhého piku nezadouci velikosti liposomi klesla intenzita, velikost (cca 1160 nm)
a koncentrace (5,4-107 &astic/ml). Pro kone¢nou upravu velikosti liposomi byl pouzit 100 nm
filtr (znaceno modrou barvou). Touto findlni extruzi vznikla suspenze samotnych liposomt
o primérné velikosti 179 nm a koncentraci 2-10'° ¢4stic na ml. Homogenitu liposomt také
dosvédcuje hodnota PDI 0,133. Z grafu je tedy ptehledné vidét, ze extruze je velice efektivni

metoda pro upravu velikosti a homogenity ptipravenych liposomti.
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Na nasledujicich grafech (Obr. 26 a 27) jsou vysledky analyzy celkem 4 riiznych typt liposomt
piipravenych metodou hydratace lipidového filmu, které byly extrudovany pies 400 a 100 nm
filtr, viz kapitola 3.2.1. Prvni vyobrazené jsou ¢isté extrudované liposomy spolecné s liposomy
modifikovanymi mananem; graf také obsahuje spektrum samotného mananu. Na druhém grafu
jsou liposomy, které uz byly pfipravovany spolecné s latkou MTO5 a také ¢ast téchto liposomi
obsahujici 1 manan. Oba grafy vyobrazuji distribuci velikosti liposoml na zaklad¢ poctu.

V grafech je uvedena primérna velikost ze 3 méteni a index polydisperzity PDI.

Cisté a manosylované liposomy

—&— Manan
—&— Liposomy
—A— Liposomy s mananem

Pramér. .= 17 nm
PDI = 0,358
'5? Prumér,,;= 116 nm
= PDI = 0,155
© Primér,.,= 139 nm
0 -
o PDI = 0,154
o

1 10 100 1000 10000
hydrodynamicky pramér (nm)

Obr. 26 Distribuce velikosti (na zakladé poctu) Cistych pripravenych liposomii (Cervené)
a modifikovanych liposomii s mananem (modre). Spektrum samotného mananu je znaceno cernou

barvou.

Horni 1 nasledujici graf opét potvrzuje, ze se podafilo pfipravit liposomy bez znatelné
pritomnosti agregati z divodu vyskytu pouze jednoho piku distribuce velikosti cCastic.
Vyobrazené liposomy byly pouzity i pro vSechny dal$i metody charakterizace vcetné€ in vitro

testovani na bunkach.
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Cisté liposomy z Obr. 26 (oznadeno ¢ervend) maji pramémé velikost 116 nm s PDI 0,155.
U liposomt modifikovanych mananem (modie) 1ze pozorovat narust velikosti z divodu vazby
mananu na jejich povrch; konkrétné narust ¢ini 23 nm. Samotny manan (Cerné) vykazuje
prumérnou velikost 17 nm. Hydrodynamicky primér modifikovanych ¢astic by se m¢l diky
vazb¢é mananu po celém povrchu liposomi zvysit o 2x17 nm, tedy 34 nm. Mnou zméfené
spektrum mananu vSak vykazuje podstatné vétsi primérnou hodnotu nez je skutecna velikost
samostatného natazeného polymeru; naptiklad DLS méfeni nativniho mananu v publikaci
M. Rabyka et al. ukazuje na velikost 1,2 nm & publikace E. Bartheldyové et al. na 4 nm.%>*
Roztok mananu, ktery byl pro méfeni pouzit, je zfejm¢ mirn¢ agregovany a jeho jednotlivé
fetézce tak nejsou uplné natazené. Z tohoto diivod 1 narust predkladanych 23 nm na velikosti

¢astic modifikovanych roztokem 17 nm mananu opravdu dokazuje vazbu polymeru na povrch,

coz prokazuje 1 elektronova mikroskopie.

