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1 Uvod

Rakovina je rozSifenym onemocnénim, které se celosvétoveé vyskytuje ve vysokych
ptickach statistik nejCastejSich pficin umrti. Doposud na toto onemocnéni nebyla
vyvinuta dostatecné u€inna a bezpecna 1écba. Stale totiz dochazi k objastiovani funkcnich
mechanismu rakovinnych bunék a odhalovani novych potencialnich cila v jejich 1é¢be.
Narustajici finan¢ni naro¢nost mize byt dalsi prekazkou pii zavadéni novych latek do
klinické praxe. Pro pfekonani téchto problému je mozné vyuzit nékolika pfistupi —
jednim znich je hledat nové moznosti pouziti jiz schvalenych 1é¢iv nebo selektivné
vylepSovat farmakologické vlastnosti latek, které z néjakého diivodu neprosly klinickymi
testy. Proto se vtéto praci zabyvame komplexem BBR3464, ktery vykazuje
protinadorovou aktivitu na Sirokém spektru bunécnych linii. Klinické testovani této
nadé€jné latky vSak bylo pozastaveno z divodu vysoké obecné toxicity. Bylo zjisténo, ze
pii interakci se slozkami krevniho séra dochézi k jeho rozpadu na toxické produkty a
jejich interakci se sérovymi proteiny. V této praci jsou tedy prozkoumany moznosti
cileného prenosu BBR3464 prostfednictvim liposomt, které by této interakci mohly

zabranit.



2 Prehled problematiky

2.1 Cytostatika na bazi platiny

Rakovinna burika vznika procesem kancerogeneze somatické buiky v dusledku
akumulace mutaci genetické informace za soucasné blokace apoptozy. (Anttila a kol.
2019) Mutace mohou vznikat na zakladé vnitinich predpokladi nebo vnéjsim pusobeni
chemickych ¢i fyzikalnich faktori (mutagen) a naslednym selhanim opravného
mechanismu DNA. Zasadni odlisnosti transformované buiky od zdravé je rapidni az
nekontrolovatelna proliferace a vznik nadord, které mohou tvorit metastaze a usazovat se
v riznych Castech téla. (Fouad a Aanei 2017) Lécba tohoto onemocnéni muze byt slozita.
V soucasné dob€ se v terapii rakovinnych onemocnéni vyuziva chirurgickych zakroku,
radioterapie a chemoterapie nebo jejich kombinace. (Recht a kol. 1996) Zprvu byly
aplikovana léciva s cytotoxickym ucinkem nejvice zasahujici rychle se délici buriky.
(Serkova a Eckhardt 2016) To mélo za nasledek fadu nezadoucich vedlejsich ucinka,
které vedou ke snizeni kvality zivota pacientl. V poslednich dekadach vsak byly
objasnény ruzné mechanismy kancerogeneze a snimi byla vyvinuta fada
chemoterapeutik s rozsahlym spektrem mechanismu puasobeni. Tyto slouceniny,
nazyvany cytostatika, vyuzivaji molekularnich a morfologickych rozdili mezi
nerakovinnymi a rakovinnymi burikami. Molekularni cile zahrnuji proliferacni signalni
drahy a puasobi na inhibici bunécného cyklu, zejména pak ve fazi replikace nebo
transkripce. Prvnim cytostatikem na bazi platiny schvalenym americkou agenturou FDA
k pouziti v boji proti rakoviné varlat a vajecnikt byla v roce 1978 cisplatina. (Wilthshaw
1979) Platinova cytostatika zaujimaji do dneSniho dne centrdlni postaveni

v chemoterapii.

2.1.1 Cisplatina

Cis-diammindichloroplatnaty komplex, znamy zkracené jako cisplatina, je komplex
osahujici platinu v oxida¢nim stavu I, na niz se v cis konformaci vazi dva chloridové
ionty a dvé amminové skupiny. Za objev ve spojitosti cisplatiny s cytostatickym ucinkem
vdécime profesoru Rosenbergovy a jeho tymu, ktery studoval ucinky elektrického pole
na delici se kolonii bakterii Escherichia Coli (Rosenberg a kol. 1965). Reakci platinovych
elektrod a chloridu amonného, jez byl soucasti vyzivného média bakterii, vznikly mimo

jiné 1 slouCeniny uvedené na obrazku €. 1.



N\ /c:
Pt
CI/ \N

(b) Transplatin

\/
/\

(a) Cisplatin

Hs

Obrazek 1: Strukturni vzorec (a) cisplatiny; (b) transplatiny.!

Tento objev byl pozdé&ji aplikovan na rakovinné buiky, u nichz cisplatina rovnéz
zastavuje déleni. (Rosenberg a kol. 1969) Jiz v roce 1974 z klinickych testt vyplyvalo,
Ze je cisplatina ucinna i vaci nadorim, které na doposud dostupnou 1é¢bu nereagovaly.
Presny mechanismus pusobeni byl a v dnesni dobé stale je pfedmétem vyzkumu. Dle
Oberoi a kol. (2013) 1ze tento mechanismus vystihnout ve tfech krocich — prvnim je
bunécna akumulace cisplatiny, druhym jeji hydrolyza a navazani na molekularni cil a tim
poslednim je signalizace poskozeni skrze opravny mechanismus a spusténi signalizacni
kaskady vedouci k bunécné smrti. Ukazuje se, ze nejdulezitéj§im molekularnim cilem

cisplatiny je molekula DNA. Souhrnny mechanismus ptsobeni je schematicky uveden

na obrazku ¢. 2.
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Obrazek 2: Schéma mechanismu plsobeni cisplatiny.?

