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Abstrakt

Predmétem této prace je studium vlivu liposomalnich platinovych cytostatik na nadorové
bunky pomoci voltametrickych metod. V praci jsou sumarizovany dostupné informace
0 pusobeni cisplatiny na nadorové buiiky, jeji uzavieni do liposoml a plsobeni takto
uzaviené cisplatiny na nadorové bunééné linie Experimentdlni Cast prace se vénuje
piiprave, testovani a aplikaci raznych druht liposomalni cisplatiny. Pro studium efekt
takto pfipravenych liposomalnich cisplatin bylo pouZzito nasledujich bunécnych linii:
MDA-MB-231 (prsni nadorova bunééna linie), A2780 (rakovinné buiky vajecniku) a
UKF-NB-4 (nadorové bunécné linie neuroblastomu) a UKF-NB-4-CDDP (nadorové

bunééné linie neuroblastomu rezistentni na cisplatinu).

Klic¢ova slova

Cisplatina, cytotoxicita, liposomy, elektrochemicka detekce, voltametrie, diferen¢ni pulsni

voltametrie, rakovina, nadorové bunééné linie, MTT test, enkapsulace liposomu



Abstract

Aim of this thesis is a voltammetric study dealing with the influence of liposomal platinum
cytostatics on cancer cells. One of the goals is summarisation of available informations
about influence of cisplatin on cancer cells. One of the goals is summarisation of available
informations about influence of cisplatin on cancer cells. The experimental part deals with
the preparation, testing and application of various types of liposomal cisplatin. The
following cell lines were used to study the effects of liposomal cisplatin: MDA-MB-231
(breast tumor cell line), A2780 (ovarian cancer cells) and UKF-NB-4 (neuroblastoma
tumor cell line) CDDP (cisplatin-resistant neuroblastoma cell line).
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’
Uvod

Tato prace se zabyva studiem vlivu liposomalnich platinovych cytostatik na nadorové
buiiky pomoci voltametrickych metod. Lécba rakoviny je dnes jednou z nejzasadnéjSich
otazek mediciny. Kazdy rok zemfe na rakovinu miliony lidi. Rakovina patii k velmi
Castym nemocim postihujicich zna¢nou cast populace. Dnes$ni rakovinna léCiva jsou
bohuzel doprovazena mnoha vedlejSimi Gcinky, proto je ve vyzkumu tendence nalézat
formu IéCiv, ktera by tyto vedlejsi ucinky snizovala.

Utinky cisplatiny na nadorové buiiky jsou velmi vyznamné, avsak vedlejsi efekty
cisplatiny jsou markantni. Je tedy snaha tyto vedlejsi efekty minimalizovat.

Tato prace fesi problematiku uzavirani cisplatiny do liposomt, jakoZto nosice, ktery
zmiriiuje vedlejsi ucinky cisplatiny. Liposomy jsou povazovany za vhodné pirenasece diky
jejich biologické inertnosti, biodegradabilit¢ a hlavné diky snadné modifikaci povrchu
lipidové dvojvrstvy, coz umoziuje dopravit konkrétni latku na urcité misto [1].

Zkoumai se interakce enkapsulované cisplatiny v liposomu a nddorovych bun¢k. Tato
interakce je zkoumana pomoci voltametrickych metod, které jsou znamé svou velkou

citlivosti. Tato interakce bude poté statisticky vyhodnocena a budou z ni vyvozeny zavéry.
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1 Uzavirani platinovych cytostatik do

liposomu

Cilem cytostatick¢ 1éCby je zajisténi optimalniho farmakoterapeutického uc€inku
za prijatelné toxicity viici zdravé tkani. Cytostatika obecné délime do Sesti skupin. Prvni
skupinu tvoii alkylujici latky, které alkyluji DNA a maji za nasledek smrt buniky. Ke druhé
skupin¢ fadime antimetabolity, vétSina z nich podléhd endogenni aktivaci, kterd ma
za nasledek inhibici syntézy nukleotidi DNA. Dalsi skupinou jsou rostlinné alkaloidy,
které se vazou na tubulin, zplisobuji jeho krystalizaci a tim padem i rozpusténi vieténka,
coz ma za nasledek zastavu bunééného déleni. Do ¢tvrté skupiny fadime antibiotika, kterd
pusobi jako interkalacni cytostatika. Patou skupinou jsou steroidni hormony, které se vazou
na receptorové proteiny v nadorovych bunkach. Tuto skupinu néktefi autofi fadi mezi
hormonadlni 1é¢bu. Posledni skupinu tvofi ostatni cytostatika, ke kterym fadime platinova
cytostatika, asparaginasu, irinotecan, topotecan, procarbazin a interferon alfa [2].

3.1 Platinova cytostatika

Protirakovinné c¢initele zalozeny na platin€ jsou hlavni ¢asti klinickych 1ék pro
1é¢bu riznych nadord. Hlavni antitumorovou drogou je cisplatina. V klinické praxi se
vyuzivaji carboplatina, cisplatina a oxalplatina. Kazda z téchto platin ma néjaké kvality,
kterymi cisplatina nedisponuje [1, 2]. Platnata cytostatika se fadi do skupiny synteticky
pripravovanych cytostatik. Jedna se o cytostatika, které¢ néjakym zplsobem poskozuji

nukleové kyseliny [3].

Cisplatina

Cisplatina se fadi mezi nejsiln€j$i emetogeny. U této latky se predpoklada, ze
pusobi stejnym mechanismem jako alkylujici latky. Alkylujici latky poSkozuji DNA a
dochazi ke vzniku interkalacnich vazeb mezi fetézci, coz ma za nasledek zamezeni
replikace nukleovych kyselin. Cisplatina se stava aktivni az v intraceluldrnim prostfedi a
nici bunky v kazdém stadiu bunééného cyklu. Antiprolifera¢ni aktivita cisplatiny je nejlépe
pozorovatelnd u nadorii urogenitalniho systému [3].

V piipad€ pouziti cisplatiny se vyskytuji systémové toxikace jako je nefrotoxicita,
ktera zavisi na déavce, pak neurotoxicita, ototoxicita, nevolnost, zvraceni, porucha
homeostazy elektrolyti a dalsi, které maji Spatny vliv na organismus a omezuji jeji

ucinnost [3, 4].
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Obrazek 1. Cisplatina, cis-diammindichloroplatnaty komplex, [Pt(NH3)2CI2], [5].
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Mechanismus ucinku cisplatiny: Molekula cisplatiny se sklada ze dvou ligandiit NH3

advou chloridovych ionti (relativné nereaktivni dichlorforma). V krevnim fecisti je

vysoka koncentrace chloridovych ionti, takZe cisplatina ziistdva v dichlorové formé az do

chvile, nez vstoupi do buiiky. Lék vstupuje do buiiky pasivni difazi. V bunécné cytoplazmé

je koncentrace chloridi vyrazné nizs$i a zde dochazi k nahrazeni chloridovych ionta

hydroxylovymi skupinami.

Tim dochazi ke vzniku mono nebo di-hydroxy formy

cisplatiny, ktera interaguje s jednotlivymi buné¢nymi komponenty obsahujicimi nukleofilni

skupiny (viz Obrazek 2) [5]. Hlavnim farmakologickym mistem ptlisobeni cisplatiny je

jadro bunky. Cisplatina se obvykle podava intravendzné [5].
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Obrazek 2. Mechanismus u¢inku cisplatiny, [5].
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Cisplatina je jedna z nejacinnéjSich protirakovinnych cinidel projevujici se
klinickou aktivitou proti velkému rozsahu tumort. Jeji zplUsob cytotoxicity je
zprostiedkovan jeji interakci s DNA. Cisplatina vytvaii DNA adukty, které¢ aktivuji nekolik
signalnich transdukénich drah, zahrnujici ATR, p53, p73 a MAPK a kulminuje v aktivaci
apoptozy. PoSkozeni DNA pomoci apoptotickych signali vSak muze byt oslabeno

a nasledna odolnost je hlavni limitaci terapie zalozené na cisplatin€ [6].

Carboplatina

Carboplatina je dalSim analogem platiny, kterd je vyuzivana k 1écbé nadori.
Mechanismus ucinku je totozny s ucfinkem cisplatiny, dochazi k poSkozovani DNA.
Vedlejsimi ucinky je myelosuprese, nauzea, alopecie a stejné¢ jako u cisplatiny i

neurotoxicita. Ma mensi nezadouci ucinky nez cisplatina [2, 3].
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Obrazek 3. Karboplatina, cis-diammincyklobutandikarboxyplatnaty komplex, [5].

Carboplatina se odliSuje od cisplatiny tim, Ze skupina, kterd opousti molekulu misto
chloridové skupiny je dikarboxylatocyklobutanova skupina, tvofena stabilnimi ligandy,
které pomaleji podléhaji hydrataci. Toto zplsobuje, Ze je carboplatina chemicky stabilng;si
nez cisplatina. To znamena, Ze v télesnych tekutinach zlstava déle intaktni [5].
Carboplatina disponuje delsim polo¢asem zZivota. Vyzkumy potvrzuji, Ze ma carboplatina

zna¢né snizenou nefrotoxicitu ve srovnani s cisplatinou [7].

Oxaliplatina

Oxaliplatina je odvozena od cisplatiny nahrazenim atomu chloru molekulou oxalatu.
Oxaliplatina nevyvolava ani nefrotické ani emetogenni ucinky a jeji myelosupresivni vlivy
jsou mirné [2]. Muze zpusobovat periferni neuropatie, coz zavisi na podané davce
oxaliplatiny, k dal§im nezadoucim u¢inkim se fadi nevolnost a zvraceni [2, 3]. Tento

analog cisplatiny se ukazal byt i¢innym farmakem proti rakoving tlustého stieva [5].
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Obrazek 4. Oxaliplatina, (1R,2R-diaminocyklohexan)
oxalatoplatnaty komplex, [3].

3.2 Cileny transport lé¢iv

Cileny transport 1é¢iv reprezentuje vysoce aktivni oblast vyzkumu pro léky, které
jsou cileny ptimo na jejich biologické cile. Ve srovnani s tradi¢ni chemoterapii ma cilena
terapie pro 1écbu rakoviny dvé hlavni vyhody: pfi 1é¢bé se vyhneme poniceni zdravych
tkani a omezime rezistenci k 1é¢ivu. Cileny transport 1é¢iv délime do dvou skupin, a to
do skupin aktivniho a pasivniho transportu [4]. Transportéry 1ékt jsou dulezitymi
klicovymi faktory koncentraci 1é¢iv v systémovém obéhu [8]. V této kapitole se zabyvame

prevazné nosici 1ékt zalozenych na kovu, s diirazem na transport cisplatiny.

Aktivni transport

Aktivni transport je zaloZen na specifickych biomolekuldrnich interakcich mezi
lécivem a buiikou, ¢i tkdnovymi elementy. Tento pfistup muze byt aplikovan na nadory
obsahujici biologické entity, jejichz mnozstvi nebo funkénost je odlisSnd od normalnich
tkani [4].

Transport pomoci estrogenu

Estrogeny jsou schopny jednoduSe projit bunéCnou membranu pomoci pasivni
difuze diky vysoké lipofilii, navazat se na estrogenovy receptor v cytoplazmé a poté jsou
ptesunuty do jadra, odtud jsou atraktivnimi nosici pro aktivni cileny transport 1é¢iv. Tkané
a odpovidajici buné¢né linie, které podléhaji efektu zvySené propustnosti a retence (EPR),
jsou nazyvany jako estrogen reagujici (ER) [4].

Transport pomoci karbohydrati

Karbohydraty jako mono a polysacharidy jsou zakladnimi komponenty glykolipidi
a glykoproteini a zdkladnimi stavebnimi jednotkami nukleotidii. Nadorové buiiky se bézné
projevuji pozmeénénym sacharidovym metabolismem. Proto mohou byt karbohydraty

vyuzity jako nosice pro protirakovinné léky zalozené na plating [4].
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Biofosfaty jako nosice

Biofosfaty disponuji vysokou afinitou ke kostem a dalSim kalcifikovanym tkanim
amaji Siroké vyuziti jako terapeutické prostiedky pro nékolik onemocnéni tykajicich se
kosti. Schopnost chelace vapennych iontl je zakladni schopnosti biofosfatli urcenych
k cileni kosti. Jelikoz biofosfaty mohou byt absorbovany do povrchu kosti a prokazuji
znacnou inhibici osteoklastické resorpce a antitumorové efekty v preklinickych modelech,

mohou byt povazovany za potencialni na kosti se zamétujici nosice platinovych 1é¢iv [4].

Kukurbit[n]urily jako nosice

Kukurbit[n]urily(n=6,7,8) se staly v poslednich letech nejvice atraktivnimi
makrocykly uzivanymi pro enkapsulaci cisplatiny. Tyto nosi¢e vyuzivaji pii dorucovani
lé¢iv Casticovy potencial na svou ochranu. Kukurbit[n]urily obsahuji dvé symetrické
hydrofilni karbonylové ohrani¢ené ¢asti, stabilizujici centralni hydrofobni dutinu
a poskytujici tak makrocyklim amfifilni charakter. Vnitini hydrofobni dutina poskytuje
prostor pro Uspé$né navazani nepolarnich molekul, zatimco karbonylové jednotky
makrocykld slouzi pro navazani hydrogenu a pro elektrostatické interakce s kationickymi
¢astmi molekuly. Tyto molekuly tvaru barelu mohou byt pouzity jako molekuldrni hostitelé

pro neutralni a nabité mono ¢i multijaderné platinové protirakovinné ¢initele [4].

Pasivni transport

Pasivni transport je dosahnut pomoci zdokonalené¢ho efektu zvysené propustnosti
aretence (EPR) v nadorovych tkdnich. Vaskularita endotelu v nddorech proliferuje rapidné
anesouvisle, coz ma za nasledek vyssi poCet prodéravéni a otevienych spojeni nez
normalni cévy, pohybuje se mezi 0,2 um az 1,2um. Nasledné mohou ¢astice, které jsou
dostate¢né¢ malé (typicky okolo nékolika stovek nm) pasivné piekrocit naddorovou
endotelidlni bariéru pfes membranové pory. Navic nedostatek funkéni lymfatické sité
zajistuje prevenci snahy o presunuti prebytku tekutiny z pevné nadorové tkan¢. Kombinace
téchto dvou efekti zpusobuje hyperpermeabilitu nddorovych bunék pro -cirkulujici
makromolekuly, které se rozlévaji a akumuluji v pevné nddorové hmoté€ diky neucinnému

odvodiiovani pomoci lymfatického systému a zlstavaji zde zna¢nou dobu [4].