Poslednim vystupem z DLS je Obr. 27, kde jsou zbylé¢ dva typy nanoliposomt. Tyto liposomy
byly pfipravovany s latkou MTO0S5, ktera uz je zabudovana pfimo ve struktufe liposomt a mirné
zvysSuje jejich polydisperzitu. Samotné liposomy s MTO05 (Cervené) maji primérnou velikost
94 nm, ty modifikované mananem (modie) 120 nm, tedy op¢t se velikost diky mananu zvysila

0 26 nm a i u tohoto typu ¢astic miizeme potvrdit vazbu polymeru na povrch.
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Liposomy s MTOS5 i mananem

—&— Liposomy s MT05
—&— |iposomy s MTO5 a mananem

Pramér,..yros= 94 nm
PDI = 0,234
Prameérn . uros.m= 120 nm
PDI=0,213

pocet (%)
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1 10 100 1000 10000
hydrodynamicky pramér (nm)

Obr. 27 Distribuce velikosti (na zakladé poctu) liposomit pripravenych s MT0S5 (Cerveneé)

a modifikovanych liposomit s MT05 a mananem (modre).

Dilezité také je, ze 1 po modifikaci zlstal pocet vSech druhii liposom na ml zachovan
a pohybuje se ve stale stejném fadu (10'"), coz dokazuje, Ze vazba mananu neovliviiuje stabilitu

samotnych liposomii.

4.1.3 Nano-prutokova cytometrie
Velikost a koncentrace liposomt byla studovana i pomoci nano-pritokové cytometrie. Tato
metoda méfeni je v porovnani s metodou DLS presnéjsi, protoze méii jednotlivé Castice vzorku.
Déle, na Obr. 28, Ize pozorovat vysledky analyzy Cistych liposomt hydratovanych z lipidového
filmu extrudovanych ptes 100 nm filtr; primérnd hodnota velikosti je cca 108 nm. Na Obr. 29
je vysledny graf méfeni manosylovanych liposomt, u kterych je primérnd hodnota témét
112 nm. Narast na velikosti (+4 nm) modifikovanych liposomti opét potvrzuje vazbu

polysacharidu na povrch a tato velikost by méla odpovidat 1 skutecné velikost mananu.
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Size Infomation
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Obr. 28 Méreni velikosti a koncentrace neznacenych liposomii metodou nano-priitokové cytometrie.
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Obr. 29 Meéreni velikosti a koncentrace liposomii modifikovanych mananem metodou nano-pritokové

cytometrie.
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4.1.4 FT-IR analyza
Pro potvrzeni GspéSného navazani mananu na liposomalni povrch byla provedena FT-IR
analyza. Obr. 30 porovnava ziskané spektrum mananu (modie) a liposomt modifikovanych
mananem (Cerven¢) méienych na pozadi fostatového pufru PBS. Z graft je piehledné vidét, ze
se dany polymer na povrchu liposomti nachéazi. Spektrum mananu také koresponduje
s naméfenym spektrem v ¢lanku Vishva Muru et al.; na zékladé tohoto Clanku by poté piky
mananu mély pfedstavovat pfi vlnoctu pfiblizné 3235 cm™ vazbu O-H, 2898 cm™ C-H,
1643 cm™ C=0 (piipojené k amidu), 1622 cm™ N-H (amid), 1530 cm™ N-H (amid) a pfi vlnoctu

cca 1040 cm™! vazbu C-O (alkohol).

Zvyraznény pik pii vinoétu ~ 1621 cm’!, ktery lze pozorovat na spektru manosylovanych
liposomt, odpovidd vazbé C=N. Tato vazba prokazuje probehlou oximovou ligaci a tudiz je

dalsim dikazem o usp€Sném navazani polysacharidu na liposomalni povrch.
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Obr. 30 FT-IR spektra samostatného mananu (modre) a liposomii modifikovanych mananem (Cervené).
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Na Obr. 31 jsou spektra viech piipravenych typt liposomi. Sedé jsou znadeny liposomy &isté,
ty s MTO5 modie, manosylované liposomy jsou oznaceny hnédou barvou a liposomy
kombinujici obé¢ latky fialovou. Na tomto grafu jde vidét strukturni podobnost (jen jiny pomér
C-H vazeb) samotnych liposomii a liposomti s MTOS5. Stejné tak podobna spektra maji oba typy
liposom® modifikovanych mananem. Patrné jsou peptidové piky kolem 1400 cm™ (MTO05) a pik

mananu u 2850-3000 cm™'.