1 Ptevzato z Kishimoto a kol. (2020).

2 Ptevzato z Zerzdnkova (2011).




Cisplatina do buriky pronika pasivni difuzi nebo za pomoci prenasecl, z nichz znamé jsou
napriklad prenaSeCe méd’natych iontd hCT1. (Oberoi a kol. 2013) V cytoplazmé, kde je
pfiblizné 100x nizsi koncentrace chloridovych iontd nez v krevni plazmé, dochazi
k odstoupeni chloridovych iontl z cisplatiny a ty jsou nahrazeny ionty hydroxylovymi,
pfiCemz komplex ziska naboj 2+. Vzniklé diaqua komplexy elektrofilné napadaji
nukleofilni centra DNA, kterymi disponuji purinové baze (pfedevs§im guanin) v podobé

dusiku N7. (Wang a Lippard 2005)

V molekule DNA vlivem téchto komplexti dochazi k celé fadé modifikaci, pficemz
nekteré z nich jsou schematicky uvedeny na obrazku €. 3. Jedna se o monofunk¢ni adukty,
mezifetézcové mustky, mustky mezi DNA a proteiny, av§ak z 60 — 65 % jsou zde
zastoupeny 1,2-vnitrofetézcové a z 20 - 25 % 1,3-vnitrofetézcové mustky mezi dvéma
guaniny nebo guaninem a adeninem, které zptsobuji zménu geometrie DNA. (Fuertes a

kol. 2003)

Obrazek 3: Schematické znazornéni aduktl vznikajici pfi vazbé cisplatiny na DNA.
a) 1,2-vnitrofetézcovy mustek mezi dvéma guaniny, b) 1,2-vnitrofetézcovy mistek mezi guaninem a
adeninem, c) 1,3-vnitrofetézcovy mlstek mezi dvéma guaniny; d) mezifetézcovy mustek;
e) monofunkéni adukt.?

Je mozné, avSak doposud jednoznacné neprokédzané, ze pravé 1,2-vnitrofetézcové
mustky jsou zodpovédné za cytostatické vlastnosti cisplatiny. (Fuertes a kol. 2003)
Ukazuje se, ze vzniklou geometrickou distorzi dvousroubovice dochazi ke zvySeni afinity
high mobility group (HMG) proteini a jejich nasedani na adukty cisplatina-DNA.

Existuje nekolik hypotéz, pro¢ tyto déje vedou k zastaveni déleni buriky. Vlivem vazby

3 Ptevzato a upraveno z Polansky P. (2011).



HMG proteint na adukty cisplatina-DNA muze dochazet ke stinéni tohoto poskozeni
pred proteiny zajistujici opravy DNA a buika prostfednictvim signalnich kaskad
v kontrolni fazi bunééného cyklu neni schopna pokracovat v dal§im déleni. (Huang a kol.
1994) Druhou z téchto hypotéz je napfiiklad interakce zGcastnénych HMG proteind
s dalSimi proteiny, které skrze rizné signalni drahy indukuji bunécnou smrt. (Fuertes a
kol. 2003) Bylo ukéazano, ze adukty cisplatina-DNA rovnéz zabrafiuji nasedani TATA
boxu a pfislusnych transkripcnich faktort, které zajistuji rozpoznani mista zaCatku
transkripce, coz je dal$i z moznych mechanismti pasobeni cisplatiny, kdy je burice

znemoznéna syntéza dulezitych proteind.

Cisplatina je velmi reaktivni sloucenina, a prestoze cilovou molekulou je DNA, dochazi
k vazbé€ i na jiné biomakromolekuly véetné RNA a proteint (v oblasti DNA napftiklad
histont nebo topoizomerazy II). Tyto vazby pak mohou pfispivat k toxickym ucinktim
cisplatiny. (Fuerstes a kol. 2003) Bylo odhadnuto, ze az 99 % aplikované cisplatiny je
inaktivovano vazbou na jiné molekuly. Jedna se zejména o tripeptid glutathion, ktery je
v cytoplazmé zastoupen ve vysoké koncentraci a zastava zde antioxidacni funkci.
Inaktivaci v mnohem vétsi mire podléha také stereoizomer cisplatiny, a sice transplatina,
jejiz strukturni vzorec je uveden na obrazku €. 1 (b). Na rozdil od cisplatiny je vSak tato
slouCenina klinicky neucinna. Hlavni odlisnosti je, ze ze sterickych divodi netvofi 1,2-
vnitrofetézcové mustky a ve vétsi mife naopak dochazi k formaci monofunk¢énich
adduktt a 1,3-vnitrofetézcovych mustkl, které jsou ucinngji odstrafiovany opravnymi
mechanismy a u nichZ se neuplatriuje vazba proteint HMG. (Fuertes a kol. 2003) Dalsim
rozdilem je nékolikanasobné rychlejsi inaktivace transplatiny glutathionem a dal§imi
metalothioneny. Transplatina tedy ziejmé zpusobuje jiné poskozeni DNA a dalSich

molekul, coz ma za nasledek souhrnny cytotoxicky ucinek.

Kromé prulomovych pozitivnich ohlast v klinické praxi se vSak brzy ukazalo, ze ma
cisplatina i mnoho nepfiznivych dopadi na lidsky organismus. Mezi nezadouci ucinky se
radi nevolnost, inava, nechutenstvi, akutni po§kozeni ledvin, poruchy sluchu, krvetvorby
a dalsi potize zasahujici rychle se délici bunky. (Prestayko a kol. 1979) Mimo jiné mize
prostfednictvim vnitfnich funkénich a molekularnich zmén pfi opakovaném podavani
dojit k vybudovani rezistence nadorovych bun¢k k cisplatin€. (Siddik 2003) Jednou
z moznosti obrany buiky je zcela zabranit vazbé cisplatiny na DNA, a to snizenim
importu cisplatiny do intracelularniho prostoru (tedy regulaci exprese piislusnych

prenasecl), zvySenim produkce efluxnich transportéri a prenos cisplatiny z buriky do
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mezibunééného prostoru nebo zvysSenim produkce detoxifikacnich proteind (napf.
glutathionu). (Chen a Chang 2019) Po navazani na detoxifikani proteiny nemuze
cisplatina dale pusobit na DNA. Vzniklé slouCeniny jsou pak uinné€ exportovany
ATP-dependentnimi pumpami ven z buiiky ve formé glutation S-konjugatu. (Fuertes a
kol. 2003) Mezi dalsi moznosti se fadi zvySeni uc¢innosti oprav DNA nebo inhibice
signalnich drah pro indukci bunécné smrti. Platinova cytostatika odvozena od cisplatiny
maji mnohdy podobny mechanismus piisobeni, a proto se rezistence bunék vztahuje i na
né. Tyto prekazky vedou k potieb& vyvijeni novych 1é¢iv s cilem snizeni toxicity a
rezistence za soucasného zvyseni terapeutického ucinku.