Nanocastice

Vyuziti polymernich nanocéstic jako sekven¢nich uvolhovacich vektorli pro
protirakovinné 1éky je dobie zavedenou metodou [9]. Umoznuje ochranu naplnénych
slou€enin od okolniho prostfedi. Nanocastice ochranuji 1€k nejen proti t€lnim tekutindm,
ale také isoluji t€lo od nechténych chemickych nasledk 1€k, coz ma za nasledek
minimalizaci na davce zavislych vedlejsich efektti [9]. Nanocastice mohou proniknout
do urcitého nadoru diky EPR efektu a tim zménit distribuci farmakokinetiky naplnénych
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1éka v tkéni. V porovnani s ostatnimi dorucovacimi strategiemi maji nanocastice spousty
vyhod, jako je zdokonalend akumulace 1éku v nadorové tkani, ¢i redukce systémové
toxicity. Uzavirdni cisplatiny ovSem piedstavuje vyzvu diky svym chemicko-fyzikalnim
vlastnostem [4, 9].

Karbonové nanotrubice

Karbonové trubice jsou atraktivnimi nosiCi cilenych 1é¢iv diky jejich unikatnim
fyzikalnim, chemickym a fyziologickym vlastnostem [4]. Prokazaly schopnost transportu
Sirokého rozmezi molekul pfes membrany do zijicich bun€k [9]. Strukturalni stabilita
karbonovych nanotrubic mize prodlouzit cirkulaéni ¢as a biologickou dostupnost
enkapsulovanych 1ékti. Funkéni rozpustné jednosténné karbonové nanotrubice
a jednosténné karbonové nanorohy jsou nejuzivanéjSimi nanotrubicemi pro dorucovani
1€ka zalozenych na plating, jelikoz disponuji spoustou vnitiniho prostoru, ktery poskytuje

moznost inkorporace 1éku [4, 9].

Polymerni micely

DalSim piistupem je uzivani polymernich molekul, které se kovalentné¢ vazou
na platinu. Toto je alternativni zptisob, ktery chrani komplexy pfed degradaci a stejné tak
poskytuje moznost pro chemicky kontrolované uvolnéni 1é¢iva [9]. Timto dochazi ke
zvySovani efektivity platinové zalozené chemoterapie. Od polymernich micel je ocekavano
zlepSeni akumulace platinového 1éCiva v nadorové tkani pomoci EPR efektu. Typicky jsou
platinové 1éky inkorporovany do vnitiniho jadra polymernich micel chemickou konjugaci

nebo fyzickym zachycenim s relativné vysokou stabilitou [4].

Liposomy

Uzavirani chemoterapeutik do liposomt redukuje distribu¢ni objem a velmi zvySuje
akumulaci 1é¢iva v nadorové tkéani. Tento pfistup je atraktivni mozZnosti pro zlepSeni
ucinnosti a redukci vedlejSich efektti platinovych cytostatik. V tomto piipadé dochazi
K uvoliovani terapeutické skupiny 1é¢iva v nadorovém cili, zatimco liposom ochranuje
léky pted deaktivaci plazmatickymi proteiny nebo makrofagy [4, 10].

Teémito nosici se zabyva cela tato prace, proto budou znova podrobnéji rozvedeny

V nasledujici ¢asti prace.

19



3.3 Liposomy

Liposomy jsou uzaviené sférické membranové vacky tvoreny dvéma ¢astmi s riznou
rozpustnosti, cholesterolem a lipidy, nejCastéji lecitinem. Mohou obsahovat i jiné
fosfolipidy jako je napt. fosfatidylglycerol a fosfatidylethanolamin. Cholesterol slouzi
ke snizeni fluidity a také permeability liposomalnich membran. Liposomy jsou mikro-
¢asticové nosice s proménnou velikosti, obvykle o velikostech mezi 0,05 az 5 pm, které
spontanné vznikaji, kdyz dochazi k hydrataci urCitych lipidi ve vodnim médiu.
K vytvaieni liposomi z vodného fosfolipidového roztoku dochazi az pii dosazeni kritické
micelarni koncentrace. Tvorba liposomalnich struktur je podminéna polaritou prostiredi
a amfifilnim charakterem fosfolipidi. Hydrofilni skupiny nalezneme na povrchu
liposomalni dvojvsrtvy, ktera je ve styku s vodnou fazi, hydrofébni skupiny sméiuji
dovnitt dvojvsrtvy. Liposomy jsou tvofeny relativné biokompatibilnim a biologicky

rozlozitelnym materialem [1, 11].

Druhy liposomii

Liposomy délime nejcastéji z morfologického hlediska dle jejich velikosti a poctu
membranovych dvojvrstev. Velikost vacku je kritickym parametrem v urceni cirkula¢niho
polocasu zivota liposomi a velikost a pocet dvojvrstev ovlivituji miru enkapsulace 1éku

dovnitf liposomu [1, 11].

Obrazek 5. Druhy liposomd, [46].

Malé unilameldrni liposomy (SUV) jsou tvofeny jednou fosfolipidovou dvojvrstvou
s malym pomérem voda/lipid. Jejich velikost se pohybuje mezi 20-100 nm. Disponuji
vysokym zakfivenim dvojvrstev, coz zpusobuje nerovnomeérné zastoupeni fosfolipidl
V jednotlivych monovrstvdich membrany a nestabilitu liposoml. Mald velikost také

omezuje mnozstvi 1é¢iva, které mize byt uzavirano dovnitt liposomu [5, 11].
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Velké unilameldarni vesikuly (LUV) jsou tvofeny jednou fosfolipidovou dvojvrstvou
s vysokym pomérem voda/lipid. Jejich velikost se pohybuje mezi 100 az 1000 nm a vice.
Jsou vyuzivany pro uzavirani hydrofilnich 1é¢iv a disponuji vysokou schopnosti
zachytavani makromolekul. Pfi pouziti vhodné technologie mohou byt vyuzivany jako

modely pfirozenych biologickych membran [1, 11].

Multilameldarni  vesikuly (MLV). Disponuji vice neZz jednou fosfolipidovou
dvojvrstvou. Jejich velikost je vétsi nez 0,1 um. Maji vybornou enkapsulacni ucinnost
lipofilnich 1é¢iv. Jsou stabilni i pfi delSim skladovani, jednodus$si na pfipravu a jsou
vetsinou piipravovany metodou hydratace tenkého filmu ¢i hydrataci lipida v pfitomnosti

organického roztoku [11].

3.4 Vyuziti liposomi jako média pro prepravu léki

Pouzivani liposomt jako transportnich vektorti 1€kt zahrnuje inkluzi 1éku dovnitt
lipidové dvojvrstvy biologicky odbouratelné ¢astice. Liposomy maji vyhodu, ze mohou byt
distribuovany a lokalizovany v mistech tumoru EPR efektem. Modifikaci cis platiny
auzitim lipofilnich derivati cisplatiny pomahdme zvySit mnozstvi komplext uvnitf
liposomu. Jinym pfistupem je modifikace kompozice samotného liposomu, abychom
obdrzeli vétsi enkapsulacni G¢innost. Novou technikou uzavirani platinovych cytostatik do
liposomt je proces hydratace, kdy nasleduje roztaveni-zmrznuti a poté centrifugace. Timto
procesem dochazi k formulaci ¢astic na tvar fazole s lipidovou dvojvrstvou. Tyto Castice
zvysuji pomér 1ék/lipid [9].

K piepravé 1€kt je nutno uzivat stabilnich liposomt, jelikoz existuje nebezpeci, ze
se obsah enkapsulované latky uvolni v nevhodnou dobu a zplisobi poskozeni organismu.
Liposomy jsou povazovany za vhodné pienaSece diky jejich biologické inertnosti,
biodegradabilit¢ a hlavn¢ diky snadné modifikaci povrchu lipidové dvojvrstvy, coz

umoznuje dopravit konkrétni latku na urcité misto [1].

Metody testovani fyzikalni stability liposomi

Vnéjsi vzhled liposomu, primérnad velikost a rozdéleni podle distribuce jsou
dilezitymi parametry, které je potieba ovéfit. Tyto parametry jsou velmi vyznamné pro
liposomy, které jsou urcené k terapeutickym uceltim [12]. Liposomové nosice jsou obecné
charakterizovany jednoduse kontrolovatelnymi vlastnostmi jako je morfologie, naboj,
slozeni lipidu a dalsi, diky kterym jsme schopni fidit jejich koloidni stabilitu [13]. Zasadni

jsou také vlastnosti fosfolipidové dvojvrstvy [1].
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Cyklicka voltametrie

Je pouzivana jako metoda ke studiu modeli biomembran. U téchto studii mame
pracovni elektrodu pokrytou fosfolipidovou dvojvrstvou, coz nam umoznuje studium
fosfolipidové dvojvrstvy, permeability membrany pro rizné ionty, kinetiky pfenosu naboje
apod. [1].

Transmisni elektronova mikroskopie

TEM umoziiuje studium morfologie liposomu, jejich lamelaritu, zastoupeni
ve vzorku a uspotadani jejich fosfolipidovych dvojvrstev. K vizualizaci liposomt uzivame
metody negativniho kontrastovani pomoci uranylacetatu, kyseliny fosfowolframové nebo
molybdenanu amonného. Dale lze pouzit mrazové techniky jako mrazové lamani nebo
mrazové leptani. Tyto techniky umoziuji zachovani povrchovych struktur liposomi
a mizeme diky nim nahlédnout i do vnitini struktury liposomu [1].
Turbidimetrie

Turbidita kvantifikuje stupei, pti kterém svétlo prochazi vzorkem a je rozptyleno
suspendovanymi nanocasticemi. Turbidita zavisi podstatné na entitach koloidnich velikosti
v tekuté fazi, na rozdilu refrak¢niho indexu mezi Casticemi a médiem a na velikosti
distribuce ¢astic. Lze ji méfit Nefelometrickymi Turbiditnimi Jednotkami (NTU) [14].
Turbidimetrii uzivame k charakterizaci fosfolipidovych vesikulli v zéavislosti na jejich
poloméru. Turbidimetrie Ize také vyuzit k zjistovani mechanisml piechodu liposom-

micela a micela- liposom nebo ke sledovani agregac¢niho procesu a fuze liposomda [1].

Rozlisovaci skenovaci kalorimetrie
Termickd analyza ndm poskytuje informaci o chovani krystalizace, nacasovani
polymorfnich pfechodi, teploty tani, entalpii a stupni disperze tanim homogenizovanych

glycerinovych nanocastic disperze [14].

RTG

Krystaly zplsobuji difrakci RTG zéafeni, stejné jako rozdéluji viditelné svétla
do barevného spektra pomoci miizky. Toto je mozné diky faktu, ze vlnové délky RTG
zafeni jsou stejného rozsahu jako vzdalenosti mezi atomy molekul krystalu. RTG difrakéni
vzorec je fotografovan na citlivou desticku, kterd je umisténa za krystalem a tim padem je
mozné touto cestou zkoumat strukturu krystalu [14].

Zména zeta potencidlu

Skoro vSechny castice v kontaktu s tekutinou ziskavaji na povrchu naboj. Kolem
kazdé castice existuje elektrickd dvojvrstva. Jeji prvni ¢asti je Sternova vrstva, kterou
fadime k vnitini oblastni a kde jsou ionty siln¢ navazany a druhou ¢asti je difuzni oblast,

kde uZ ionty nejsou tak pevné pfipojené k fazovému rozhrani. Uvniti druhé ¢asti existuje
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jakasi teoretickd hranice, uvnitt které utvaieji ionty a Castice stabilni jednotku. Kdyz je
¢astice v pohybu, ionty uvnitf hranice se také pohybuji, ale u iontl za hranici k pohybu
nedochazi. Hranici nazyvame rovinou skluzu a potencial, ktery se naléza na této hranici je
potencial zeta [15]. Zeta-potencidl je uzite¢ny identifikator povrchového naboje, ktery je
vyuzivan k predikci a kontrole stability koloidnich suspenzi a emulzi. Cim vétii je zeta
potencial, tim vice je pravdépodobné, ze je suspenze stabilni, protoze nabité Castice

odpuzuji jedna druhou a tak piekonavaji tendenci se shlukovat [14, 15].

Metody testovani chemické stability

Hlavnimi soucastmi liposomu jsou lipidy. Fosfolipidy obsahujici nenasycené
mastné kyseliny, jsou znamé tim, ze podléhaji oxida¢nim reakcim [12].

Degradacni chemické procesy ovliviiujici fyzicko-chemickou stabilitu liposomt
a mohou mit dvé formy. Nejcastéji se jedna o hydrolyzu esterovych vazeb nebo dochdzi

k oxidaci nenasycenych uhlikovych fetézct [16].

Chromatografické metody

Chromatografie je metoda zaloZend na separaci ¢asti vzorku mezi pohyblivou fazi,
jejimz pohybem je vzorek unasen soustavou a nepohyblivou fazi, kterd zadrzuje slozky
vzorku v ruznych ¢asovych okamzicich, ¢imz je od sebe separuje [17].

Pro liposomy se vyuziva plynové chromatografie, kterd slouzi k analyze zastoupeni
mastnych kyselin v liposomech [1]. Koncentraci neporusenych mastnych kyselin 1ze méfit
plynovo-kapalnou chromatografii [16]. Zastoupeni mastnych kyselin urcuje fyzikalné-
chemické vlastnosti liposoml. K charakterizaci mastnych kyselin se vyuziva

vysokoteplotni plynova chromatografie ¢i vysokou¢inna kapalinova chromatografie [1].

Metody testovani mezipovrchové stability

Studium mezipovrchové stability je zalozeno zejména na dvou veli¢inach,
povrchovém napéti a povrchovém potencidlu. Povrchové napéti 1ze urcit Wilhelmovou
desti¢kovou metodou. [14]

Koncentraci fosfolipidi v liposomovych  vaccich lze stanovit
spektrofotometrickymi metodami vyuzivajicimi kyselinu askorbovou, kde se urcuje

mnozstvi fosfore¢nanu [16].
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3.5 Proces enkapsulace cisplatiny do liposomii

Efektivni velikost liposomu pro uzavirani cisplatiny je mezi 100 az 300 nm. V ptipade
cisplatiny je ocekavano, ze pouze rozpustna cast 1éku uvnitt liposomu bude biologicky
dostupnd a bude interagovat s vnitrobunéénou DNA. Kazda cisplatinovd sraZenina

je povazovana za neefektivni [18].

Obrazek 6. Cisplatina uzaviena v liposomu (Lipoplatina),[19].