o M
Al

absorbance

> . . " liposomy
g ) 2 - liposomy s MT05 |
liposomy s mananem i |

liposomy s mananem a MT0S

M0 380 300 00 300 M0 N0 30 3G W00 W0 20 ) 200 200 2400 200 90 1800 10D 180 1500 140 130 10 100 1000 0 600 MO B0 K0 400

R
vinotet{em™)

Obr. 31 FT-IR spektra liposomu (Sedé), pripravenych s MT0S5 (modre), liposomii s mananem (hnéde) a

liposomii s MT05 modifikovanych mananem (fialove).
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4.2 Vysledky biologickych testii

4.2.1 Aktivace inflamasomu NLRP3
Tato diplomova prace je zaméfena na vyvoj adjuvantnich liposomi, které by se daly pouzit pro
konstrukci rekombinantnich vakcin. Adjuvans je latka, ktera zvySuje nebo moduluje
specifickou humorélni ¢i bunénou imunitni odpovéd proti antigenu, a tak hlavni funkcéni
kritérium bézné€ pouzivané pro hodnoceni riznych novych adjuvans zahrnuje jejich schopnost
stimulovat buiiky imunitniho systému. Liposom slouzi jako nosi¢ téchto adjuvantnich latek.
V piipad¢ vakcina¢niho konstruktu obsahujiciho nejen adjuvans, ale i specificky antigen, je

také tento antigen navazan na liposomalni nosic.

Pro testovani stimulace aktivity inflamasomu NLRP3 k produkci prozanétlivych cytokint byly
pouzity Cisté liposomy, liposomy s MTO0S5, liposomy s mananem a liposomy obsahujici ob¢
latky. Buitky THP1 Null Cells byly nejprve vystaveny u¢inku LPS (1. signdl) a poté byly po
dobu 48 hodin inkubovany s liposomalnimi latkami o koncentracich 30, 75, 150 a 300 uM
(2. signal). Negativni kontrolou jsou THP1 Null Cells buiiky, které byly vystaveny jen LPS, ale
uz ne liposomdlnim preparatim. Builky oSettené LPS i ATP jsou kontrolou pozitivni, protoze

ATP je silnym stimulatorem NLRP3.

Vysledky studie shrnuje Obr. 32. Zakladnim parametrem hodnoceni je hodnota absorbance
negativni kontroly (THP1 bun¢k). Znamena to tedy, ze vSechny hodnoty nad touto hranici jsou

zpuisobeny ucinky latek navazanych na liposomy.

Manan 1 MTO05 (modifikovany muramyldipeptid) patii mezi zastupce PAMP rozpoznavané
riznymi povrchovymi receptory exprimovanymi antigen prezentujicimi imunitnimi buiitkami
au obou zminénych latek byla uz adjuvantni aktivita prokazana. Studie J. Turdnka et al.
potvrzuje vysoky adjuvantni uCinek MTOS5 srovnatelny nebo lepsi nez samotny nemodifikovany

muramyldipeptid MDP, ale modifikované MTO05 se navic ukazalo jako nepyrogenni

53



a bezpecéné.® Stejné tak i manosylované liposomy ve studii Li-Ping Tseng et al. byly podrobeny