Po cisplatiné nasledoval vyvoj cytostatik druhé a treti generace, multifunkcnich
platinovych a multiplatinovych komplexti. Podrobny piehled tohoto vyvoje je mozné
najit naptiklad v publikaci Dilruba a Kalayda (2016). Nejznaméjsi a klinicky schvalena
cytostatika druhé generace, tedy karboplatinu, oxaliplatinu, nedaplatinu, lobaplatinu a
heptaplatinu, je mozno vidét na obrazku ¢. 4. Zatimco karboplatina a oxaliplatina jsou
schvaleny a uzivany celosvétove, nedaplatina se do klinické praxe dostala pouze

v Japonsku, lobaplatina v Cin& a heptaplatina v Jizni Koreji.

HN_ O N, 0 0
e O’ it
HN O N0,
(o} H
Carboplatin Oxaliplatin o
l NH, NH2
0
Nedaplatin Lobaplatin Heptaplatin

Obrézek 4: Strukturni vzorce komplexi odvozenych od cisplatiny, schvalenych do klinického uZivani.*

2.1.2 BBR3464
BBR3464 je nazev komplexu [{trans-PtC1(NH3)2 }2p-trans-

Pt(NH3)2{ H2N(CH2)6NH2 }2]*, jehoz struktura je uvedena na obrazku & 5. Jedna se o
trinuklearni platinovy komplex, ktery se sklada ze dvou transplatinovych jednotek
spojenych flexibilnim tetra-aminovym ligandem trans-[Pt(NH3)2{H2N(CH2)sNH2}>].
(Farrell N. 2000)

4 PFevzato a upraveno z Molinaro a kol. (2020).
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Obrézek 5: Strukturni vzorec triplatinového komplexu BBR3464.5
Vyvoj platinovych cytostatik druhé a tieti generace byl soustiedén na syntézu nabojoveé
neutralnich sloucenin. Navzdory tomuto presvédceni vSak prace Harrise a kol. (2005)
prokazala, ze i nabité komplexy mohou byt pojimany burikou, a dokonce s vétsi
efektivitou nez puvodni neutralni slouCeniny. To muze byt i tim, Ze se pii pienosu
BBR3464 do buiky uplatiiuje pfenase¢ médnatych iontd hCTR1 (Kabolizadeh a kol.
2007). Mechanismus ucinku vazby BBR3464 na DNA se od cisplatiny lisi. Napftiklad
kinetika vazby BBR3464 je az 6x rychlejsi s polo¢asem 60 minut. (Brabec a kol. 1999)
To muze byt zpisobeno vysokou afinitou vysoce kladn€ nabitého komplexu a zaporné
nabité fosfatové kostry dvousroubovice DNA. Dochazi k tvorbé tzv. mustkd dlouhého
dosahu, tedy 1,4- a 1,5- vnitrofetézcovych a mezifetézcovych mustkt. V publikaci
Brabec a kol. (1999) bylo provedeno molekularni modelovani téchto vazeb na tuseku
DNA a jejich vysledky je mozno pozorovat na obrazku €. 6.
5> TGAATTC GAGCTCGGT A-3F

-ACT TAAG;CTC GgAGCCAT-S

A B Cc

Obrazek 6: Simulace vazby komplexu BBR3464 na sekvenci DNA znazornénou v horni ¢asti obrazku.
A, B) Moiné konformace 1,4-mezifetézcovych mistki mezi Gi a Gii; C) Konformace 1,5-
vhitrofetézcového mistku mezi Gi a Gii.®

5 PFevzato z https://en.wikipedia.org/wiki/Triplatin_tetranitrate.

6 Pfevzato z Farrell (2000).
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Kvantitativni hodnoceni ukazalo, ze mezifetézcové mustky byly po 48hodinové inkubaci
v komplexu BBR3464 zastoupeny vice (20 %) nez v ptipad¢ cisplatiny (6 %). (Brabec a
kol 1999) Tyto mustky maji kovalentni charakter a jejich vazba na DNA je nevratna,
proto zpusobuji zcela jiné a hife opravitelné poskozeni DNA nez mustky vnitrofetézcové.
V protinadorové 1é¢be byly latky zpusobujici tento druh poskozeni vyuzivany uz od roku
1946. (Deans a West 2011) Pti dalezitych biologickych procesech jako jsou replikace
nebo transkripce, je totiz nutné od sebe oba fetézce DNA oddélit, aby doslo k nasednuti
prislusného enzymového aparatu. V pfitomnosti mezifetézcovych mustkl, které
kovalentné spojuji oba fetézce, to vSak neni mozné. Takovéto poSkozeni je také slozitéjsi
opravit. (Zehnulova a kol. 2001) Velkou skupinu opravnych mechanismtit DNA tvofi
excisni opravy, mezi néz se fadi oprava chybného parovani bazi, bazova a nukleotidova
excisni oprava. Tyto postupy vyuzivaji komplementarniho charakteru dvousroubovice,
kdy je pro opravu poskozeného fetézce vyuzito neposkozeného fetézce, ktery slouzi jako
predloha pro opravnou DNA-polymerazu. Tento mechanismus mize byt uplatnén pfi
opravé vnitroret€zcovych mustkt, avSak v pfipadé mezifetézcovych mustkt, kdy jsou
poskozenim zasazeny oba fetézce, jiz nejsou excisni mechanismy dosti uzitecné a oprava
musi byt provedena jinymi, pro buitku mnohdy rizikovéjsimi metodami. V nékterych
ptipadech ve snaze o vlastni zachranu muze dojit k uplnému odstranéni Casti obou fetézct
a tvorbé dvoufetézcovych zlomu, které DNA-polymeraza pii replikaci neni schopna
preklenout. Mezi opravy dvoufetézcovych zlomu patii naptiklad homologni rekombinace
nebo nehomologni spojovani konct, coz je nespecifické a v extrémnich pfipadech muze
vést k bunééné smrti. V disledku to znamena, ze zvySenou tvorbou mezifetézcovych
mustkl pii podani BBR3464 je mozné obejit rezistenci nadorovych bunék vici cisplating,
nebot’ dochazi ke zcela jinému mechanismu pusobeni. (Perego a kol. 1999) Komplex
BBR3464 byl prvnim polynuklearnim platinovym cytostatikem v klinickém vyzkumu, a
to od Cervna 1998. Ackoli vysledky naznaCovaly vysokou ucinnost napfi¢ rdznymi
nadorovymi liniemi (Farrell N. 2000), musely byt tyto testy pozastaveny kvuli vysoké
obecné toxicité. Ukazalo se, ze BBR3464 podléhd degradaci skrze trans-efekt, kdy
dochazi k rozpadu molekuly za vzniku produkti podobnych transplating, které jsou stejné
jako transplatina protinadorové neucinné a toxické. To ma za nasledek nenaplnény
terapeuticky potencial a jednou z moznosti, jak omezit nebo zcela zabranit reakcim
s latkami obsahujicimi S-donorovy atom (jako jsou naptiklad methionin a glutation), je