Moznosti uzavirani cisplatiny do liposomi

Prvni zptisob uzavirani: N-cisplatina je rozpusténa v 0,9% NacCl za teploty 65 °C a
ponechana pii této teploté po dobu jedné hodiny. Lipidy rozpustime v etanolu. Lipidy jsou
hydratovany pfidanim tohoto etanolového roztoku do smési Iéku. Kone¢nd koncentrace
lipidi je 150 mg/ml v 10% etanolu pfi teploté 65 °C. Smés je michana hodinu za teploty 65
°C, poté za stejné teploty protlacena jedenactkrat pies polykarbonové pory o velikosti 200
nm. Liposomy o velikosti 100 nm se ochlazuji pti pokojové teploté. V pribéhu chlazeni se
formuje tézk4 zluta srazenina. Kal je vysbiran a smés ponechana dale pifi pokojové teploté.
Poté se znovu objevuje dalS$i sraZzenina a ta je znovu vysbirdna. Vzorek se poté
dvojnasobné ziedi a dialyzuje s 10% sachar6zou obsahujici ImM NaCl za pokojové
teploty. Méteni probiha 5 krat proti 100vols. 10% sacharéze obsahujici 1mM NaCl stéle za
pokojové teploty. Za téchto podminek by mélo nastat kompletni vyrovnani s 10%
sachar6zou obsahujici ImM NaCl. Nakonec je pfidan histidinovy pufr o pH 6.5. Kone¢na
liposomova disperze je prusvitné bila [20].

Dalsi zplisob piipravy liposomil s uzavienou cisplatinou je nasledujici: na zacatku

jsou lipidy rozpusStény v chloroformu a piemistény na kulaté dno batnky a ponechany
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odpatovani. Ziskand lipidova vrstva je rozpusténa v ethyletheru a poté je k ni ptidano 2
mg/ml cisplatinového roztoku ptipraveného v 0,9% NaCl. Pomér tekuté a etherové faze je
jedna ku tfem. Vyslednd smés je vortexem rozmichéna na vodovou/olejovou emulzi. Poté
dochdzi k vypateni ethyl-etheru a ke vzniku vysledného tvaru liposomt. Tyto liposomy
jsou poté filtrovany pies 0.4-0.2 pm polykarbonatové membrany a poté dochazi k
eliminaci neuzaviené platiny pomoci ultracentrifugace za teploty 10 stupiiti v pribéhu 60
min [21].

Struktura liposomii obsahujicich platinové 1é¢ivo

Cisplatina se v roztoku formuje do Castic, které jsou heterogenni ve velikosti a tvaru.
Velikost ¢astic miize mit znacny a piimy vliv na mnozstvi cisplatiny, ktera se uzavira
do liposomalnich vacku. Liposomy bez cisplatiny jsou obvykle malé s objemem v rozmezi
velikosti od stovek nm az k nékolika pum. Na druhé strané liposomy s uzavienou

cisplatinou jsou relativné vétsi a neuniformni [22].

b c
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Obrazek 7. b)velikost liposomu bez enkapsulované cisplatiny, ¢) velikost liposomu s
enkapsulovanou platinou, méteno pomoci AFM, [20].

Jak lze také vidét na Obrazek 7 z mikroskopu atomdrnich sil, po uzavieni platiny

do liposomu dojde k ¢astecnému zvétSeni objemu liposomu.
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3.6 Efekt liposomii s enkapsulovanou cisplatinou na nadorové bunky

Z divodu snizeni toxicity cisplatiny muze byt platnaty komplex uzaviran do specifickych
nosi¢li a cilen na nadorové bunky. V této praci se zabyvame liposomy jako nosici
cisplatiny. Liposomy se fadi k nejpokrocilejsi forme nosict chemoterapeutik. Liposomalni
formulace je atraktivni moznosti pro vylepSeni ucinnosti a redukci vedlejSich efekta
u protinadorovych 1ékti zaloZzenych na platin€. Liposomalni  enkapsulace vede
Kk vyraznému snizeni vedlejSich Gi¢inkd bez snizeni protirakovinné aktivity [3, 4, 23].
Liposomové vesikuly jsou tukové dvojvrstvé sférické membrany s vnitinim vodnim
objemem. Vesikuly mohou byt povazovany jako univerzalni systém nosicti pro hydrofilni,
lipofilni a amfifilni 1éky. Na Obrazek 8. 1ze vidét, do jaké Casti liposomu se navazuje jaky

typ 1égiva [24].

Hydrofilni Iéky
Lipofilni léky

Fosfolipidova
dvojvrstva

Amfifilické leky Bifazické rozpustné léky

Obrazek 8. Navazovani 1€kt uvnitf liposomu.

U [éka zaloZenych na platiné je navazovani komplikovangjsi, jelikoz platinové léky
disponuji obéma vlastnostmi, jak lipofilnimi tak hydrofilnimi, coZ vede k nizkému poméru
1ék/lipid a k nestabilité liposomalniho systému. Tento pomér lze zlepSit tim, Ze vezmeme
za vyhodu limitni rozpustnost platinovych 1éka ve vod€. Suché lipidova vrstva mize byt
znovu rehydratovana ve vodném srovnavacim roztoku o pH 7.4 s5mM platinou
nasledovanou deseti cykly zamrznuti-tani, které jsou nasledované odstranénim volné
platiny centrifugaci [24].

Pro usnadnéni uzavirani platiny do liposomu mohou byt také pouzity negativné
nabité fosfolipidy, které vytvareji elektrostatické interakce s pozitivn€ nabitymi akva druhy
cisplatiny. Toto donuti 1ék formovat agregaty obklopené lipidovou dvojvrstvou. Takto
uzaviené cytostatika maji tfikrat vétsi i¢innost nez volna cytostatika [24, 25].

Mechanismus u¢inku liposomalnich 1é¢iv s enkapsulovanou cisplatinou

Vsechna cisplatina pfitomna v liposomech se chova jako ve vodé€ rozpustny 1€k a neni tu

zadna znadmka nerozpustného 1éku. Coz znamend, Ze 1€k uvnitf liposomu nevytvari
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srazeninu ¢i nekrystalizuje. Také interakce I€ku s membranou jsou minimdalni. Lék
uzavieny v liposomu by mél byt velice stabilni, coZ znamena, Ze nesledujeme Zadny odtok

1éku ¢i pritok ¢astic média [18].

Obrazek 9. Princip anti angiogeneze [27].

Liposomy malé velikosti vstupuji do bunky pasivni difuzi a pusobi na nador
pomoci EPR efektu, coz je jev, ktery je zaloZzen na zvySené schopnosti propousténi
makromolekul ¢i 1é¢iv na bazi makromolekul pomoci zvySené propustnosti krevnich cév
nadoru, diky tomu, Ze je zde absence lymfatické drendZze, ktera vraci prebytecné latky ven
z nadoru, ¢imz si naddor kumuluje velké mnozstvi latek, které pottebuje ke svému rustu.
U vétSiny polymernich latek je akumulace v nadorové tkani 5-10x vétsi, nez jejich
koncentrace v krevni plazmé 24 hodin po intravendéznim podani.[4,26] Liposomy
obsahujici cisplatinu plsobi také proti angiogenezi nadorové tkang, jak lze vidét
na Obrazek 9[27].

Liposomy malé velikosti (<100nm) byvaji lokalizovany v blizkosti jadra
aV cytoplasmé, coz znamend, ze mensi liposomy jsou ucinné pfijaty buiikou pomoci
endocytozy. Tyto liposomy, které jsou builkou pfijaty za vlastni, pak mohou uvolnit
cisplatinu pfimo do bunky a tak vykonat jejich cytotoxickou aktivitu s DNA a dalsi
biochemicky mechanismus a zpusobit u hostujici buniky nevratny bunéény tthyn [4].

I ptes vSechny vyhody maji liposoméalni formulace své limitace. Limituje je kratky
krevni cirkulacni Cas, nestabilita in vivo a nedostatek cilové selektivity. Ke zvySeni
akumulace liposomovych 1é¢iv v cilovych tkanich je pouzivano povrchové vazanych
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ligandd, které jsou schopny rozpoznat specifickou bunku a navazat se na ni. I pfes
vylepSeni cileni jsou vSak liposomy eliminovany ve velkém mnozstvi bunkami

retikuloendotelialniho systému, primarn¢ v jatrech [27].

Obrézek 10. Pisobeni liposomil s enkapsulovanou cisplatinou in vitro na nddorovou tkan
a) liposomy bez cisplatiny b) liposomy s cisplatinou [22].

Z Obrazek 10 lze vidét, Ze u bun¢k v reakci s liposomem bez enkapsulované platiny
nedochdzi k bunécné smrti a naopak pfi reakci s liposomem obsahujicim platinu nasleduje

masivni bunéény thyn [22].

Vyuziti liposomii s uzavienou cisplatinou v klinické praxi
Volna cisplatina je uzivana zejména k 1écbé nadorti varlat, ovarii, mocového méchyie
a tumort v oblasti ORL a solidnich nadorti [2].

Komer¢ni 1ékova forma cisplatiny uzaviené v liposomech se nazyva Lipoplatina.
Radi se k prvnim liposomélnim formulacim obsahujicim cisplatinu. Tento liposom je
tvofen  dipalmitoylfosfatidylglycerolem  (DPPG), so6jovym  fosfatidylcholinem
a methoxypolyethylenglykoldistearoylfosfatidylethanolaminem (cisplatina 8,9 %, lipidy
91,1 %, w/w) o priméru 110nm [26].

Lipoplatina byla testovana v kombinaci s gemcitabinem u pacienti s pokrocilym
IMIB/IV nemalobunééné rakoviny plic v ramci klinické studie faze II. Po zhodnoceni
vysledkll bylo zjisténo snizeni nezadouci cytotoxicity (hlavné nefrotoxicity) a zvySeni
ucinnosti 1é¢iva. V soucasné dobé¢ tato lékova forma prosla tieti fazi klinického testovani
proti nemalobunécné rakoving plic [28, 29].

Lipoplatina byla také testovana na metastazujicich nadorovych bunécnych liniich
vajeCnikli. Ovliviiuje bunéCnou proliferaci, vykazuje stejny cytotoxicky efekt
v nadorovych buiikach vajecnikii rzného histologického plivodu, vcetné na platinu
rezistentnich linii. V tomto pfipadé¢ také dochdzi ke zna¢nému snizeni neZadouci
cytotoxicity a piridavad se zde vyhoda sniZzeni metastdzového potencidlu. Nahrazenim

platiny lipoplatinou u cisplatinové rezistentnich pacientl s nadorem vajecniku ma
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za vyhodu snizenou toxicitu [30].

Lipoplatina je také pouzivana v oblasti 1écby karcinomu prsu. Vyzkumy ukazuji, ze
ma liposomalni cisplatina stejny mechanismus ucinku jako volna cisplatina, avsak snizuje
toxicitu a zlepSuje ucinnost 1éku. Vysledky vyzkumi poukazuji na dosazeni povzbudivych
vysledktl v oblasti celkového preziti, Casu progrese nemoci a stiedni hodnoty preziti [32].

Utinky lipoplatiny na nadorovou tkai jsou také zkoumany v piipadé rakoviny
Stitné zlazy. Lipoplatina nejenom ni¢i nadorové bunky, ale také endotelidlni buiiky cévniho
systému nadoru, v ¢emz se skryva znacny potencial tohoto 1éCiva, jelikoz funguje jako
chemoterapeutikum a zaroven pusobi proti angiogenezi nadorové tkané. Klinické
a experimentalni vysledky poukazuji na to, ze v kombinaci s gemcitabinem se Lipoplatina
jevi jako slibna strategie pro 1é¢bu nadoru §titné zlazy [27].

Dalsi oblasti testovani ptisobeni liposomu s uzavienou platinou je oblast 1éCby
zalude¢nich nadort. Transferin polyethylen-glykolové liposomy se ukdzaly jako uzite¢né
nosice pro in vivo cytoplasmatické cileni cis platiny u mysi s peritonedlnim Sifenim

Zaludec¢nich nadorovych bunek [32].
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4 Elektrochemicka detekce platiny

V minulosti se pro méfeni platiny uzivalo vyhradné spektrometrie, ale v poslednim
desetileti se stale atraktivnéjsi metodou stava voltametrie [33]. Citlivé metody voltametrie
byly adaptovany a aplikovany na detekci platiny v biotickych a ekologickych materialech,
v lidskych télesnych tekutinach, ve vzduchu a v chromatografickych odpadech [34].

Prvni metodou je adsorpcni rozpoustéci voltametrie. Tato metoda zahrnuje formaci,
adsorpéni akumulaci a redukci povrchové aktivniho komplexu kovu. Voltametricka
odpovéd takového komplexu je pfimo spojovana s jeho povrchovou koncentraci [34, 35].

Dalsi metodou je cyklicka voltametrie, pii které musi byt platina znovu v komplexu
S jinou latkou, coz nam umozni prozkoumat jeji povrch. Platina miize byt také navazana
v uhlikovych nanocasticich [36, 37, 38].

K meéfeni platinovych skupin se pouziva také dalsi odvétvi voltametrie s nazvem
diferen¢ni pulsni voltametrie [33].

K méfeni platiny v krvi Ize také vyuzit polarografii. Tato metoda méa samoziejmée
limity diky extrémni citlivosti na stopy organické hmoty. Byla popsana Zhao a Freiserem
s detek¢nim limitem 20 ng/L, tuto metodu poté vylep$ili van den Berg a Jacinto
na detekéni limit 8 pg/L. Polarografické méfeni je tedy také jednou z metod, jak zjistit
mnozstvi platiny [39].

4.1 Princip voltametrie

Voltametrie je metoda, pii niZ sledujeme zavislost proudu prochazejici pracovni elektrodou
ponofenou v analyzovaném roztoku na potencidlu, jez je na tuto elektrodu vkladan
z vné¢jsiho zdroje [40]. Mezi dvé (nebo tii) elektrody ponofené v roztoku elektrolytu
vkladdme meénici se napéti a pozorujeme zménu proudu. Jedna elektroda je pracovni
adruhd je referen¢ni. Pracovni elektroda je polarizovatelnd a referencni elektroda
polarizovatelna neni a slouzi jako srovnavaci [17].

Ze zévislosti proudu a napéti poté zjiStujeme, o jaky druh analytu se jednd. Tato
zavislost se nazyva polariza¢ni kiivka. Zavislost proudu na elektrodovém potencialu je
mozno méfit bud’ ve stavu ustdleném ¢i za nestacionarnich podminek. Voltametrie uziva
stacionarnich polarizovatelnych elektrod a polarografie vyuziva metody s odkapavajici
rtutovou kapkovou elektrodou [17, 40].
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Obrézek 11. Voltametricky aparat [41].

Zakladni soucasti voltametrického aparitu je voltametricka cela, kterd obsahuje
pracovni elektrodu, ponofenou do analyzovaného roztoku, a srovnavaci elektrodu, ktera je
spojena s analyzovanym roztokem solnym mustkem. Mizeme také mit jeste tieti elektrodu
a to elektrodu pomocnou. Napéti ze zdroje vkladané na pracovni a referentni elektrodu se

méii voltmetrem, proud prochazejici ¢lankem se méf ampérmetrem. V praxi je
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zdroj
napeti

A-metr
V-metr
a7, .
al,* \w| B

Obrazek 12. Ttielektrodové zapojeni [40].