testovani na kufatech a bylo potvrzeno zvyseni adaptivni imunitni odpovédi.®

Vyse zminéné zavéry potvrzuji i vysledky naseho testovani. Z ptilozeného grafu vyplyva, ze
vSechny typy nami pfipravenych liposomalnich preparati maji schopnost aktivovat inflamasom
NLRP3, v mensi mife aktivuji inflamasom i prazdné liposomy. Manosylované liposomy
vykazuji oproti t€ém pfipravenym s latkou MTO05 mirné lepsi schopnost aktivovat inflamasom
k produkei cytokini. Nejvyssi stimulacni ucinek maji pak liposomy kombinujici obé adjuvans.
Z grafu lze také vycist to, Ze nejvyssi koncentraci, ktera jest¢ negativné neovliviiuje buiky je
150 uM. U 300 uM koncentrace je stimulacni uc¢inek také patrny, ale niz$i hodnoty absorbance
mohou poukazovat na niz§i viabilitu bun€k. Nicméné uvSech koncentraci a typl
modifikovanych liposomt dosahuje P-hodnota, kterd udava mezni hladinu vyznamnosti testu,
hodnot velice blizkych nule (mensi nez 0,0001, znadzornéno jako 4 hvézdicky) a znamena to, ze

ve vsech piipadech je stimulace aktivity inflamasomu statisticky vyznamna.
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THP1 Null Cells (9. pasaz) + testované latky
(prazdné lip., lip. MTOS5, lip. manan, lip MTO5+manan v koncentracich 300uM, 150uM, 75uM, 30uM)
Expozice latek - 48 hod.
HEK-Blue™ IL-1B cells (9. pasaz), expozice supernatantu z THP1-Null cells - 48 hodin

HREE ke
el

Dunnett's multiple comparison test - porovnani
kontrolni skupiny (THP NullCells) vs. ostatni
skupiny.
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Obr. 32 Vysledky testovani aktivace inflamasomu NLRP3 ruznymi typy liposomii pridanych v koncentracich 30, 75, 150 a 300 uM po 48 h expozici.
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5 ZAVER

Liposomy jsou diky svym vlastnostem obecné¢ povazovany za material vhodny k pouziti
v biomedicinskych aplikacich. V této diplomové praci byly metodou hydratace lipidového
filmu pfipraveny nanoliposomy, které byly s vyuZzitim metody klik chemie, konkrétné oximové
ligace, povrchové modifikovany biokompatibilnim polysacharidem mananem. Pfipravené
nanocastice byly charakterizovany fadou pokrocilych fyzikalné-chemickych metod a také byla

zkoumana jejich schopnost stimulovat buniky imunitniho systému in vitro.

Snimky z transmisniho elektronového mikroskopu prokazaly pravidelny sféricky tvar liposomi
s patrnou vrstvou povrchové vazaného mananu, kterou doklada i provedena FT-IR analyza.
Velikost liposomi byla zjistovana metodou DLS; u kazdého typu liposomt se podafilo

pfipravit stabilni disperzi bez znatelnych agregati s izkou velikostni distribuci.

Déle se provad¢la in vitro studie na bunééné linii THP1 Null Cells pro ovéreni, zda piipravené
liposomalni latky aktivuji inflamasom NLRP3 k produkci prozanétlivych cytokinii jako je
naptiklad IL-1p. Jeji vysledky dokazuji, Ze pfipravené liposomy jsou schopny ve velké mifte
stimulovat inflamasom a jsou tedy potencidlné vhodné pro konstrukci nosi¢li vakcin

s adjuvantnimi Gcinky.

Dalsi studie in vivo na imuniza¢nich modelech (mys, sele) budou zamétfeny na prikaz
imunogenicity rekombinantnich antigenii pro konstrukci rekombinantnich vakcin. Tato prace
je prvnim krokem k vyty¢enému cili, kterym jsou rekombinantni vakciny na bazi liposomalnich

nosicl a rekombinantnich antigenii s vyuzitim metod klik chemie.

56



REFERENCE

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Bozzuto, G. & Molinari, A. Liposomes as nanomedical devices. Int. J. Nanomedicine
10, 975-999 (2015).