hledat jiné formy pfenosu.



2.2 Cileny pfenos léciv

Cileny pfenos 1éCiv predstavuje nad€jnou strategii pro zvyseni selektivity a efektivity pri
biodistribuci 1é€iv v organismu. Nékteré mechanismy prenosu navic umoziuji ochranu
enkapsulovanych latek pred nezadoucim pusobenim vnéjSich vlivi, napiiklad enzyma
nebo jiz zminénymi reakcemi s latkami obsahujicimi S-donorovy atom. Mezi prenasece
vhodné pro pasivni transport se fadi naptiklad albumin, uhlikové nanotrubicky, HPMA
kopolymery nebo liposomy. Liposomy byly syntetizovany z vysuSeného lipidového
filmu jiz v roce 1961 a z uvedenych latek jsou nejdéle a nejintenzivnéji prozkoumanou
skupinou téchto prenasect. (Bangham 1964) Jejich vyuziti v onkologické 1écbé je
vyhodné zejména z hlediska biokompatibility, biodegradability, nizké toxicity a
v neposledni tadé také kviuli moznosti enkapsulace latek s riznorodymi vlastnostmi.
(Akbarzadeh a kol. 2013) Kromé toho je jejich pouziti vhodné také pfi diagnostice,

genové a imunogenni terapii.

2.2.1 Liposomy

Liposomy jsou vezikularni utvary, jejichz vodny objem je zcela ohraniCen membranou
tvorenou lipidovymi molekulami, nejcastéji fosfolipidy. (New R.R.C. 1990) Amfifilni
charakter fosfolipidii umoziuje prenos latek riznych fyzikalné-chemickych vlastnosti.
Enkapsulované hydrofilni latky jsou rozpustény ve vodném objemu uvnitf liposomu a
jsou obklopeny hydrofilnimi fosfatovymi hlavickami (v obrazku €. 7 zelené). Hydrofobni
latky jsou pfi pfenosu zasazeny do nepolarniho prostiedi mezi lipidovymi ocasky

(v obrazku ¢. 7 zlute). (Liu a kol. 2013)
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Obrazek 7: Reprezentace liposomu.’

7 pfevzato a upraveno z Vahabi a Eatemadi (2017).



Vyuzivany jsou zejména liposomy pfirodniho charakteru, které napodobuji slozeni
biologickych membran. V tomto ptipadé jsou jejich slozky degradovany stejné jako ty
ptirozené se vyskytujici, coz je principem biodegradability. (New R.R.C. 1990)
V biologickych membranach jsou zastoupeny sfingolipidy a fosfodiglyceroly, mezi néz
se fadi napiiklad fosfatidylcholin (lecitin), fosfatidylethanolamin, fosfatidylserin,
fosfatidylinositol a fosfatidylglycerol. Dale se zde mohou vyskytovat strukturni lipidy
steroly. V piipadé zivocisnych bunék je dulezitym zastupcem sterola cholesterol, ktery
se vmezeiuje mezi acylové konce mastnych kyselin a tim upravuje dulezité vlastnosti

membran, zejména jeji tekutost. (Demel a Kruyff 1976)

Liposomy mohou mit riznou lamelaritu, tedy rizny pocet koncentrickych dvojvrstev
usporadanych okolo vodného objemu. Z morfologického hlediska jsou podle poctu lamel

a velikosti rozliSovany (Sharma a Sharma 1995):

Obrazek 8: Schématické znazornéni morfologie liposomi.®

MLV (multilamelarni vezikuly) tvofené populaci Castic o velikosti vétsi nez
1000 nm s nekolika lamelami (5 1 vice).

LUV (velké unilamelarni vezikuly) s velikosti v rozmezi 100 — 1000 nm
s jednou lipidovou dvouvrstvou. Oproti jinym casticim se vyznacuji
vysokym pomérem voda:lipidy, tudiz muze byt enkapsulovano velké
mnozstvi vodného obsahu za soucasného ekonomického uziti fosfolipidi.
(New R.C.C.D. 1990)

SUV (malé unilamelarni vezikuly) jsou nejmensimi liposomy s velikosti do
100 nm a jednou dvouvrstvou. Jejich povrch je vzhledem k velikosti velmi
zakfiveny, coz muze pii vysSich teplotach mit za nasledek nestabilitu

vezikul.