Proud v tomto piipadé€ prochdzi jen mezi pomocnou a pracovni elektrodou a redlny
potencidl pracovni elektrody je méfen mezi pracovni a srovnavaci elektrodou
za bezproudového stavu. Zdrojem napéti v tomto zapojeni je elektronicky potenciostat, coz
je pristroj udrzujici potencial pracovni elektrody na pozadované hodnoté tim zptsobem, Ze
pozadovany potencidl neustdle porovnava s aktudlné¢ zméfenym potencidlem a piipadny

rozdil je kompenzovan zménou napéti na pomocné elektrodé [40].
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Adsorpc¢ni rozpoustéci voltametrie

Tato metoda je modifikaci rozpoustéci voltametrie, odliSuje se zpusobem
akumulace analytd na pracovni elektrodé. U této metody se analyt nakoncentrovava
na povrchu elektrody pomoci adsorpce pii urcitém potencialu. Pokud jsou latky, které se
adsorbuji elektrochemicky aktivni, mizeme je stanovit z vysky piku pii jejich redukei nebo
oxidaci, a to po jejich nakoncentrovani. Latky, které jsou elektrochemicky neaktivni,
mohou pfi dosazeni urc¢ité¢ho potencialu desorbovat a to se projevi tenzometrickym pikem,
ktery odpovidd kapacitnimu proudu prochazejicimu elektrodou za zmény kapacity
elektrické dvojvrstvy pii desorpci. Selektivitu metody lze ovlivnit vhodnou modifikaci
povrchu pracovni elektrody. Zde jako pracovni elektrodu pouzivame stacionarni rtutovou
kapku s vyhodou snadno obnovitelného povrchu [17].
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Obrazek 13. Casovy pribéh potencialu a zavislost proudu na potencialu pfi
elektrochemické rozpoustéci voltametrii [40].

Tento zplsob nakoncentrovavani 1ze vyuzit pro stanoveni iontil kovi, které se pred
akumulaci ptevadeji do vhodnych komplexii s organickymi ligandy. ProtoZe adsorpce
samostatnych iontll nenastava, ionty navazeme do adsorbovatelnych komplexii s vhodnymi
¢inidly, které jiz absorbovat lze. Selektivitu metody miizeme také fidit vhodnou modifikaci

povrchu pracovni elektrody, kde pak dochazi k navazani urcitych typl analytl na zakladé¢
chemické interakce [17, 40].

Cyklicka voltametrie

Pfi této metodé dochdzi k vkladani potencidlu trojuhelnikového pribéhu
na stacionarni elektrodu. Tato metoda je charakterizovdna plynulym nartistem potencialu
pracovni elektrody z jedné mezni hodnoty do druhé a poté zpét do vychoziho bodu.
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Obrazek 14. Potencial vkladany na elektrodu [40].

Polarizaéni kiivky jsou ve tvaru piku a méteny proud je zavisly na rychlosti ¢asové
zmény potencidlu. Protoze difuzi fadime mezi relativné pomalé transportni procesy,
dochazi pti dostateéné vysokeé rychlosti polarizace k tomu, Ze produkty elektrodové reakce
nestaci zcela oddifundovat od elektrody a miizeme je detekovat za vhodnych podminek pfi
opatném sméru potencidlové zmény. Tato metoda ma hlavni vyznam pii studiu
elektrodovych reakci [40].

Polarografie

U polarografie jako pracovni elektrodu vyuzivame rtutovou kapkovou elektrodu.
Tato elektroda je tvofena tlustosténnou kapilarou napojenou na zasobnik rtuti [17]. Prameér
kapilary je uzplsoben tak, Ze se nova kapka vytvoii a ukdpne ve specifickych ¢asovych
usecich, vétSinou co 2-6 s [42]. Dalsimi elektrodami jsou elektroda referen¢ni a pomocna.

Na rtut'ové elektrodé dochazi ke kolisani limitniho difuzniho proudu, jelikoz béhem
doby kapky dochazi k nartstani jejiho povrchu a tim padem 1 hodnoty limitniho diftizniho
proudu. Po odkapnuti kapky dojde k prudkému poklesu hodnoty proudu a poté
k opakovani celého déje. Kapacitni proud mize zkreslovat méteni. Vznika na rozhrani rtuti
a roztoku, které se chova jako kondenzator, ktery se nabiji diky vlozenému napéti.
K nejmensimu zkresleni hodnoty limitniho difizniho proudu dochazi pted odkapnutim
kapky [17].

Pii polarografii dochazi k rovnomérné zméné€ napéti vkladaného mezi pracovni
a srovnavaci elektrodu. Potencial mezi referencni a pracovni elektrodou je rlizny a méfti se
vysledna zména proudu [29]. Tento zpuisob méfeni nam umoziuje sledovat elektricky
proud ze zaznamu kiivky, kde posléze vyhodnotime jeji vySku a polohu [17]. Tato kiivka
se nazyva polarogram a je tvorena zavislosti vysledné¢ho proudu na potencialu. Pozice viny
na polarogramu podél potenciadlové soutadnice poskytuje identifikaci latky, zatimco rozsah

limitniho proudu poskytuje riznost koncentrace tohoto materialu [42].
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Diferencni pulsni polarografie

Tato metoda je vyrazné citlivéjSi metodou nez bézna polarografie. Za pouziti
kapkové elektrody, u které dochazi k mechanickému odtrhavéani kapek, snizujeme spotiebu
rtuti. Napéti, které je vkladano mezi polarizovatelnou a srovndvaci elektrodu se meéni

po malych pftirtistcich pro kazdou novou kapku a na konci kazdého pfirtistku napéti
vkladame obdélnikovy napétovy pulz [17].
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Obrazek 15. Prubeh potencidlu vkladaného na pracovni elektrodu pti diferenéni pulsni
polarografii [40].

Proud métime pied zacatkem pulzu a pfed jeho koncem. Méteni pied koncem silné
omezuje vliv kapacitniho proudu. Nakonec zaznamendvame rozdil mezi témito proudy.
Tuto diferenci sledujeme v zavislosti na vkladaném napéti. K nejveétSsim odliSnostem
dochazi v oblasti ptilvinového potencialu, coz je divodem pro¢ ma vysledna zavislost tvar
piku. Vrchol piku koresponduje s pulvinovym potencidlem a vyska piku s obsahem
depolarizatoru ve vzorku. Pribéh zavislosti diference proudid na potencidlu lze poté
odvodit z prabéhu polarografické viny [17].
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5> Experimentalni plan

Cilem prace je studium vlivu platinovych cytostatik na nadorové bunécné linie.
Pripravena cisplatinové cytostatikum je enkapsulovano do rtznych liposomu. Velikost
liposomti je charakterizovana pomoci zeta-sizeru. Tato enkapsulovana -cisplatinova
cytostatika jsou poté aplikovana na nadorové bunécné linie a je sledovana jejich interakce

s nadorovymi liniemi.

Experiment délime na tfi ¢asti.

Prvni Casti je enkapsulace platinovych cytostatik do liposomii. Pfipravené liposomy
jsou charakterizovany pomoci zeta-sizeru, kdy zjistujeme jejich velikost.

Druhou ¢asti prace je ovéfeni mnozstvi platinového 1é¢iva v liposomech pomoci
mineralizace a elektrochemického stanoveni pomoci adsorp¢ni diferen¢ni voltametrie.

Ve tieti ¢asti budou enkapsulovand cytostatika aplikovana na nadorové bunécné

linie a bude proveden MTT test.
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6 Materialy a metody

6.1 Chemikalie

Na piipravu liposomi byly pouzity tyto chemikalie: Cholesterol (C27Hs60), 1,2-
dioleoyl-  sn-glycero-3-fosfo-rac-(1-glycerol) sodikova  sul  (Cs2H78010PNa),
fosfatidylcholin ~ (CaoHsoNOgP),  chloroform  (CHCIs), 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-
fosfoetanolamin (C41H7sNOgP) - DPPE, stearylamin (C1gHsgN).

Na piipravu pufru byly pouzity tyto chemikalie: kyselina sirova (H2SOa), hydrazin
(N2H4), formaldehyd (CH-0).

Na pfipravu mineralizatni smeési byly pouzity tyto chemikalie: kyselina dusi¢na
(HNOs3), peroxid vodiku (H20,).

Na ptipravu roztoku cisplatiny byly pouzity tyto chemikalie: Cisplatina (Cl2HsN2Pt),
chlorid sodny (NaCl), ACS voda.

6.2 Pristrojové vybaveni

e pH metr inolab, WTW (Weilheim, Némecko)

e Analytické vahy BAS 31(Boeco, Némecko)

e Centrifuga 5417 R (Eppendorf, Némecko)

e Mini-Extruder 610023 (Avanti, Spojené Staty Americké)

e 663 VA Stand (Metrohm, Svycarsko)

e Koloidni analyzator Malvern Zetasizer Nano (Malvern Instruments, Velka Britanie)

e Multiwave 3000, Microwave reaction system (Anton-Paar, Némecko)

6.3 Priprava liposomiu

Diplomovéa prace je zaloZena na studiu chovani tfi riznych liposomt, které se 1isi
svym sloZzenim.
Priprava liposomu L-8

Do 15ml zkumavky je pfidano 100 mg cholesterolu (Cz7H460), 100 mg

1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-fosfo-rac-(1-glycerol) sodikové soli (Cs2H7s010PNa) a 100 mg
fosfatidylcholinu (C4oHgoNOgP), které jsou rozpustény v 4,5 ml chloroformu (CHCl3). Tato
smés je nasledné rozpipetovana po 150 ul do 30-ti 2 ml epinek a ponechana vypatrovani.
V pribéhu vypatfovani je nutné tuto smés rozlit na stény epinky, aby se vytvofil lipidovy
film. Zbytek smési je opatrné vyfoukan dusikem. Kazda epinka obsahuje 10 mg liposomu.
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Priprava liposomu L-10

Do 15ml zkumavky je piidano 100 mg 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-fosfo-rac-(1-
glycerol) sodikové soli (C4H78010PNa) a 100 mg fosfatidylcholinu (C4oHgoNOgP) které
jsou rozpustény v 3 ml chloroformu (CHCIs). Tato smés je nasledné rozpipetovana po
150 pul do 20-ti 2 ml epinek a ponechana vypatovani. V prubéhu vypatrovani je nutné tuto
smés rozlit na stény epinky, aby se vytvofil lipidovy film. Zbytek smési je opatrné
vyfoukan dusikem. Kazda epinka obsahuje 10 mg liposomu.

Priprava liposomu L-15

Ptiprava tohoto liposomu je identicka jako u liposomu L-8 s tim rozdilem, Ze misto
100 mg 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-fosfo-rac-(1-glycerol) sodikové soli (C42H78010PNa) je
piidano 100 mg 1,2-dioleoyl- sn-glycero- 3-fosfoetanolaminu (C41H7sNOgP).

6.4 Priprava roztoku

Ptiprava pufru pro méfeni cisplatiny: K 10 ml 0,36 M kyseliny bylo ptidano 0,8 ml
37% formaldehydu a 0,05 ml 15 mM hydrazinu.

Ptiprava roztoku cisplatiny: 0,9 g chloridu sodného bylo smichano s 100 ml ACS
vody. Takto vytvoteny fyziologicky roztok byl dale pouzit na piipravu cisplatinového
roztoku o koncentraci 2,6 g/l. Do 10 ml fyziologického roztoku pifidame 26,09 mg
cisplatiny. Smés dale nechame jednu hodinu pii teplot¢ 65 °C do uplného rozpusténi
cisplatiny v 0,9 % roztoku chloridu sodného (fyziologického roztoku).

Pfiprava mineraliza¢ni smési: 315 pl kyseliny dusi¢né (M= 63,01 g/mol) bylo
smichéano se 135 pul peroxidu vodiku (M= 34,01 g/mol).

6.5 Uzavirani cisplatiny do liposomu

Po vypareni ethyletheru
doplinéni 225 pl
‘fyzrlologlckého roztolcu a

75 pl zasobniho roztoku
bylo smichano s 10 mg

Zasobnl roztok cnsplatmy 0

odebrani 10 pl vzorku a
dopinéni 990 pl

fyzuologuckeho roztoku a Pridani 450 pl mineralizaéni Centrifugace extrudovanych

smésl a nésledné i< 4 !jggggpﬂ a odaéﬁ

S

Obrazek 16. Schéma uzavirani cisplatiny do liposom.
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Pro enkapsulaci cisplatiny byl pouzit zasobni roztok o koncentraci 2,6 g/l. Z tohoto
zasobniho roztoku bylo odebrano 75 pl (obsahujicich 196 ug cisplatiny) a smichéno s
10 mg liposomi. Poté k této smési bylo piidano 225 ul ethyletheru (M=74,12 g/mol)
slouziciho k otevieni liposomu a moznosti enkapsulace cytostatika. Zasobni roztok a
ethylether byly smichdny v poméru 1:3. Vyslednd smés byla rozmichdna na vodné-
olejovou emulzi. Poté doslo k odpafeni ethyletheru a k zformovani liposomu
s enkapsulovanou cisplatinou. Dale je pfidano 225 ul fyziologického roztoku (9 % roztok
chloridu sodného). Pomoci extrudéru skladajiciho se z filtru s pory o velikosti 100 nm byla
provedena standardizace velikosti liposomi. Vysledkem extruze jsou asi 110 nm liposomy
obsahujici cisplatinu ve fyziologickém roztoku.

Liposomy ve fyziologickém roztoku byly poté centrifugovany pii 4 °C po dobu
1 hodiny za tucelem odstranéni neuzaviené cisplatiny. Z jednotlivych epinek byl
centrifugaci odstranén supernatant. Takto pfipravené liposomy byly pfipraveny k testovani
na rakovinnych bunkach.

Pro stanoveni koncentrace cisplatiny uzaviené v liposomech pomoci
elektrochemickych metod, bylo nutné pfed samotnym stanovenim vzorky zmineralizovat.
Mineralizace byla provedena pfidanim 450 ul mineralizaéni smési skladajici se z kyseliny
dusicné a peroxidu vodiku (koncentraci doplnim v laboratofi). Mineralizace byla
provedena pomoci mikrovinného rozkladu po dobu jedné hodiny. Z této smési pak bylo
odebrano 10 pl roztoku a pridano k 990 ul fyziologického roztoku. Do 1980 ul pufru bylo
pridavano 20 pl této smeési. Takto ptipraveny vzorek byl pouzit pro stanoveni mnozstvi

cisplatiny pomoci diferen¢ni pulsni voltametrie.