Arumugam, S. & Watanabe, K. Drug Delivery Aspects of Herbal Medicines / Chapter-
15.(2017).

Sercombe, L. et al. Advances and challenges of liposome assisted drug delivery. Front.
Pharmacol. 6, 1-13 (2015).

Li, J. et al. A review on phospholipids and their main applications in drug delivery
systems. 4sian J. Pharm. Sci. 10, 81-98 (2015).

Marqués-Gallego, P. & De Kroon, A. I. P. M. Ligation strategies for targeting liposomal
nanocarriers. Biomed Res. Int. 2014, (2014).

Pandey, H., Rani, R. & Agarwal, V. BRAZILIAN ARCHIVES OF BIOLOGY AND
TECHNOLOGY Liposome and Their Applications in Cancer Therapy Human & Animal
Health. Arch. Biol. Technol. v. Arch. Biol. Technol. v 5959, 16150477-16150477 (2016).

Bitounis, D., Fanciullino, R., Iliadis, A. & Ciccolini, J. Optimizing Druggability through
Liposomal Formulations: New Approaches to an Old Concept. ISRN Pharm. 2012, 1-11
(2012).

Yeagle, P. L., Albert, A. D., Boesze-Battaglia, K., Young, J. & Frye, J. Cholesterol
dynamics in membranes. Biophys. J. 57, 413—424 (1990).

Akhavan, S., Assadpour, E., Katouzian, I. & Jafari, S. M. Lipid nano scale cargos for the
protection and delivery of food bioactive ingredients and nutraceuticals. Trends Food
Sci. Technol. 74, 132—-146 (2018).

Allen, T. M. & Cullis, P. R. Liposomal drug delivery systems: From concept to clinical
applications. Adv. Drug Deliv. Rev. 65, 36—48 (2013).

Altaf, S. et al. Journal of Pharmaceutical and Scientific Innovation LIPOSOMES : AN
OVERVIEW. J. Pharm. Sci. Innov. 1, 13-21 (2012).

Akbarzadeh, A. et al. Liposome: Classification, preparation, and applications. Nanoscale
Res. Lett. 8, 1 (2013).

Zarrabi, A. et al. Nanoliposomes and tocosomes as multifunctional nanocarriers for the
encapsulation of nutraceutical and dietary molecules. Molecules 25, (2020).

Ganesan, P., Karthivashan, G., Park, S. Y., Kim, J. & Choi, D. K. Microfluidization
trends in the development of nanodelivery systems and applications in chronic disease
treatments. /nt. J. Nanomedicine 13, 6109-6121 (2018).

Pauli, G., Tang, W. L. & Li, S. D. Development and characterization of the solvent-
assisted active loading technology (SALT) for liposomal loading of poorly water-soluble
compounds. Pharmaceutics 11, (2019).

Popovska, O., Simonovska, J., Kavrakovski, Z. & Rafajlovska, V. International Journal
of Pharmaceutical and An Overview : Methods for Preparation and Characterization of
Liposomes as Drug Delivery Systems. Int. J. Pharm. Phytopharm. Res. 3, 182—189
(2013).

57



17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Channarong, S., Chaicumpa, W., Sinchaipanid, N. & Mitrevej, A. Development and
evaluation of chitosan-coated liposomes for oral DNA vaccine: The improvement of
Peyer’s patch targeting using a polyplex-loaded liposomes. A4APS PharmSciTech 12,
192-200 (2011).

Chanda, H., Das, P., Chakraborty, R. & Ghosh, A. Original Research Article JPBMS
JOURNAL OF PHARMACEUTICAL AND BIOMEDICAL SCIENCES Development
and Evaluation of Liposomes of Fluconazole Introduction : Materials and methods : 05,
1-9 (2011).

Kesharwani, P., Md, S., Alhakamy, N. A., Hosny, K. M. & Haque, A. Qbd enabled
azacitidine loaded liposomal nanoformulation and its in vitro evaluation. Polymers
(Basel). 13, 1-18 (2021).