8 Pfevzato a upraveno z https://www.researchgate.net/figure/Classification-of-liposomes-based-on-the-
lamellarity-A-Multilamellar-Vesicles-MLV_figl 297623957.
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Parametry nanocasticovych pfenasecti jako je velikost, naboj, lamelarita a dalsi

povrchové vlastnosti stanovuji farmakokineticky profil zapouzdfeného 1éCiva, zejména

polocas cirkulace v krvi nebo biodistribuci. (Liu D. a kol. 2013) Vybrané parametry lze

ovlivnit samotnym sloZenim liposomt nebo Gpravou postupu pii jejich piiprave. Takto

lze vytvotit a ptizpisobit liposom pfimo na miru pro danou aplikaci. (New R.R.C. 1990)

2.2.2 Priprava a stabilita

Velkou prekazkou v zacatcich vyzkumu liposoma byly nejednotné postupy pfipravy,

které generovaly nereprodukovatelné Castice z hlediska stability, velikosti i lamelarity.

(Lasic D.D.1988) V soucasné laboratorni praxi je nejcastéjsi metodou pro piipravu

liposomu hydratace lipidového filmu (Bulbake a kol. 2017), kterou 1ze dle Vocetkové a
kol. (2014) shrnout do tfi kroku:

ii.

iil.

Priprava lipidového filmu

Nejprve je pripraven lipidovy film naptiklad postupem vakuového odparovani.
Fosfolipidy smichané ve vybraném poméru jsou umistény do vakuové odparky a
pii odpafovani rozpoustédla dojde ke vzniku lipidového filmu na dné a sténach
bariky. V tomto a nasledujicim kroku se povétSinou pracuje ve vodni lazni o
teploté, ktera presahuje fazovou teplotu prechodu lipida. Jedna se o bod, kdy
dochazi k prechodu lipida z gelové faze do tekuté faze, tedy k dosazeni volného
pohybu uhlikovych fetézct fosfolipidi. (New R.R.C. 1990) V tomto stavu jsou
vSechny vybrané slozky homogenné distribuovany a zlepSuje se vysledna kvalita
fosfolipidového obalu.

Hydratace fosfolipidového filmu

Pripraveny film je nasledné hydratovan pfisluSnym organickym rozpoustédlem
(nejCastéji chloroformem), pficemz nejprve dochazi k agitaci fosfolipidd,
nabobtnani membrany a nasledné formaci vacku, jak l1ze pozorovat na schématu
v obrazku €. 9.

Konecné apravy

Nasleduji upravy suspenze lipidia jako je preciSténi, homogenizace nebo uprava
vysledné velikosti. Dalsi analyza zahrnuje stanoveni distribuce velikosti nebo
ucinnosti zapouzdieni pozadovaného 1éCiva, ktera se da zpétné optimalizovat

zvolenym postupem piipravy.
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Obrazek 9: Schéma hydratace lipidového filmu.®
Lamelaritu, jak naznaCuje uvedeny obrazek, je mozné ovlivnit mnozstvim energie
vlozené do systému pii priprave vezikul. (Lasic D.D. 1988) Hydrataci filmu spontanné
vznikaji ¢astice MLV s riznou distribuci velikosti, pfi¢emz hnaci silou této agregace jsou
hydrofobni interakce. Volna energie unilamelarnich ¢astic je vyssi nez v pfipadé MLV, a
proto musi pro jejich vznik byt dodana dalsi energie, ktera mize byt spojena s raznymi
pasivnimi metodami enkapsulace 1éCiv. Mezi nejvyznamnéjsi zpusoby pasivniho
zapouzdieni patii metody mechanické disperze, a to zejména mechanické tfepani,

sonikace, French press, extruze nebo zmrazovaci cykly. (Akbarzadeh a kol. 2013)

Jednim z nejdulezitéjSich sledovanych parametri v aplikaci nanocasticovych prenaseca
je stabilita, a to chemicka, fyzikalni 1 biologicka. Kazda ztéchto komponent bude
nasledné diskutovana v samostatnych podkapitolach, nebot ssebou nese dulezité

implikace pro pouziti liposomu v klinické praxi.

2.2.2.1 Chemicka stabilita
PrenaseC by mél spliiovat pozadavky na stabilitu, aby nedoslo k jeho predcasnému
rozpadu a wvyliti obsahu prfed dosazenim cilového mista. Problém vSak mohou

predstavovat 1 liposomy, které jsou stabilni az pfili§ a k uvolnéni enkapsulovaného léciva

9 PFevzato z https://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/biology/liposome-
preparation.html.
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tak nedojde témért vibec. Tento fakt 1ze ovlivnit zejména lipidovym slozenim. Ptikladem
muze byt fosfatidylcholin (DSPC), ktery je jednim z nejuzivanéjSich fosfolipidi ve
farmakologii. (Grit a Crommelin, 1993) Anderson a Omri (2002) ukazali, ze z liposomi
tvorenymi Cistym DSPC se po 48 hodinach inkubace v PBS pii 37 °C uvolnilo pouze
14,2 % obsazeného léCiva. Proto byly pro farmakologické ucely vyvinuty vhodnégjsi
formulace obsahujici DSPC spolecné s dalSimi slozkami, zejména strukturnim lipidem
cholesterolem. (New R.R.C. 1990) Pro ptehled téchto formulaci soucasné vyuzivanych

v klinické praxi je mozné odkazat na literaturu Bulbake a kol. (2017).

Vsechny biomakromolekuly za urcitych podminek podléhaji chemické degradaci a neni
tomu jinak ani v ptipad¢ fosfolipidi. Hydrofobni fetézce nenasycenych mastnych kyselin
jsou nachylné k oxidaci acylovych zbytkt. (Grit a Crommelin 1993) MiZe dochazet také
k hydrolyze esterovych vazeb spojujici mastné kyseliny a glycerolovou kostru. Vzniklé
modifikace mohou vést k agregaci a fuzi castic, v extrémnim piipadé také ke ztraté
chemické integrity. Chemickou degradaci lze castecné omezit dodrzovanim vhodnych
podminek (pH a teploty) pii pfipravé a skladovani liposomu. Oxidaci pak lze predejit
pfidavkem antioxidanti do rozpoustédla, praci v dusikové atmosféfe nebo pii uziti
nasycenych fosfolipidi oproti nenasycenym, jelikoz oxidace nasycenych mastnych

kyselin probiha az pfi vyssich teplotach.