6.6 Charakterizace liposomi pomoci koloidniho analyzatoru ZetaSizer

Nano

Pomoci koloidniho analyzatoru byly charakterizovany velikosti pfipravenych
liposomu. Liposomy byly extrudovany pies filtr s pory o velikosti 100 nm, aby bylo
dosazeno co nejrovnomérngjsi velikostni distribuce pfipravenych liposomi. U liposomt
s enkapsulovanou cisplatinou jsem ocekavala narast jejich velikosti okolo 110 nm
z davodu pfitomnosti uzaviené cisplatiny, jelikoz se pory filtru pfi extruzi mohou
zvétSovat v disledku pfitomnosti kovu. Tuto velikost také uvadéji védecké ¢lanky [28, 43].
Ptfed métenim byly jak samotné, tak enkapsulované liposomy natedény 500 ul ACS vody,
a to z duvodu prilisné polydisperzity a nemoznosti detekovat velikosti jednotlivych
liposomu. Pfistroj byl nastaven na automaticky rezim, coz znamena, ze si piistroj sam
vybira optimalni pozici pro méteni vzorku v kyveté. Do plastové kyvety byl napipetovan
vzorek o objemu 50 pl. Refrakéni index byl zvolen 1,456 [44, 45].
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Obrazek 17. Ptistroj Zeta-sizer Nano

6.7 Diferencni pulsni voltametrie

Stanoveni platiny bylo provedeno elektrochemickou metodou diferenéni pulsni
voltametrie pomoci pfistroje 663 VA Stand (Metrohm) v klasickém tiielektrodovém
zapojeni. Pracovni elektrodou byla visici rtutova kapka, referencni elektroda byla
argentchloridova elektroda a jako pomocna slouzi uhlikova elektroda. Koncentrace platiny
byla méfena za ptitomnosti 2 ml pufru. Analyzované vzorky byly probublavany argonem
(99,999%) za ucelem odstranéni kysliku po dobu 120 s. Poté byl platinovo-formazonovy
komplex akumulovan na povrch HMDE po dobu 30 s pfi potencialu -0,5V za stalého
promichavani. Koncentrace platiny byla ode¢tena z priméru tfech po sob¢é nésledujicich
metfeni vzorkll jednotlivych koncentraci. Potencidlové okno bylo nastaveno v rozmezi
-0.5V do -1,2 V. Modula¢ni ¢as pulsu byl nastaven na 0,057 s, trvani intervalu na 0,1 s,
potencidlovy krok na 1,95 mV a modula¢ni amplituda byla nastavena na 49,5 mV.
Vysledkem méfeni je voltamogram, ze kterého lze pomoci velikosti proudového piku
kvantifikovat mnozstvi cisplatiny ve vzorku [46].

Obrazek 18. Pristroj pro méteni pomoci diferencni pulsni adsorpéni voltametrie.
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6.8 MTT test

Tento test se pouziva kurCeni viability nadorovych bunék po inkubaci
s cytostatiky. Pfi tomto testu je suspenze nadorovych bun¢k pienesena do kultivaéni desky
a po nasledné adhezi jsou bunky kultivovany s cytostatiky o zvoleném poctu raznych
koncentraci. Poté je k bunkdm ptidavan substrat, ktery jsou schopny metabolizovat pouze
zivé buiky a tim padem umozni sledovat vliv cytostatika [47]. Pieziti bunék je
vyhodnoceno za uziti spektrofotometrie. Metoda je zaloZzena na redukci zlutého solubilniho
3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromidu (MTT) na nerozpustny
formazan. Tato chemicka reakce probiha na mitochondrialni membrané zivych bunék.
Formazan je nasledné rozpustén ptidanim silného detergentu a fialové zabarveni je
spektrofotometricky vyhodnocovano pii vinové délce 570 nm. Hodnota absorbance
roztoku je pfimo umérna mnozstvi zivych bun€k [48]. Vysledek chovani bunck za
jednotlivych podminek umoziuje vytvoreni kiivky zavislosti na ddvce a stanoveni ICsy,
coz je efektivni koncentrace 1é¢iva s 50 % mortalitou bunééném populace, z cehoz pak lze
vyvodit citlivost vzorku k danému cytostatiku [47].

Do 96jamkové desticky bylo vlozeno 50 ul média s 5000 bunkami, které
se inkubovaly 24 hodin pti 37 °C v atmosféie s 5% CO,. Poté bylo k butikam piidano 50 pl
média s danou koncentraci liposomalni cisplatiny, ve vzestupné fadé od samotného média
k maximalni koncentraci. Plisobeni latky bylo 24 hod pti 37 °C v atmosféte s 5% CO..
Nasledné¢ bylo do kazdé jamky pifidano 10 pul 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (5 mg/l) doba inkubace byla 52 hod, poté bylo odsato
médium a ptfidano 100 pl DMSO. Vyhodnoceni probéhlo absorbanci pii vinové délce
570 nm.

Test byl proveden na bunéénych liniich MDA-MB-231 (prsni nadorova bunécna
linie), A2780 (rakovinné buniky vajecniku) a UKF-NB-4 (nadorové bunécéné linie
neuroblastomu) a UKF-NB-4-CDDP (nadorové bunééné linie neuroblastomu rezistentni
na cisplatinu).

L]

gwb),

Obrazek 19. MTT test - titraéni desticka.
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7 Experimentalni cast

7.1 Elektrochemické stanoveni cisplatiny a jeho optimalizace

Elektrochemické metody jsou vhodné pro detekci kovovych iontl, coz bylo prokazano
v mnoha védeckych pracich [49, 50, 51]. Tyto metody jsou také citlivé na detekci
platinovych skupin, u kterych je stale velkou komplikaci kvantifikace pomoci
spektroskopickych technik [52, 53].

Elektrochemicka detekce cisplatiny na HMDE

Katalytické vyvijeni vodiku je jednou znejvice citlivych elektrochemickych metod
uzivanych pro detekci biologicky vyznamnych slou¢enin [46]. Proto jsem tuto metodu
pouzila i pro stanoveni platiny.

Jako u kazdé elektrochemické metody bylo i zde nutné nejprve provést optimalizaci
nastaveni méfeni na HMDE. Rozsah testovanych hodnot jednotlivych parametrii byl
zvolen na zakladé védeckého c¢lanku [46] a nasledné testovan na vzorku cisplatiny

0 koncentraci 0,05 pg/l. Pro méfeni byly poté vybrany nejvhodnéjsi parametry.

Optimalizace depozicniho potencidlu a ¢asu

400 -
350 - -
300 -
250 - [

200 -

Vyska piku [nA]

150 -+

100

50 ~

0 T T T T T 1
-0,2 -0,4 -0,6 -0,8 -1,0 -1,2 -1,4
Potencial[V]

Obrazek 20. Optimalizace depozi¢niho potencialu.

Optimalizace depozi¢niho potencidlu byla prométena v rozmezi -0.2 V az -1.2 V.
V tomto ptipadé byl zvolen potencidl -0,5 V na zaklad¢ hodnot namétenych pro testovaci
vzorek. Jak lze vidét z Obrazek 20, vySka piku cisplatiny byla pfi tomto potencidlu

nejvetsi.
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Optimalizace depozicniho casu

3000 -
2500 - L
2000 -

1500 A

Vyska piku [nA]

1000 ~

500 4

0 T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350

Depozicni Cas[s]

Obrazek 21. Optimalizace depozi¢niho ¢asu.

Depozi¢ni ¢as byl proméfen v rozmezi 0 az 350 s. Na zakladé kompromisu mezi

dostate¢nou vySkou piku, kontaminaci méfici cely a trvanim jednoho méfeni byl jako

24

Optimalizace c¢asu probublavani argonem
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Obrazek 22: Optimalizace ¢asu probublavani.

Vliv doby probublavani méfené¢ho elektrolytu argonem byl testovan v rozmezi
0-350 s. I presto, ze vySka piku rostla s prodluzujicim se ¢asem probublavani i v Case
delsim nez 120 s, bylo jako optimum zvoleno pravé 120 s. Opét jako kompromis mezi
dostate¢nou citlivosti metody a trvanim jednoho méieni.

Volba pocatecniho a koncového potencialu
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Pocatecni a koncovy potencial meéfeného skenu byl volen na zakladeé vyskytu piku
daného kovu. Cisplatinovy pik se vyskytuje v oblasti mezi -0,65 V a -1,00 V. Pii kazdém

méieni byl pik odecitan v rozmezi mezi -0,78 V a -0,97 V.
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Obrazek 23. Optimalizace volby pocatecniho a koncového potencialu.

Z duvodu presnéjsi a viditelnéjsi detekce platinového piku byl jako pocateéni

potencial zvolen potencial -0,5 V a koncovy potencial -1,2 V.

Stanoveni cisplatiny uzaviené v liposomech

Mnozstvi uzaviené platiny v liposomech bylo méfeno pomoci diferen¢ni pulsni
voltametrie s vyuzitim pufru pouzitém pro detekci cisplatiny, jehoZ slozeni je popsano
v ¢asti Materialy a metody. Neuzaviena cisplatina byla odstranéna z povrchu liposomu
pomoci centrifugace (po dobu 1h). Aby bylo mozno méfit mnozstvi uzaviené cisplatiny,
musely se liposomy rozbit pomoci mineralizace. V takto vzniklé smési bylo nasledné
detekovdno mnozZstvi cisplatiny.

Proto jsem zjiStovala, zda ma pfitomnost liposomll ve vzorku vliv na méfeni
cisplatiny pomoci DPV, respektive zda je pouZzitd mineraliza¢ni smés dostatecné ucinna
pro rozklad liposomi. Pro tento experiment bylo zmineralizovano Sest vzorki. Kazdé dva
vzorky vzdy o stejné koncentraci cisplatiny, s tim rozdilem, Zze k jednomu bylo piidano
10 mg liposomit L10 o velikosti 100 nm. Tyto vzorky byly zmineralizovany byla u nich
stanovena koncentrace cisplatiny.
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Obrazek 24. Srovnani voltamogramti naméfenych pro vzorky cisplatiny s liposomy a bez
liposomti, ¢ervena barva-cisplatina s liposomy o koncentraci 300 pg/l, tmavé modra-pouze
cisplatina o stejné koncentraci (300 ug/l), zelena- cisplatina s liposomy o koncentraci
120 pg/l, tyrkysova- cisplatina o stejné koncentraci (120 pg/1), Eerna- cisplatina s liposomy

0 koncentraci 40 pg/l, fialova- cisplatina o koncentraci 40 ug/I.

Tabulka 1. Vliv Vliv pfitomnosti liposomt ve vzorku na vysku detekovaného signalu

cisplatiny.
Namérena Vyska
Namérena vySka piku
Ko_ncent_race V}.’Ska p_1ku Smérodat. . plku_ Smérodat. cisplatiny Smérodat.
cisplatiny cisplatiny odchvika cisplatiny odchvika z odchvika
(ng/l s liposomem y bez y kalibradni y
(nA) liposomu kFivky
(nA) (nA)
40 1,47 0,03 1,46 0,08 1,40 0,03
120 4,59 0,41 4,35 0,09 4,40 0,05
300 11,25 0,18 11,38 0,38 11,89 0,07

Jak lze vidét z Obrazek 24 a z Tabulky 1, rozbité liposomy v mineralizacni smési

nemaji vliv na vyslednou vysku signdlu cisplatiny, coz znamend, Ze pouzita mineralizacni

sm¢s a zvoleny mineraliza¢ni proces jsou dostate¢né efektivni pro rozklad liposomti.

Pro stanoveni cisplatiny byla namé&fena kalibra¢ni kiivka standardu cisplatiny a

nasledné cisplatiny v mineraliza¢ni smési, a to za ucelem zjisténi, zda proces mineralizace

ovliviiyje vySku detekovaného piku cisplatiny.
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Obrézek 25. Kalibra¢ni kfivky cisplatiny pfed mineralizaci (Cerven¢€) a po mineralizaci
(oranZovg).

Jak lze vidét z Obrazek 25, pfitomnost mineralizani smési sniZuje citlivost
stanoveni cisplatiny. Kalibra¢ni kiivka cisplatiny bez mineraliza¢ni smési disponuje vyssi
citlivosti (0,0539) nez kalibra¢ni kiivka cisplatiny v mineralizatni smési (0,0361).
Piesnéjsi hodnoty ma vsak kiivka mineralizované cisplatiny (0,9967). Pokud tedy vzorek
pted samotnym elektrochemickym stanovenim projde mineraliza¢nim procesem, hodnoty
koncentrace musi byt odecitany z kalibra¢ni kiivky mineralizovaného standardu cisplatiny.

Nakonec byla naméfena optimalni kalibra¢ni kiivka, ktera byla méfena v rozmezi
koncentraci od 8 pg/l do 500 pg/l. Vyssi hodnoty koncentrace cisplatiny nebyly méfeny
z diivodu prilisné kontaminace méfici cely, kdy kazdé dal§i méfeni jiz neni tak piesné jako
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predchozi z divodu kontaminace méfici cely.
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Obrazek 26. Kalibra¢ni kiivky mineralizované cisplatiny.
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Z této kalibracni kiivky jsou nésledné odecitany namétfené hodnoty koncentrace
cisplatiny uzaviené v liposomech.

7.2 Priprava liposomi a studium jejich stability

Pro tuto praci byly pfipraveny tii druhy liposomt, do kterych bylo nasledné
uzavirano cisplatinové cytostatikum. Aby byly jednotlivé druhy liposomii od sebe
odliSeny, byly nazvany ciselnymi zkratkami L-8, L-10 a L-15. Liposomy byly dale

extrudovany pfes filtr o velikosti 100nm.

Studium stability liposomit napomoci Zeta sizeru

Velikost extrudovanych liposomti byla méfena pomoci koloidniho analyzatoru
v pribéhu jednoho meésice a tim byla sledovana jejich stabilita. Piedpoklad o stabilité
velikosti liposomt extrudovanych ptes filtry vychazi z prace, kde byl jiz tento faktor
studovan [54]. Liposomy byly méfeny v deviti opakovanich v kazdém daném Easovém
okamziku. Poté byla vypoctena stiedni hodnota jejich velikosti, pficemz na zakladé¢ testu
odlehlosti, kdy dolni hranice byla rovna D=y 25 a horni hranice byla rovna H= p g 975, byly
vyfazeny odlehlé hodnoty. Nasledné byla data testovana pomoci Shapiro-Wilkova testu

aplikovaného v programovém prostiedi R, jestli splituji podminky normality.

Tabulka 2. P-hodnoty Shapiro-Wilkova testu pro testovani normality dat z velikosti ti
druhil liposomi métenych v prubehu jednoho mésice.