Olson, F., Hunt, C. A., Szoka, F. C., Vail, W. J. & Papahadjopoulos, D. Preparation of
liposomes of defined size distribution by extrusion through polycarbonate membranes.
BBA - Biomembr. 557, 9-23 (1979).

Hunter, D. G. & Frisken, B. J. Effect of extrusion pressure and lipid properties on the
size and polydispersity of lipid vesicles. Biophys. J. 74, 2996-3002 (1998).

Ong, S. G. M., Chitneni, M., Lee, K. S., Ming, L. C. & Yuen, K. H. Evaluation of
extrusion technique for nanosizing liposomes. Pharmaceutics 8, 1-12 (2016).

Wagner, A. & Vorauer-Uhl, K. Liposome Technology for Industrial Purposes. J. Drug
Deliv. 2011, 1-9 (2011).

Dikpati, A. et al. Residual Solvents in Nanomedicine and Lipid-Based Drug Delivery
Systems: a Case Study to Better Understand Processes. Pharm. Res. 37, (2020).

Salunkhe, S., Pagar, U., Bhatia, N. & Thorat, J. Benchmark in the era of drug carriers for
semisolid based topical delivery system. Am. J. PharmTech Res. 3, 493-510 (2013).

Lim, J., Yeap, S. P., Che, H. X. & Low, S. C. Characterization of magnetic nanoparticle
by dynamic light scattering. Nanoscale Res. Lett. 8, 1-14 (2013).

Choudhary, R. C., Kumari, S., Kumaraswamy, R. V & Pal, A. Characterization Methods
for Chitosan- Based Nanomaterials Chapter 5 Characterization Methods for Chitosan- -
Based Nanomaterials. (2019) doi:10.1007/978-3-030-12496-0.

Stuart, B. H. Infrared Spectroscopy. Fundamentals and Applications. (Wiley Blackwell,
2004).

Kli¢, A., Volka, K. & Dubcova, M. Fourierova transformace s priklady z infracervené
spektroskopie. (2012).

Giinzler, H. & Williams, A. Handbook of Analytical Techniques. Handbook of Analytical
Techniques vols 1-2 (Wiley, 2001).

Tian, Y. et al. Protein Profiling and Sizing of Extracellular Vesicles from Colorectal
Cancer Patients via Flow Cytometry. ACS Nano 12, 671-680 (2018).

Van Der Pol, E., Coumans, F. A. W., Sturk, A., Nieuwland, R. & Van Leeuwen, T. G.
Refractive index determination of nanoparticles in suspension using nanoparticle
tracking analysis. Nano Lett. 14, 6195-6201 (2014).

Nanofcm. Nanomedicine. https://www.nanofcm.com/nanomedicine/ (2021).

58



34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

Yasar Yildiz, S. & Toksoy Oner, E. Mannan as a Promising Bioactive Material for Drug
Nanocarrier Systems. Appl. Nanotechnol. Drug Deliv. (2014) doi:10.5772/58413.

Chauhan, P. S., Puri, N., Sharma, P. & Gupta, N. Mannanases: Microbial sources,
production, properties and potential biotechnological applications. Appl. Microbiol.
Biotechnol. 93, 1817-1830 (2012).

Moreira, L. R. S. & Filho, E. X. F. An overview of mannan structure and mannan-
degrading enzyme systems. Appl. Microbiol. Biotechnol. 79, 165—178 (2008).

Mikkonen, K. S. & Tenkanen, M. Sustainable food-packaging materials based on future
biorefinery products: Xylans and mannans. Trends Food Sci. Technol. 28, 90—102
(2012).

Pashov, A., Monzavi-Karbassi, B. & Kieber-Emmons, T. Glycan-mediated immune
responses to tumor cells. Hum. Vaccin. 7, 156-165 (2011).