2.2.2.2 Koloidni stabilita

Hlavnim cilem vyzkumu liposomalnich formulaci 1éCiv je vytvoreni vhodného
nanocastiového prenaSece, ktery vylepSuje vlastnosti zacastnéného 1éCiva oproti jeho
volné forme. (Lombardo a kol. 2019) Avsak pii pohybu v nanocéasticovém (téz
koloidnim) svété nutné narazime na problematiku stability koloidnich soustav. Pojem
koloidni stability prozatim nebyl jednoznaéné zaveden. Obecné jim Ize rozumét mnozstvi
povrchové energie jednotlivych molekul disperzni faze (tj. jednotlivych vezikul) a
interakce mezi nimi. (Kvitek a Panacek 2007) Témito interakcemi jsou zpravidla mysleny
slabé nekovalentni interakce, kterymi mohou byt naptfiklad vodikové vazby a také
hydrofobni, Van der Waalsovy nebo elektrostatické interakce. (Lombardo a kol. 2019)
V literatute je pfi feSeni tohoto problému odkazovano na teorii DLVO, jejiz znéni

presahuje rozsah této diplomové prace. (Napper D.H. 1970)

Uvazime-li jednoduchou situaci, kdy je liposom tvoren pievazné slozkami se zapornym

jednotkovym nabojem pfi fyziologickém pH, lze jej aproximovat nabitou castici, jak je
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uvedena na obrazku ¢. 10. Kazda nabita Castice je v roztoku obalena dvéma pomyslnymi
vrstvami, tzv. elektrickou dvojvrstvou. (Kvitek a Panacek 2007) Vnitini vrstva, nazyvana
Sterrnova, obsahuje vrstvu stabilizujicich proti-iontt, které jsou zde silné€ vazany vlivem
pritazlivé elektrostaticke interakce a ¢astecné tak stini naboj liposomu. Ve vnéjsi vrstve,
zvané difuzni, jsou ionty vazany o néco slab&ji. Pfi pohybu uvazovaného systému
v prostoru se ionty ve Sterrnové i difuzni vrstvé pohybuji spolu s nabitou ¢astici. Hranici
mezi ionty pohybujicimi se vazané a volné v disperznim prostiedi pak oznacujeme jako

rovinu skluzu. V této Grovni existuje tzv. zeta potencial.

o ©® © e
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Obrazek 10: Reprezentace elektrické dvojvrstvy okolo fosfolipidové membrany. 1°

Nedostatecna koloidni stabilita vezikul zptisobena poklesem povrchové energie muze
vést k nezadanému shlukovani a zméné velikosti Castic. (Kvitek a Panacek 2007) Tomu
se da zabranit naptiklad elektrostatickou stabilizaci, kdy je zvySena hustota povrchového
naboje, aby dochazelo kvzajemnému odpuzovani castic. Soustavy, které jsou
povazovany za stabilni maji hodnotu zeta potencialu vné intervalu < —30,30 > mV.

(Honary a Zahir 2013)

Liposomy je mozné stabilizovat také stericky, kdy jsou na povrch prenasece adsorbovany
vétsi molekuly, pfedevsim polymery nebo surfaktanty. (Selvamani 2007) Nejcastéji se
pro tyto ucely vyuziva polyethylenglykol (PEG). PEG je linearni nebo vétveny polymer

ethylenoxidu. Je netoxicky, biokompatibilni, rozpustny ve vodé 1 organickych

10 pteyzato z Lombardo a kol. (2019).

14



rozpoustédlech a schvaleny pro  vnitini uziti agenturou FDA.

(Milla a kol. 2012) Jeho strukturni vzorec je uveden na obrazku €. 11, kde n reprezentuje

O H
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n

Obrazek 11: Strukturni vzorec polyethylenglykolu.

pocet jednotek.

Liposomy modifikované PEG vykazuji vySsi stabilitu nez konvenéni liposomy, nebot
mezi fetézci PEG jednotlivych vezikul v urCité vzdalenosti pusobi odpudivé sily, které
zabranuji jejich dal§imu priblizeni. (Bergstrand N. 2003) PEG vsak hraje dilezitou ulohu

i v biologické stabilité liposomu, o niz bude pojednano v nasledujici kapitole.

2.2.2.3 Biologicka stabilita

Liposomy musi pii aplikaci v biologickém systému piekonat hlavné biologické nastrahy,
které pro né predstavuje mononuklearni fagocytarni systém (MPS; v literatufe nekdy
oznatovan jako RES — retikuloendoteliani systém). Jednd se o soubor
makrofagocytujicich bunék, které se podili na odstrariovani cizorodych latek z krevniho
reCisté a jejich odbouravani v detoxifikacnich systémech, prevazné v jatrech a slezing.
Rozpoznani cizorodych ¢astic fagocyty je ve velké mite zprostredkovano znackami, tzv.
opsoniny, navazanymi na povrchu ¢astic uréenych k degradaci. (Bryers a Woodrow 2017)
Opsoniny se na castice vazi v krevnim feciSti v procesu zvaném opsonizace. Pro
intravendzné aplikovana 1é¢iva to ma za nasledek snizeni polocasu cirkulace v krvi, kdy
vétSina podanych liposomi muze byt systémem vychytana v fadech jiz nékolika minut a
prenasené 1éCivo se v pozadované davce nedostava k cilovému mistu ptsobenti, a tudiz je

neucinné. (Semple a kol. 1998)