%?)s p-hodnota liposomu L8 p-hodnolt_aig POSOME | p-hodnota liposomu L15
0 0,48 0,15 0,09
0,5 0,53 0,28 0,25
0,53 0,13 0,45
0,63 0,38 0,11
0,53 0,96 0,83
24 0,76 0,18 0,79
168 0,30 0,85 0,54
336 0,85 0,50 0,26
720 0,77 0,24 0,93
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Obrazek 27. Zména velikosti prazdnych 100 nm liposom v Case.

Jak lIze vidét z Tabulky 2., naméfena data maji normalni rozloZzeni (zadna p-hodnota
neklesla pod hodnotu 0,05), proto na né bez dalSich uprav mtizeme aplikovat linearni test
regrese.

Tabulka 3. P-hodnoty testu regrese vypocétené z hodnot velikosti liposomu v prubéhu
jednoho mésice

druh liposomu p-hodnota fyziologicky roztok
L8 0,37
L10 0,12
L15 0,41
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Obrazek 28. Zména velikosti liposomi L8, L10 a L15 v ¢asovém useku jednoho mésice -

test linedrni regrese, pfimka znac¢i ocekdvana data, body originalni data.
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Jak lze vidét z Obrazek 27 a Obrazek 28, velikost liposomu se v pritbé¢hu casu
statisticky vyznamné neméni. Zadna p-hodnota neklesla pod hodnotu 0,05. Chybové
useCky jsou pomérné velké, coz je zpusobeno rozptylem naméfenych hodnot nebo

polydisperzitou vzorku. Takto vyrobené liposomy tedy povazuji za stabilni v Case.

7.3 Uzavirani cisplatiny do liposomii

Cisplatina byla uzavirana do liposomi dle popisu uvedeném v ¢asti Materiadly a
metody. Koncentrace cisplatiny byla stanovena podle postupu uvedeném ve stejné Casti
prace.

Obvykla terapeuticka davka cisplatiny je 3 ug/ml [55]. Pro dalsi praci bylo nutné
zjistit, kolik cisplatiny jsme schopni uzaviit do jednotkového mnozstvi nami piipravenych
liposomii. Uinnost enkapsulace byla testovana na 10 mg liposomd L8 a to v rozmezi 3,8

az 15 pg cisplatiny na 1 vzorek.

Tabulka 4. Stanoveni schopnosti liposomu L8 uzavirat cisplatinu o dané koncentraci

_ mnozstvi N otekavané .
cisplatinového Nameérené mnozstvi mnostvi cis Pt _uzavrena
roztoku o cisplatiny v ng cisplatina v %
koncentraci 0,2 g/l (ng)
19 ul 0,24 3,80 6,41
0,17 3,80 4,55
0,17 3,80 4,46
38 ul 0,32 7,60 4,15
0,46 7,60 6,02
0,57 7,60 7,50
75 pl 1,38 15,00 9,21
1,35 15,00 8,99
1,34 15,00 8,92

Z vysledkt experimentu plyne, Ze nejvyssi ucinnost uzavirani cisplatiny byla
ptiblizné 9 %, a to kdyz dojde k ptidani 75 pl roztoku cisplatiny o koncentraci 0,2 g/l do
10 mg liposomil. Pfi niz§ich mnoZstvich cisplatiny byla tato U¢innost mensi, zhruba
polovi¢ni. Bylo tedy rozhodnuto, Ze bude uzavirano 75 pl cisplatiny o koncentraci 2,6 g/l,
diky které bude v kazdé epince s liposomy obsahujici 10 mg liposomti jedna terapeuticka
davka uzaviené cisplatiny.

Do vSech druhtt liposomi bylo tedy wuzavirdno 75 ul roztoku cisplatiny
0 koncentraci 2,6 g/1 dle postupu popsaném v kapitole Materialy a metody. Po mineralizaci
byla méfena koncentrace cisplatiny jak v liposomech, tak v supernatantu a ta byla nasledné
porovnana s ocekavanymi hodnotami, které byly vypocteny na zéklad¢ znalosti piivodniho

mnozstvi cisplatiny (196 ug), které bylo do liposomut uzavirano.
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Tabulka 5. Mnozstvi uzavirané cisplatiny do tfi druhti liposomtl, supernatantu a vypocet
ztraty mnoZzstvi cisplatiny v priab¢hu extruze

MnozZstvi Mnogstvi Vypocitané
. . nozstvi 1.z .
T cisplatiny . . ocekavané ,
yp Y cisplatiny v v .. , Rozdil
. uzaviené mnozstvi Rozdil (ng)
liposomu . supernatantu . ) v %
v liposomech (ng) cisplatiny
(ng) (ng)
L8 13,14 145,73 196,00 23,98 12,24
14,71 141,59 196,00 25,00 12,75
14,61 139,74 196,00 27,04 13,80
L10 10,29 152,08 196,00 23,34 11,91
10,95 153,53 196,00 20,57 10,49
11,70 153,31 196,00 19,30 9,85
L15 7,49 130,89 196,00 50,13 25,58
7,74 133,81 196,00 62,19 27,78
8,53 133,62 196,00 62,40 27,49

Jak je wvidét z Tabulky 5, rozdil mezi ocekavanym mnozstvim a zméfenym
mnozstvim se pohybuje v ramci 30 %, coz je zpusobeno ztratou cisplatiny v prub&hu
extruze pomoci extrudéru. Liposomy L10 byly schopny uzavtit 5,5 % cisplatiny, liposomy
L8 okolo 7% a liposomy L15 3,5%. Uzavirani cisplatiny o vys$§i koncentraci sice
nedosdhlo ocekavanych 8 %, ale ve vSech ptipadech je v liposomech uzaviena alespon

jedna terapeuticka davka.

7.4 Studium stability liposomu s uzavi‘enou cisplatinou

Stabilita liposomi S uzavienou cisplatinou byla studovana pomoci méfeni jejich
velikosti v Case. Velikost liposomli byla méfena pomoci dynamického rozptylu svétla.
Chovani liposomii bylo studovano ve tfech riznych prostiedich, ve fyziologickém roztoku,
ve vnitrobunééném roztoku a v Ringerové roztoku (analog lidské plazmy).

Liposomy byly méfeny v deviti opakovanich pfi kazdém casovém okamziku. Poté
byla vypoctena jejich stfedni hodnota a na zakladé testu odlehlosti, kdy dolni hranice byla
rovna D=1 025 a horni hranice byla rovna H= p 75, byly vytazeny odlehlé hodnoty. Dale

byla data testovana, zda splituji podminku normality.
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Obrazek 29. Histogramy rozloZeni naméfenych hodnot velikosti liposomt v jednotlivych
prosttedcich po dobu jednoho mésice v ramci tfi druhii liposoma L10, LS8, LI15.
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Rozlozeni naméfenych dat v pribéhu jednoho mésice lze vidét na Obrazek 29.
Normalita dat byla testovana na zakladé Shapiro-Wilkova testu. Pokud by byla hodnota p <
0,05, data nespliuji podminku normality. Pro piehlednost jsou p-hodnoty jednotlivych
liposomu v jednotlivych prostfedich vyjadieny v Tabulce 6-8.

Tabulka 6. P-hodnota Shapiro-Wilkova testu pro testovani normality naméfenych dat pro
liposomy L8.

druh cas | fyziologicky roztok | vnitrob. prostiedi | Ringeriiv roztok
liposomu (h) (p-hodnota) (p-hodnota) (p-hodnota)

L8 0 0,34 0,37 0,31
0,5 0,79 0,64 0,41

1 0,68 0,29 0,11

2 0,78 0,80 0,78

6 0,68 0,83 0,80

24 0,70 0,47 0,33

168 0,44 0,14 0,59

336 0,95 0,95 0,09

720 0,71 0,80 0,45

Tabulka 7. P-hodnota Shapiro-Wilkova testu pro testovani normality naméfenych dat pro
liposomy L10.

druh ¢as | fyziologicky roztok | vnitrob. prostifedi | Ringeriv roztok
liposomu (h) (p-hodnota) (p-hodnota) (p-hodnota)
L10 0 0,42 0,65 0,95
0,5 0,37 0,52 0,36
1 0,08 0,09 0,89
0,32 0,32 0,13
6 0,33 0,57 0,96
24 0,51 0,52 0,25
168 0,95 0,38 0,42
336 0,84 0,39 0,11
720 0,27 0,34 0,82
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Tabulka 8. P-hodnota Shapiro-Wilkova testu pro testovani normality naméfenych dat pro

liposomy L15.
’ druh ?ﬁ;’ fyzliglz(;%ilfky vnitrob. prostiedi Ringeriv roztok
iposomu (p-hodnota) (p-hodnota) (p-hodnota)

L15 0 0,42 0,47 0,16

0,5 0,37 0,96 0,74

0,08 0,38 0,52

0,32 0,66 0,89

0,68 0,56 0,90

24 0,51 0,84 0,95

168 0,90 0,95 0,94

336 0,84 0,95 0,05

720 0,49 0,07 0,46

Jak lze vidét z téchto tabulek, zadna z p-hodnot v zadném prostiedi Vv priabéhu

jednoho meésice neni mensi nez 0,05, tato data tedy povazujeme za data s normalnim

rozdélenim.

Takto zpracovana data byla pouzita pro dal$i analyzu. V dalsi ¢asti jsem se

zabyvala ovéfenim, zda jsou dand data v ramci jednotlivych prostfedi stabilni, tj. jejich

velikost je stala. Byly provedeny testy stabilit pomoci t-testu regresniho parametru v ramci

jednotlivych liposomt v jednotlivych prostiedich.

Tabulka 9. P-hodnota testu linearni regrese jednotlivych liposomt v ramci kazdého

prostredi
druh liposomu fyziologicky roztok | vnitrobunéény roztok | Ringeriv roztok
L8 0,09 0,71 0,99
L10 0,06 0,83 0,85
L15 0,80 0,05 0,06

Jak 1ze vidét z Tabulky 9., byla hodnota p-hodnota u regresniho parametru nad

prahovou hodnotu 0,05. Miizeme tedy fict, ze rozméry liposomll se s Casem v ramci
Tuto

I V nasledujicich tfech obrazcich, které graficky znazoriuji vysledky testu linearni regrese.

jednotlivych prostiedi statisticky vyznamné neméni. skutenost lze vidét
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Obrazek 30. Velikost liposomt L8, L10 a L15 s uzavienou cisplatinou v ¢asovém useku
jednoho mésice ve vnitrobunéném prostiedi- test linearni regrese, pfimka znaci o¢ekavana
data, body originalni data

54



m

[

velikost (

130
120
110
100
90
80
70

~—~

Liposomy L8

200 400
¢as (h)

600

800

velikost (nm)

130

e o
N O O BN
O O o O oo

Liposomy L10

200 400
cas (h)

600

800

velikost (nm)

130
120

[EY
[HN
o

100

~N 0 ©
o O O

Liposomy L15

-

200 400
¢as (h)

600

800

Obrazek 31. Velikost liposomt L8, L10 a L15 s uzavienou cisplatinou v ¢asovém useku
jednoho mésice ve fyziologickém roztoku- test linearni regrese, pfimka znaci o¢ekdvana

data, body originalni data
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Obrazek 32. Velikost liposomt L8, L10 a L15 s uzavienou cisplatinou v ¢asovém useku
jednoho mésice v Ringerove roztoku- test linedrni regrese, ptimka znaci ocekavana data,
body originalni data

Dale bylo testovdno pomoci testu ANOVA, zda se velikosti liposomid méni
ve srovnani mezi jednotlivymi prostfedimi. Vysledkem testu ANOVA bylo, Ze liposomy
L10 se v ramci prostiedi 1isi s p-hodnotou 0,004, Liposomy L8 s p-hodnotou taktéz 0,004
a liposomy L15 se 1isi s p-hodnotou 0,0006. Tyto hodnoty jsou niZs§i nez prahova hodnota

0,05, proto pozorujeme mezi témito daty statisticky vyznamny rozdil.
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Obrazek 35. Boxplot velikosti liposomt L15 v jednotlivych prosttedich.

ANOVA prokazala statisticky vyznamny rozdil v jednotlivych skupinach, proto

jsem provedla nasledny Tukeylv test pro porovnani jednotlivych dvojic prostiedi.

Tabulka 10. P-hodnoty z Tuckeyho testu rozdilt mezi velikostmi liposomu v ramci
rozdilnych prostiedi

p-hodnota | p-hodnota | p-hodnota
L10 L8 L15
plazma-fyziologicky roztok 0,990 0,005 0,127
vnitrobunécné prostiedi-fyziologicky 0.000 0015 0.049
roztok ’ ’ ’
vnitrobunécéné prostredi-Ringeruv roztok 0,000 0,904 0,00039

Jak lze vidét z vysledkt ANOVY a Tuckeyho testu a z vykreslenych boxploti, byl
prokazan rozdil mezi velikostmi liposomu v ruznych prostiedich. U liposomu L10 se
nejvice odliSovaly velikosti liposoml ve vnitrobunécném prostiedi, kdy statisticky rozdil
mezi naméfenymi hodnotami byl vyznamny, od liposomi ve fyziologickém roztoku a v
Ringerové roztoku. To samé muzeme pozorovat v piipadé liposomi L15, kde ale neni
rozdil mezi jednotlivymi prostiedimi tak velky. V ptipad¢ liposomt L8 nepozorujeme v
ramci méfeni Zadné statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi prostfedimi, jelikoz p-
hodnota neklesla pod 0,05.
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Jednotlivé stability liposomtl v ¢ase v riznych prostiedich jsou nazorné vykresleny
v nasledujicich ttech grafech.
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Obrazek 36. Zména velikosti liposomi s uzavienou cisplatinou v prubéhu ¢asu liposomy
L8 (modra-fyziologicky roztok, zelena-vnitrobunééné prostredi, zlutd-Ringertv roztok).
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Obrazek 37. Zména velikosti liposomi s uzavienou cisplatinou v prubéhu casu liposomy
L10 (modra-fyziologicky roztok, zelena-vnitrobunécéné prostiedi, zZluta-Ringeriv roztok).
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Obrazek 38. Zména velikosti liposomi s uzavienou cisplatinou v prabéhu casu liposomy
L15 (modra-fyziologicky roztok, zelena-vnitrobunééné prostiedi, Zluta-Ringeriv roztok).

Jak lze wvidét 1 ztéchto grafli, velikost liposomi s uzavienou cisplatinou se
V prib¢hu ¢asu neméni, méni se velikosti pouze v rdmci riznych prostiedi. Diky témto
poznatkim budeme piedpokladat, ze odtok uzaviené cisplatiny v Case je minimalni. Dale
bylo provedeno méfeni pomoci diferenéni pulsni voltametrie, ve kterém byl tento

predpoklad ovétovan.