Bartheldyova, E. et al. N-Oxy lipid-based click chemistry for orthogonal coupling of
mannan onto nanoliposomes prepared by microfluidic mixing: Synthesis of lipids,
characterisation of mannan-coated nanoliposomes and in vitro stimulation of dendritic
cells. Carbohydr. Polym. 207, 521-532 (2019).

Ulrich, S., Boturyn, D., Marra, A., Renaudet, O. & Dumy, P. Oxime ligation: A
chemoselective click-type reaction for accessing multifunctional biomolecular
constructs. Chem. - A Eur. J. 20, 3441 (2014).

Bartheldyova, E. et al. Hyaluronic Acid Surface Modified Liposomes Prepared via
Orthogonal Aminoxy Coupling: Synthesis of Nontoxic Aminoxylipids Based on
Symmetrically a-Branched Fatty Acids, Preparation of Liposomes by Microfluidic
Mixing, and Targeting to Cancer Cells Expressi. Bioconjug. Chem. 29, 2343-2356
(2018).

Algar, W. R. et al. The controlled display of biomolecules on nanoparticles: A challenge
suited to bioorthogonal chemistry. Bioconjug. Chem. 22, 825-858 (2011).

Bartheldyova, E. et al. Mannan-coated nanoliposomes prepared via orthogonal n-oxy
lipids-based click chemistry and microfluidic mixing: characterisation of the structure
and in vitro biological activities.

Yingchoncharoen, P., Kalinowski, D. S. & Richardson, D. R. Lipid-based drug delivery
systems in cancer therapy: What is available and what is yet to come. Pharmacol. Rev.
68, 701-787 (2016).

Anselmo, A. C. & Mitragotri, S. Nanoparticles in the clinic: An update. Bioeng. Transl.
Med. 4, 1-16 (2019).

Lila, A. S. A. & Ishida, T. Liposomal delivery systems: Design optimization and current
applications. Biol. Pharm. Bull. 40, 1-10 (2017).

Xie, X. et al. Challenges and Opportunities from Basic Cancer Biology for
Nanomedicine for Targeted Drug Delivery. Curr. Cancer Drug Targets 19, 257-276
(2018).

Riaz, M. K. et al. Surface functionalization and targeting strategies of liposomes in solid
tumor therapy: A review. Int. J. Mol. Sci. 19, (2018).

59



49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

Degrauwe, N. et al. Theranostics in Interventional Oncology : Versatile Carriers for
Diagnosis and Targeted Image-Guided Minimally Invasive Procedures. 10, (2019).

Borresen, B. ef al. Noninvasive molecular imaging of the enhanced permeability and
retention effect by64Cu-liposomes: In vivo correlations with68Ga-RGD, fluid pressure,
diffusivity and18F-FDG. Int. J. Nanomedicine 15, 8571-8581 (2020).

Kim, E. & Jeong, H. Liposomes: Biomedical Applications. Chonnam Med. J. 57, 27
(2021).

Feng, L. et al. Theranostic Liposomes with Hypoxia-Activated Prodrug to Effectively
Destruct Hypoxic Tumors Post-Photodynamic Therapy. ACS Nano 11, 927-937 (2017).

Wang, N., Chen, M. & Wang, T. Liposomes used as a vaccine adjuvant-delivery system:
From basics to clinical immunization. J. Control. Release 303, 130—150 (2019).

Schwendener, R. A. Liposomes as vaccine delivery systems: A review of the recent
advances. Ther. Adv. Vaccines 2, 159—182 (2014).

KHEMKA, V. et al. The Capacity of a Combined Liposomal Hepatitis B and C Vaccine
to Stimulate Humoral and Cellular Responses in Mice. Viral Immunol. 11, 73—78 (1998).

Adler-Moore, J. et al. Characterization of the murine Th2 response to immunization with
liposomal M2e influenza vaccine. Vaccine 29, 4460—4468 (2011).