Historicky prvnim feSenim tohoto problému bylo snizeni fluidity membrany liposomut
zvySenim koncentrace cholesterolu. (Moghimi a Patel 1988) Ukazalo se totiz, ze
makrofagy specializované pro jaterni buriky maji mensi afinitu k liposomtim bohatym na
cholesterol v porovnani s liposomy neobsahujici cholesterol. Snizeni fluidity zvySuje
stabilitu liposomu v krevnim feCisti a ty jsou pak odoln€jsi viici ptisobicim faktorim. Tato

odolnost v§ak nemusi byt dostatecna pro interakci s opsoniny, proto byl adaptovan princip

11 ptevzato z https://en.wikipedia.org/wiki/Polyethylene_glycol.
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modifikace povrchu liposomt polyethylenglykolem, ktery znepfistupiiuje a maskuje

povrch vezikul pfed jejich pasobenim. (Klibanov a kol. 1990)

PEGylace je tedy s vyhodou pouzivana nejen v otazce sterické stabilizace, ale také prave
kvuli prodlouzeni doby cirkulace liposomi v organismu, diky Cemuz si vyslouZily
ptivlastek dlouho-cirkulujici a zcela tak prekonaly problémy konvencénich liposomi.
(Klibanov a kol. 1990) Zvyseni doby cirkulace totiz umoziuje efektivnéjsi akumulaci

ucinnych latek v pevnych nadorech.

Stabilita vSak neni jedinym pozadavkem na UspéSny transport protinadoroveé zaméfenych
1éCiv. V dalsim textu proto bude diskutovan princip pasivniho a aktivniho pfenosu 1é¢iv

a parametry, které liposomy musi splnit, aby pro tento transport byly vhodné.

2.2.3 Principy zvySené selektivity akumulace liposomalnich 1é¢iv
v nadorové tkani

Hlavni nevyhodou pouziti cytostatik pii rakovinné terapii jsou zavazné vedlejsi ucinky.
Ty jsou zpusobeny zejména neselektivnim hromadénim chemoterapeutik a jejich
pusobeni na zdravé buriky v organismu. (Angelis 2008) Existuji vSak nepatrné
metabolické, morfologické 1 funk¢ni rozdily mezi nerakovinnou a rakovinnou tkani, které

mohou byt vyuzity pii jejich cileni. (Kutova a kol. 2019)

Ve vyzkumu cileného ptenosu farmak 1ze rozlisit dva hlavni pfistupy — pasivni a aktivni
transport. Zatimco aktivni transport je zalozeny na specifické interakci molekuly na
povrchu pifenasece sreceptorem nebo molekulou na membrané cilené buriky (napf.
protilatky nebo sacharidu), u pasivniho pifenosu se uplatiiuje tzv. efekt zvySené
propustnosti a retence (EPR). ZvySené akumulace 1éCiva v pevném nadoru za vyziti
makromolekularniho nosi¢e si vSimli Matsumura a Maeda (1986) pfi studiu
protinadorové pusobiciho proteinu neocarzinostatinu. EPR souvisi s rapidnim délenim
rakovinnych bunék, k nimz jsou piivadény ziviny prostfednictvim stejné rychle
rostouciho cévniho systému. Touto zrychlenou vystavbou krevniho fecisté vznika
nedokonaly cévni endotel s dirami. (Dvorak a kol. 1988) Zatimco ve zdravé tkani tyto
pory dosahuji velikosti 5 nm a jsou propustné predevsim pro vodu a ionty, u pevnych
nadortt mohou fenestrace endotelu dosahovat 200 nm az 2 pm. (Kutova a kol. 2019)

Dal§im jevem pfispivajicim k zadrzovéani 1é¢iv v pevnych nadorech je nedostatené
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vyvinuta lymfatickd drenaz. Nedochazi k efektivnimu odCerpavani extravaskularni

tekutiny, coz napomaha kontinualnimu zadrzovani latek a jejich ptisobeni v burkach.

Optimalni velikost liposomu pro prenos nadoroveé zaméfenych 1€Civ se pohybuje mezi
50 — 150 nm, ale zavisi na konkrétni aplikaci. (Hoshyar a kol. 2016) Velké mnozstvi
liposomalnich 1é¢iv v preklinickych nebo klinickych studiich ma wvelikost okolo
100 — 110 nm. (Liu a kol. 2013) V této optimalni velikosti jsou zohlednény razné in vivo
farmakokinetické vlastnosti jednotlivych velikosti — od poloCasu cirkulace, pres
biodistribuci az po ucinné pronikani do bunék. (Hoshyar a kol. 2016) Selektivita maze
byt dale umocnéna pouzitim tzv. termosenzitivnich a pH-senzitivnich liposom, jejichz
obsah je uvolnén az pfi dosazeni specifické teploty nebo pH. Tyto liposomy tak rozsifuji

moznosti cileného transportu 1é¢iv. (Aghdam a kol. 2019)

Pfi aktivnim pfenosu protinddorov€é zameétrenych léciv je vyuzito interakci mezi
specifickym receptorem na burice a znackou (v podobé ligandu, peptidu, sacharidu...)
zabudovanou ve fosfolipidovém konstruktu. (Kutova a kol. 2019) Prikladem muze byt
folatovy receptor, ktery je nadexprimovany v nékolika typech nadort. Jejich prehled je
uveden napiiklad v publikaci Parker a kol. (2005). Folat pak muze byt zabudovany do
liposomu a po navazani na pftislusny receptor na bunécné membrané nadorové buiky
dojde k jeho internalizaci endocytézou. Kromé endocytézy vSak existuji 1 kjiné

mechanismy pruniku liposomu a jejich obsahu do buriky.
2.2.4 Interakce liposomiu s bunéénou membranou