Meéreni stability liposomii s uzavienou cisplatinou pomoci diferencni pulsni voltametrie

Stabilita liposomil s uzavienou cisplatinou byla studovana v zavislosti na ¢ase. Bylo
provedeno méfeni jednotlivych druhti liposomi v danych ¢asovych intervalech.

Mnozstvi cisplatiny uzaviené v liposomech bylo méteno nasledujicim zptsobem.
Cisplatina byla do liposoml uzaviena dle navodu uvedeném v ¢asti Materidly a metody
a byl vyroben smésny vzorek, ktery byl alikvotné rozdélen. Vzorky byly centrifugovany
apoté znich byl odsat supernatant. Dale byly vzorky mineralizovany, a to pfidavkem
450 pl mineraliza¢ni smési. Z mineralizované smési bylo odebrano 10 pl roztoku a
ziedéno 990 ul fyziologického roztoku z diivodu nutného sniZeni koncentrace méteného
vzorku (aby byla detekovana koncentrace v ramci linearniho rozsahu detekce). Z tohoto

vzorku bylo poté odebirano 20 ul a méfeno s 1980 pl pufru pro méteni platiny.
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Tabulka 11. Mnozstvi cisplatiny uzaviené v liposomech v prubéhu 24 hodinového

Casového useku ve tiech riznych prostiedich

fposomu | | MuosstiGi) | GEEEENEE | Muosstv (ug
Cas C|spla}t|ny v 100 mg liposomii C|spla}t|ny vV 100 mg
(h) liposomii vnitrobunééné liposomii

fyziologicky roztok prostiedi Ringeriv roztok

L8 0 12,63 13,68 11,94

1 14,50 13,43 12,01

6 17,76 11,69 11,58

24 17,76 10,88 10,19

L10 0 13,40 14,72 13,59

1 15,86 14,22 12,89

14,22 13,68 7,19

24 14,15 8,42 6,28

L15 0 5,45 5,15 4,60

1 5,27 5,19 1,99

5,81 3,33 15,41

24 3,58 2,21 15,64

Jak lze vidét z Tabulky 4, liposomy s uzavienou cisplatinou jsou ve fyziologickém
roztoku v Case stabilni, nezaznamenavame zde vyrazny odtok cisplatinového IéCiva.
Ve vnitrobunééném prostiedi naopak po Sesti hodinach dochazi k ¢astecnému odtoku
cisplatiny, to samé probéhlo Vv Ringerové roztoku. Méfeni bylo provadéno pouze
v ¢asovém rozmezi 24 h, z toho divodu, Ze doba G¢innosti liposomu s 1é¢ivem nebude v
téle delsi nez 24 h, a to z divodu interakce s biomolekulami organismu.

7.5 Studium uéinku pripravenych liposomalnich cisplatin na zivé bunky

Stanoveni koncentrace cisplatiny v liposomech

Do liposomi bylo uzavirano takové mmnozstvi cisplatiny, aby kazda davka
aplikovana na bunky obsahovala koncentraci nejméné 30 pg /ml kvili testovani pomoci
MTT testu. Byl vytvoien jeden kontrolni vzorek samotné cisplatiny o koncentraci
45,2 ng/l. Kazdy vzorek byl poté zméfen pomoci diferencni pulsni voltametrie stejnym
zpusobem, jak bylo popsdno v ptedchozich kapitoldch. Kazdé méteni bylo provedeno
ctyfikrat, na zéklad¢ testu odlehlosti vyfazeny odlehlé hodnoty a nasledné byl pouzit
pramér namétenych hodnot jiz bez hodnot odlehlych.
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Tabulka 12. Koncentrace cisplatiny uzaviené v liposomech, které byly aplikovany na
nadorové buiiky.

Druh liposomu Koncentrace cisplatiny (ng/ml)
L8 66,77
L10 45,38
L15 101,28
cisplatina 45,20

Jak lze vidét ztéto tabulky, jednotlivé koncentrace uzaviené cisplatiny
Vv liposomech se lisi. Mnozstvi liposomu s cisplatinou, které interagovalo s buiikami, bylo
pocitano dle méfeni v kapitole 7.3 . Primérné mnozstvi uzaviené cisplatiny u liposomu
L15 okolo 7 pg v 10 mg liposomu, u L8, piiblizné¢ 14 ug a u L10 pfiblizne 11 pg. Na
zaklad¢ téchto znalosti bylo pouzito konkrétni mnozstvi liposomi s uzavienou cisplatinou,
které se liSilo dle druhu liposomu. Liposomy L15 nejsou schopny uzavirat dostate¢né
mnozstvi cisplatiny, proto jich bylo pfiddno vice mg a to je dlivodem vysoké koncentrace
cisplatiny.

MTT test- reakce liposomii s uzavirenou cisplatinou s nadorovymi buiikami

Buitky NB4

130 +
120 -
110 +
100 ~
90 -
80 -
70 -
60 -
50 A
40 A
30 A
20 -

viabilita bunék (%)

0 T T T T T T T T T T 1
4500 2250 1125 562 281 141 0,70 035 018 0,09

koncentrace cisplatiny (ng/ml)

L8 = 10 — 15 — cisplatina

Obrazek 39. Interakce liposomt s enkapsulovanou cisplatinou s nadorovymi buiikami NB4
(nddorové linie neuroblastomu).
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Jak Ize vidét z Obrazek 39. z osy y, ze které mizeme vycist viabilitu bun¢k nadoru
nervové tkané neuroblastomu, nejvétsi Gcinnost na nadorové bunky NB4 mé samotna
cisplatina, kdy po aplikaci koncentrace 45 ul/ml dojde k pieziti pouze 20 % nadorovych
bun¢k. Z liposomi s uzavienymi cytostatiky maji nejvétsi ucinnost liposomy L10 a L8,
které byly schopny dopravit dostatené mnozstvi cytostatika, aby viabilita bunék klesla

alespon k 50 %. Naopak nejniz$i t¢innost ma cisplatina uzaviena v liposomech L15.

Buiiky MDA-MB231

130 ~
120 A
110 -
100 -
90 -
80 A
70 A
60 -
50 -
40 -
30 A
20 A
10 -

viabilita bunék (%)

45,00 22,50 11,25 562 281 141 0,70 035 0,18 0,09
koncentrace cisplatiny (ug/ml)

L8

L10

L15 — cisplatina

Obrazek 40. Interakce liposomt s enkapsulovanou cisplatinou s nadorovymi buiikami
MDA-MB231 (néddorové bunky prsu).

Jak lze vidét z viability bunék na Obrazek 40, nejvétsi ucinnost na nadorové buiky
prsu MDA-MB231 maji liposomy L10, kdy po aplikaci liposomalni platiny o koncentraci
45 pl/ml dojde k 45 % pteziti nadorovych bunék. Nejnizsi ti¢innost mé cisplatina uzaviena
v liposomech L8 a L15, kde se viabilita bunék i pti nejvyssi koncentraci pohybovala okolo
85 %.
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Buiiky A2780

130 q
120 A
110 -
100 A
90 -
80 A
70 -
60 -
50 4
40 -
30 A
20 -

viabilita bunék (%)

45,00 22,50 11,25 562 281 141 0,70 03 0,18 0,09
koncentrace cisplatiny (ng/ml)

L8 —| 10 = 15 —cisplatina

Obrézek 41. Interakce liposomt s enkapsulovanou cisplatinou s nddorovymi buitkami
A2780 (nadorové buiiky vajecniku)
Jak 1ze vidét z Obrazek 41, nejvétsi ucinnost na nadorové buiky vajeéniku A2780
ma cisplatina s liposomy L10, kdy po aplikaci koncentrace 45 pl/ml dojde k 20 - 35%
preziti nadorovych bunék. Nejnizsi u¢innost ma znovu cisplatina uzaviena v liposomech

L15, kdy viabilita bun€k pii nejvyssi koncentraci byla 80 %.
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Bunky NB4 CDDP — bunky rezistentni na cisplatinu

120 ~
110 -
100 -
90 -
80 -
70 A
60 -
50 A
40 ~
30 -
20 -

L8
|10
|15

— cisplatina

viabilita bunék (%)

45,00 22,50 11,25 5,62 2,81 1,41 0,70 0,35 0,18 0,09 0,00
koncentrace cisplatiny (ng/ml)

Obrazek 42. Interakce liposomu s enkapsulovanou cisplatinou s nadorovymi buitkami NB4
rezistentnimi na cisplatinu (nddorové bunécné linie neuroblastomu).

Jak lze vidét zviability bunék u nadorovych bunécnych linii rezistentnich na
cisplatinu, viabilita bun€k ve vSech ptipadech byla vétsi nez 65 %, a to dle ocekavani.
Utinnost cisplatinového 1é¢iva byla tedy snizena z diivodu rezistence nadorovych bungk
na platinova cytostatika. Na tuto nadorovou linii pasobily nejucinngji liposomy L10
a samotné platinové cytostatikum, které byly schopny dopravit dostatecné mnozZstvi
cytostatika, aby viabilita byla mensi nez 80 %. Nejniz$i uc¢innost mély liposomy L15, kdy

viabilita bun€k 1 pfi nejvyssi koncentraci piesahovala 95 %.
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8 Diskuse

Pro dosazeni hlavniho cile prace bylo nutné nejdiive provést optimalizaci detek¢ni
metody pro elektrochemické stanoveni platiny. Zakladni nastaveni metody bylo provedeno
dle ¢lanku [46]. Po testovani byly zvoleny jako optimalni nasledujici hodnoty. Depozi¢ni
potencial byl zvolen -0,5V, protoze vyska piku cisplatiny byla pfi tomto potencialu
nejvyssi. Depozicni €as byl zvolen na zékladé kompromisu mezi dostatecnou vyskou piku,
zvy$enou kontaminaci méfici cely a délkou depozi¢niho ¢asu 30s. Cas probublavani
argonem byl zvolen 120 s. Tato hodnota byla vybrana proto, aby se pfili§ neprodluzoval
Cas jednotlivych analyz a nedochazelo ke zvysené kontaminaci méfici cely, coz mélo za
nasledek zkresleni jednotlivych analyz méfeni. Pocatecni a koncovy potencidl byl po
testovani nastaven na -0,5 a -1,2 V z diivodu toho, Ze cisplatinovy pik se vyskytuje v
oblasti mezi -0,65 V a -1,00 V. Takto nastavené parametry byly pouzivany po celou dobu
méfeni.

Déale bylo optimalizovano stanoveni cisplatiny v liposomech pomoci diferenéni
pulsni voltametrie. Pufr na detekci cisplatiny byl stejného slozeni, jako pufr pouzity
v ¢lanku [46]. Dalsim krokem bylo testovani vlivu liposomi na vysku naméfeného piku
cisplatiny. Bylo zjisténo, Ze liposomy o velikosti 100 nm nemaji na vysku piku cisplatiny
zadny vliv. Poté byl testovan vliv mineralizacni smé&si na elektrochemickou detekci
cisplatiny. Zjistila jsem, Ze pouzita mineralizacni smés pii detekci snizuje vysku signalu
cisplatiny. Proto byla kalibra¢ni kiivka, ktera byla nasledné¢ pouZita pro vypocet
koncentrace cisplatiny, meéfena v mineralizatni smeési, abych tim odstranila vliv
mineralizace vzorku pied samotnym elektrochemickym stanovenim.

Nasledné byly piipravovany dle ovéteného postupu tii druhy liposomd [56]. L8 se
1i$i od liposomu L10 tim, ze obsahuje cholesterol. Liposomy L10 neobsahujici cholesterol,
budou v agresivnim prostiedi lidského téla méné stabilni [57]. Cholesterol pomaha
udrzovat stabilitu liposomové membrany a snizuje jeji propustnost, ¢imz zabranuje unikani
latek uzavienych v liposomech [57]. L15 obsahuje oproti liposomim L10 a L8 synteticky
DPPE. DPPE se vyskytuje v bunéénych membranach [58]. Tato molekula ma tvar kuzele a
diky tomu je schopna navéazat proteiny na ionizovatelnou aminoskupinu pies vodikovy
mustek [58]. Prilis velké liposomy jsou v lidském téle vychytavany endoretikularnim
systémem [59]. Velikost liposomalnich 1é¢iv se proto pohybuje v rozmezi 50 az 500 nm
[60]. Naproti tomu pfili§ malé liposomy ale nedokazi uzavtit dostate¢né velké mnozstvi

cytostatika, proto zde musi byt kompromis mezi velikosti liposomu a jeho schopnosti
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uzaviit cytostatikum. V této praci jsem jako optimalni zvolila velikost 100 nm. Tato
velikost je nejcastéji pouzivanou velikosti pti vyrobé tohoto 1éc¢iva [28,43]. Protoze jsem se
chtéla presveédcCit o stabilit¢ pfipravenych liposomt, ve své praci jsem sledovala velikost
liposomu v ¢asovém intervalu jeden meésic. Po dobu jednoho mésice byly vSechny tii
pfipravené druhy liposomi stabilni, nebyl mezi jednotlivymi casovymi okamziky nalezen
zadny statisticky vyznamny rozdil.

Cisplatinu jsem do pfipravenych liposoml uzavirala dle publikovaného postupu
[21]. Nejdiive byla testovdna nizsi koncentrace cisplatiny a celkova schopnost liposomu
uzaviit cisplatinu v danych laboratornich podminkach. Uspé&$nost enkapsulace byla
testovana na liposomech L8 a pohybovala se okolo 8 %. Na zakladé toho faktu byla
zvolena koncentrace vyssi, ktera uz ve vysledném liposomu obsahovala terapeutickou
davku 3 pg/ml [58]. Takto koncentrovand cisplatina (2,6 g/l) byla uzaviena do vsech tii
druhti liposomd a pomoci diferen¢ni pulsni voltametrie byla zméfena jeji koncentrace,
ktera byla poté pfepocitana na mnozstvi cisplatiny v 10 mg liposomt. V dusledku extruze
liposomt pomoci extrudéru pies filtry o velikosti 100 nm dochdzelo ptiblizné k 30 % ztraté
cisplatiny. Tyto ztraty se liSily v rdmci riznych druha liposomt. Kazdy druh liposomt je
také schopen uzavirat jiné mnozstvi cisplatiny. Nejvice cisplatiny dokazi uzavtit liposomy
L8, nejmén¢ liposomy L15.