Christensen, D., Korsholm, K. S., Andersen, P. & Agger, E. M. Cationic liposomes as
vaccine adjuvants. Expert Rev. Vaccines 10, 513-521 (2011).

Foged, C. et al. Interaction of dendritic cells with antigen-containing liposomes: Effect
of bilayer composition. Vaccine 22, 1903—1913 (2004).

Liang, F. et al. Efficient Targeting and Activation of Antigen-Presenting Cells In Vivo
after Modified mRNA Vaccine Administration in Rhesus Macaques. Mol. Ther. 25,
2635-2647 (2017).

Attia, M. A., Essa, E. A., Elebyary, T. T., Faheem, A. M. & Elkordy, A. A. Brief on
recent application of liposomal vaccines for lower respiratory tract viral infections: From
influenza to covid-19 vaccines. Pharmaceuticals 14, (2021).

Samaridou, E., Heyes, J. & Lutwyche, P. Lipid nanoparticles for nucleic acid delivery:
Current perspectives. Adv. Drug Deliv. Rev. 154—155, 37-63 (2020).

Rabyk, M. ef al. Mannan-based conjugates as a multimodal imaging platform for lymph
nodes. J. Mater. Chem. B 6, 2584-2596 (2018).

Turanek, J., Masek, J., RaSka, M. & Ledvina, M. Application of Liposomes for
Construction of Vaccines. Biomed. Sci. Eng. Technol. (2012) doi:10.5772/21328.

Tseng, L.-P., Chiou, C.-J., Deng, M.-C., Huang, Y.-Y. & Liu, D.-Z. Internasal delivery
of mannan-coated liposomes enhances antibody responses to a Newcastle disease virus
vaccine. Biomed. Eng. Appl. Basis Commun. 22, 1-7 (2010).

60



	spojené1,2
	TitulniList_color
	zav_prace__4cd31945e701b965accadc20723fa628

	DP_Aneta Frydrychová
	ABSTRAKT
	ABSTRACT
	KLÍČOVÁ SLOVA
	KEY WORDS
	BIBLIOGRAFICKÁ CITACE
	PROHLÁŠENÍ
	OBSAH
	ÚVOD
	TEORETICKÁ ČÁST
	1 NANOLIPOSOMY
	1.1 Příprava nanoliposomů
	1.1.1 Hydratace lipidového filmu
	1.1.2 Vysokotlaká extruze

	1.2 Metody charakterizace
	1.2.1 Dynamický rozptyl světla (DLS)
	1.2.2 Infračervená spektroskopie s Fourierovou transformací (FT-IR)
	1.2.3 Nano-průtoková cytometrie

	1.3 Modifikace liposomů
	1.3.1 Manan
	1.3.2 Klik chemie

	1.4 Využití v medicíně
	1.4.1 Liposomy a léčba rakoviny
	1.4.2 Liposomy a teranostika
	1.4.3 Liposomy a vakcíny


	EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST
	2 CÍLE PRÁCE

	3  MATERIÁLY A METODY
	3.1 Materiály
	3.1.1 Chemikálie
	3.1.2 Přístroje
	3.1.3 Biologický materiál

	3.2 Metody
	3.2.1 Syntéza a povrchová modifikace liposomů
	3.2.2 DLS měření
	3.2.3 FT-IR spektrometrie
	3.2.4 Nano-průtoková cytometrie
	3.2.5 Kultivační podmínky a pasážování
	3.2.6 Aktivace inflamasomu NLRP3


	4 VÝSLEDKY A DISKUZE
	4.1 Fyzikálně-chemická charakterizace částic
	4.1.1 Transmisní elektronová mikroskopie
	4.1.2 DLS analýza
	4.1.3 Nano-průtoková cytometrie
	4.1.4 FT-IR analýza

	4.2 Výsledky biologických testů
	4.2.1 Aktivace inflamasomu NLRP3


	5 ZÁVĚR
	REFERENCE