Dale byla znovu testovana velikost liposomd, tentokrat s enkapsulovanou
cisplatinou v ¢asovém intervalu jeden mésic ve tfech riznych prosttedich (fyziologicky
roztok, vnitrobunécné prostiedi, Ringertiv roztok). Po dobu jednoho mésice byly vSechny
druhy liposomi v ramci jednotlivych prosttedi stabilni, nebyl mezi jednotlivymi ¢asovymi
okamziky nalezen Z&dny statisticky vyznamny rozdil. Liposomy tedy povaZzuji v rdmci
jednotlivych prostiedi po dobu jednoho meésice za stabilni. Rozdil ve velikostech byl vSak
zaznamenan mezi jednotlivymi prostfedimi. V pfipad¢ liposomu L10 se nejvice odliSovaly
velikosti liposomil ve vnitrobunécném prostiedi, kdy statisticky rozdil mezi namétfenymi
hodnotami byl vyznamny (p-hodnota byla mensi nez 0,05 -viz. Tabulka 10), od liposomi
ve fyziologickém roztoku a v Ringerové roztoku. Tento rozdil mohl byt zpisoben tim, Ze
liposomy ve vnitrobunéném prostiedi na svlij povrch navazaly dalSi latky, které
obsahovalo toto prostfedi, a tim jejich velikost vzrostla. To samé se d€lo v piipadé
liposomu L15, kde ovS§em neni rozdil mezi jednotlivymi prostiedimi tak zna¢ny. Naopak v
pfipad¢ liposomi L8 nepozorujeme v ramci méfeni zadné statisticky vyznamné rozdily
mezi jednotlivymi prostiedimi, jelikoz p-hodnota neklesla pod 0,05. Dale bylo provedeno

meéfeni pomoci diferencni pulsni voltametrie, ve kterém byl tento pfedpoklad ovéfovan.
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Liposomy suzavienou cisplatinou jsou ve fyziologickém roztoku v Case stabilni,
nezaznamendvame zde vyrazny odtok cisplatinového 1éCiva. Ve vnitrobunééném prostiedi
naopak po Sesti hodindch dochazi k ¢astecnému odtoku cisplatiny, to samé se déje
Vv Ringerové roztoku. Predpoklad z méteni velikosti se tedy potvrdil pouze v pripadé
fyziologického roztoku, v dalSich dvou prostiedich dochazi k castecnému odtoku
cisplatiny.

Na zéavér byl proveden MTT test, ve kterém byly pouzity liposomy s uzavienou
cisplatinou na nadorové bunécné linie. Nejdiive byla zméfena koncentrace cisplatiny
V jednotlivych druzich liposomi pomoci diferen¢ni pulsni voltametrie. MnoZstvi pouZzitych
liposomt bylo zvoleno na zakladé meéfeni mnozstvi, které jsou jednotlivé liposomy
schopny uzaviit. Z toho divodu se liposomu L15 davalo vétsi mnozstvi, jelikoz je jeho
L15, kdy ani v jednom pftipadé nebyla viabilita rakovinnyh bun€k nizsi nez 50 %. Tento
druh liposomt tedy neni pfili§ vhodny pro uzavirani cisplatiny. Ani liposomy L8 nebyly
nadorové bunécné linie neuroblastomu. U téchto liposomil by mohlo byt feSenim zvySeni
terapeutické davky, coz by znamenalo ptidat dal$i liposomy s uzavienou cisplatinou a
zvysit tak mnozstvi cisplatiny pusobici na naddorové bunécné linie. Nejlépe fungovaly
liposomy L10, které mély stejné chemické slozeni jako liposomy L8 s tim rozdilem, zZe
neobsahovaly cholesterol, kdy po aplikaci liposomalni platiny dojde k 45 % pieziti
nadorovych bunék prsu a pouze 20 % pieziti nddorovych bunéénych linii vajecniku. U

neuroblastomu nesnizily viabilitu bunék pod 50 %.
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1 4 4
9 Zavér

Lécba rakoviny je v dneS$ni dobé jednim z hlavnich témat vyzkumt v oblasti
mediciny. V pribehu poslednich dvaceti let je snaha produkovat nové, efektivnéjsi a méné
cytotoxicka 1éc¢iva. Cisplatina se fadi k jednomu z nejefektivnéjSich prostredk k 1é¢bé
rakoviny varlat, vajeéniku, hlavy a krku, rakoviny plic a dalsich nadorovych
onemocnéni [61].

Novou formulaci cisplatiny je liposomadlni cisplatina, kterd nahrazuje ptavodni
cisplatinu a snizuje jeji toxicitu a zvySuje efektivitu [61].

Tato prace se zabyva uzaviranim cisplatiny do liposoma a studiem efektt takto
ptipravenych komplext. Ktomu bylo vyuZito elektrochemickych metod, které jsou
vhodnymi a velice citlivymi metodami pro detekci kovovych iontd. Tyto metody jsou také
citlivé na detekci platinovych skupin, proto bylo méfeni mnozstvi cisplatiny provedeno
praveé elektrochemickou metodou diferen¢ni pulsni voltametrie [52,53].

V praci byla provedena optimalizace metody pro méfeni cisplatiny a byly testovany
vlivy liposomil a mineraliza¢ni smési na detekci cisplatiny.

Dale byl optimalizovan postup uzavirani cisplatiny do liposomd. Dle
optimalizovan¢ho postupu pak byla uzavirana cisplatina o koncentraci 2,6 g/l do 10 mg
ttech druhd liposomi o rozdilném chemickém slozeni. Kazdy z téchto liposomil
disponoval jinou schopnosti uzavtit cytostatikum.

Poté byla studovana stabilita takto pripravenych liposomli pomoci diferen¢ni pulsni
voltametrie a koloidniho analyzatoru. Tyto studie dokazuji, Ze cisplatinové léCivo je
stabilni ve fyziologickém roztoku nejméné po dobu 24 h, coz z néj déld vhodné médium
pro uchovani tohoto 1é¢iva.

Liposomy s takto uzavienou cisplatinou byly na zavér aplikovany na rakovinné
buriky. Jejich efekt na viabilitu téchto nadorovych bunék nebyl tak vysoky, jak bylo
ocekavano. Tento problém mohl byt zpiisoben malou koncentraci cisplatinovych liposomd,
jelikoz terapeuticka davka byva specificka pro kazdy typ rakoviny a je udavana pro Cistou
cisplatinu, nikoliv jeji liposomalni formulaci.

Lipoplatina je v dneSni dobé hojné testovana a je nad&mnou formou cisplatiny, ktera
redukuje jeji markantni vedlejsi ucinky.
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Seznam zKkratek

EPR
ER
DNA
ATR
p53
p73
MAPK
SUV
LUV
MLV
TEM
DPV
NTU
HMDE
DPPG
DPPE
MTT

efekt zvySené propustnosti a retence

estrogen reagujici

deoxyribonukleotidové kyselina

serin/threonin kinaza

tumor supresorovy gen, senzor poskozeni DNA
tumor supresorovy gen

mitogenem aktivovana proteinkinaza

malé unilamelarni liposomy

velké unilamelarni liposomy

multilamelarni vesikuly

transmisni elektronova mikroskopie

diferen¢ni pulsni voltametrie

nefelometrické turbiditni jednotky

visici rtutova kapka
1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosforylglycerol sodna stl
1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-fosfoetanolamin

solubilniho 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromidu
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Prilohy

Tabulka 13. Uzavirani cisplatiny o koncentraci 0,2 g/l v rizném mnozstvi, méfeno 4x,
vzata prumérna hodnota a vypocitdna smeérodatnd odchylka, dopliujici informace k

Tabulce 5.
mnoZzstvi | pramér. Ocekavan.
cisplat. vy'ska Smér Horni | Dolni Konc. mnozstvi mnozs_tw
roztoku o piku od. hranice | hranice | (ug/l) (ng) na cisplatiny
koncentra | cisplatiny | odch. epinku pug na
ci 0,29/l (nA) epinku
19 nl 1,88 0,15 2,17 1,59 541,31 0,24 3,80
1,27 0,44 2,13 0,40 384,22 0,17 3,80
1,24 0,07 1,38 1,10 376,73 0,17 3,80
38 ul 2,50 0,03 2,57 2,43 700,75 0,32 7,60
1
3,73 0,31 4,33 3,13 016,93 0,46 7,60
1
4,70 0,14 4,98 4,43 267,32 0,57 7,60
3
75 nl 0,97 0,02 1,01 0,93 068,95 1,38 15,00
2
0,94 0,03 1,01 0,88 996,96 1,35 15,00
2
0,93 0,02 0,97 0,89 972,38 1,34 15,00

Tabulka 14. Uzavirani 75 ul cisplatiny o koncentraci 2,6 g/l do 4 druht liposomii, méfeno
4x, vzata prumérna hodnota a vypocitana smérodatnd odchylka, dopliujici informace k

Tabulce 6.
prvierna o mnozstvi
druh Vg;,i(l;a smel:;)dat Horni Dolni koncentra | cisplatiny
liposomu cisplatiny | odchylka hranice hranice ce (ng/l Vv ug na
epinku
(nA)
L15 6,25 1,03 8,28 4,22 16 639,50 7,49
6,46 0,23 6,91 6,01 17 189,71 7,74
10,60 0,67 11,92 9,29 27 835,04 12,53
L10 8,67 0,35 9,35 7,99 22 865,23 10,29
9,24 0,47 10,17 8,32 24 333,36 10,95
9,89 0,74 11,34 8,43 25 989,58 11,70
L8 10,27 0,29 10,54 9,40 26 982,66 12,14
13,35 4,57 22,31 4,40 34 905,77 15,71
15,86 0,47 19,78 17,95 41 355,95 18,61
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Tabulka 15. Méfeni supernatantu z uzavirani cisplatiny o koncentraci 2,6 g/l do liposomu
méfeno 4x, vzata primérnd hodnota a vypocitdna smeérodatnd odchylka, dopliujici
informace k Tabulce 6.

druh supernatantu priimér smérodatna Hor_nl' Doll_li koncentrac
odchylka hranice | hranice e (ug/l
L15 supernatant 2,96 0,11 3,18 2,74 81 806,33
2,84 0,01 2,86 2,82 78 799,44
2,40 0,11 2,63 2,18 67 609,19
L10 supernatant 2,46 0,21 2,87 2,06 69 129,15
2,49 0,16 2,80 2,18 69 787,00
2,68 0,14 2,96 2,41 74 783,91
L8 supernatant 2,54 0,01 2,57 2,51 71 088,25
2,89 0,24 3,36 2,41 79 992,45
2,79 0,09 2,97 2,61 77 632,04

Tabulka 16. Stabilita liposomi ve vnitrobunécném prostiedni, méfeno 4x, vzata primérna
hodnota a vypocitana smérodatna odchylka, dopliiujici informace k Tabulce 11.

p}‘ ﬁrRérn « , , mnozstvi
Druh | ¢as | #V¥Ska | smérodat | Horni | Dolni 1\ \ooonera | cisplatiny
liposom. |  (h) _piku na hranic | hranic ce (ug/l) v ig na
cisplatin | odchylka e e epinku
y (nA)
L8 0,00 11,60 0,47 12,51 10,69 | 30401,69 13,68
1,00 11,39 0,62 12,61 10,17 | 29 848,67 13,43
6,00 9,88 0,35 10,56 9,20 | 25974,66 11,69
24,00 9,18 0,69 10,53 7,83 24 167,08 10,88
L10 0,00 12,50 0,98 14,41 10,59 | 32702,78 14,72
1,00 12,07 0,83 13,69 10,44 | 31 595,68 14,22
6,00 13,91 0,47 1251 | 10,69 | 30401,69 13,68
24,00 7,05 0,74 8,49 561 | 18700,31 8,42
L15 0,00 4,23 0,01 4,25 4,21 11 452,73 5,15
1,00 4,26 0,01 4,28 4,24 11 527,12 5,19
6,00 2,66 0,01 2,67 2,64 7 409,71 3,33
24,00 1,68 0,01 1,70 1,67 4 908,49 2,21
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Tabulka 17. Stabilita liposoma ve fyziologickém roztoku, méfeno 4x, vzata primérna
hodnota a vypocitana smérodatna odchylka, dopliujici informace k Tabulce 11.

¥ primérna o , , mnozstvi
Druh | ? vy$ka piku smer(,)dat Hom.l DOln.l koncentrac | cisplatiny
liposom. > cisplatiny na hrani | hranic e (ug/l) v ug na
(h) (1A) odchylka | ce e epinku
L8 0 10,70 0,76 12,18 | 9,22 28 076,43 12,63
1 12,31 0,41 13,12 | 11,50 | 32220,86 14,50
6 15,13 1,12 17,33 | 12,94 | 39 474,66 17,76
24 15,13 0,21 15,55 | 14,71 | 39471,10 17,76
L10 0 11,36 0,79 12,91 | 9,80 29 774,74 13,40
1 13,49 0,96 15,38 | 11,60 | 35 255,20 15,86
6 12,07 2,29 16,55 | 7,59 31 606,21 14,22
24 12,01 0,48 12,94 | 11,07 | 31443,19 14,15
L15 0 4,48 0,03 4,53 4,43 12 104,44 5,45
1 4,33 0,02 4,37 4,29 11712,43 5,27
6 4,80 0,00 4,81 4,79 12 912,32 5,81
24 2,87 0,01 2,89 2,85 7 965,76 3,58

Tabulka 18. Stabilita liposomt v plazmé, méfeno 4x, vzata primérna hodnota a vypocitana
smérodatna odchylka, dopliujici informace k Tabulce 11.

primérna ...
ry , , mnozstvi
« vyska « . | Horni | Dolni . .
Druh | ¢as , smérodatna . . | koncentra | cisplatiny v
liposom. | (h) | . piku odchylka hrani | hrani ce (ng/) pg na
' cisplatiny ce ce epinku
(nA)
L8 0 10,10 0,51 11,10 | 9,10 | 26 539,96 11,94
1 10,16 0,21 10,57 | 9,74 | 26 683,89 12,01
6 9,79 0,93 11,61 | 7,96 | 25735,46 11,58
24 8,59 0,11 8,80 | 8,37 | 22651,12 10,19
L10 0 11,42 0,59 12,58 | 10,26 | 29 932,73 13,47
1 11,52 0,36 12,23 | 10,81 | 30 189,76 13,59
6 10,92 1,14 13,15 | 8,69 | 28647,59 12,89
24 5,99 0,28 6,54 | 5,44 | 15976,09 7,19
L15 0 5,20 0,05 530 | 5,10 | 1394557 6,28
1 4,45 0,03 452 | 4,38 | 12017,86 5,41
6 3,75 0,10 3,95 | 3,55 | 10218,66 4,60
24 1,49 0,05 160 | 1,39 | 4417553 1,99
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Tabulka 19. Koncentrace cisplatina uzaviena v liposomech pro reakci s nadorovymi
buitkami, méfeno 4x, vzata prumémd hodnota a vypocitana smérodatnd odchylka,
doplnujici informace k Tabulce 12.

druh primérna vySka piku | smérodatna | Horni Dolni | koncentrace
liposomu cisplatiny (nA) odchylka hranice | hranice (ng/ml)
L15 3,71 0,38 4,50 2,99 101,28
L8 2,37 0,72 4,26 1,44 66,67
L10 1,54 0,04 1,68 1,51 45,38
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