Terapeuticky potencial liposomalné formulovanych 1éCiv je naplnén ve chvili, kdy po
odolani biologickym nastraham a pasivni nebo aktivni akumulaci v nddorové tkani,
pronikaji obsazena léCiva do bunék, kde ptsobi na své molekularni cile. K tomu mize
dochazet nékolika zpusoby. (New a kol. 1990) Na obrazku ¢. 12 jsou schématicky
uvedeny nékteré z nich — fize, endocytoza a zprostredkovana difuze adsorbovaného

liposomu.
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Obrazek 12: Schéma interakce liposomu s burikou.'?
Prvni z téchto interakci je jiz zminénéd endocytoza, kdy jsou vacky obklopeny bunécnou
membranou, pohlceny do intracelularniho prostoru a stavaji se soucasti vezikularniho
transportu buriky. Z takto pfijatych liposomu se stavaji endozomy, které jsou nasledné
slouCeny s lysozomy. V lysozomech probihaji procesy bunécného traveni a fosfolipidy
jsou recyklovany pro dalsi vyuziti buiikou, zatimco vodny obsah liposomu je v lysozomu
uchovan. pH-senzitivni liposomy maji ovSem tendenci uvolfiovat svij obsah do
cytoplazmy jesté pied jejich recyklaci. (Aghdam a kol. 2019) V piipadé endocytdzy
zprostiedkované receptorem muiZze dojit i k cileni jinych bunéénych kompartmenti. (New

a kol. 1990)

Druhou moznosti praniku latek obsazenych v liposomech do buriky je flze liposomu s
bunécnou membranou a uvolnéni obsazeného 1éCiva do cytoplazmy. Fosfolipidy
obsazené v liposomu se pak stavaji soucasti bunécné membrany. To plati pfedev§im pro
liposomy, které obsahuji tzv. fuzogenni lipidy, jako je naptriklad

1,2-dipalmitoyl-phosphatidylglycerol (DPPG) (Stathopoulos a Boulikas 2011).

Alternativné muze dojit k uvolnéni pfi kontaktu. Jedna se o unikatni a malo prozkoumany
mechanismus, kdy se z liposomu pii kontaktu s bunéénou membranou uvolni obsah
v blizkosti butiky. Uvolnéné latky pak do buriky vnikaji specializovanymi pienaseci bez

nutnosti pohlceni nebo dalsiho zpracovani fosfolipidi. (New a kol. 1990)

Uvnitt buiiky pak 1é¢ivo tcinkuje vlastnim mechanismem. Protinddorova 1éCiva na bazi

platiny pusobi cytostaticky, kdy je hlavnim cilem inhibice dalSiho déleni rakovinnych

12 ptevzato z Hwang a kol. (2016).
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bunék. Vyuziti nabocasticovych systému pro jejich pfenos, jak bylo ukazano v této
teoretické cCasti, muze zlepSit terapeuticky potencial prenasenych latek. Vyzkum je
zaméfeny zejména na zlepSeni akumulacnich vlastnosti a selektivité prenosu za ucelem
snizeni obecné toxicity a zlepSeni prognoézy i kvality zivota pacientd s nadorovymi

onemocnénimi.
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3 Cile prace

Cile této diplomové prace lze shrnout do nasledujicich bodu:

1) Vypracovat prehled problematiky na téma cytostatickych 1éCiv na bazi platiny se
zvlaStnim zaméfenim na trinuklearni komplex BBR3464, enakpsulaci protinadoroveé

zaméfenych 1éCiv do nanocastic, predevsim liposomi a obecnych vlastnosti t€chto Castic.

2) Pfipravit liposomy s enkapsulovanym komplexem BBR3464 a charakterizovat je
z hlediska fyzikalnich vlastnosti a stability. Provést zakladni testy zaméfené na ucCinky

téchto ¢astic na nadorové buriky.

3) Diskutovat naméfené vysledky a zhodnotit potencialni klinické vyuziti téchto Castic,
zvlasté s ohledem na dosavadni vysledky klinickych testi samotného komplexu

BBR3464.
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4 Materialy a metody
4.1 Materidaly

4.1.1 Pouzité chemikalie

Chemikalie pouzité pii méfeni dosahovaly p. a. Cistoty.

BBR3463

Cholesterol
1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholine
(DSPC)

1,2-distearoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamine-N-[amino(polyethylene
glycol)-2000]

(DSPE-PEG(2000) Folate)

1,2-distearoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamine-
-N-[folate(polyethylene glycol)-2000]
(DSPE-PEG(2000) Amine)
L-a-Fosfatidylcholin
N,N-dimethylformamid
5-karboxyfluorescein

Kyselina chlorovodikova

Dimethyl sulfoxid (DMSO)
Fyziologicky roztok pufrovany fosfaty (PBS)

DBPS

Médium RPMI 1640 obohacené FBS a ATP
Cellstriper

Annexin-V

Propidium jodid

Fetalni hovézi sérum (FBS)

Hovézi sérovy albumin (2 mg/ml)

Triton X-100

Cinidlo Bradfordové
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(prof. Farrell, USA)
(Avanti Polar Lipids, Inc., USA)
(Avanti Polar Lipids, Inc., USA)

(Avanti Polar Lipids, Inc., USA)

(Avanti Polar Lipids, Inc., USA)

(Sigma-Aldrich, Némecko)
(Sigma-Aldrich, Némecko)
(Sigma-Aldrich, Svycarsko)
(Penta, Ceska republika)
(Penta, Ceska republika)

(vyrobeno na pracovisti)

(Corning, USA)

(Biosera, Francie)

(Corning, USA)

(Thermo Fisher Scientific, USA)
(Sigma-Aldrich, Némecko)
(Biosera, Francie)
(Sigma-Aldrich, Némecko)
(Sigma, USA)

(Biorad, Francie)



4.1.2 Pouzité pristroje
Rotacni vakuova odparka RV004
Trepacka thermomixer comfort
Atomovy absorpéni spektrometr AA240Z
Multifunkéni modularni reader SPARK
Centrifuga 4-16 KS
Mini-extrudér 610023
Inkubator Sanyo MCO-20AIC CO»
pH metr CyberScan 510
CARY Eclipse Fluorescence
Spectrophotometer
Konfokalni mikroskop Leica TSC SP-5X
Zetasizer NanoZS
FacsVerse prutokovy cytometr

Pocitacka bunék TC10

(INGOS, Ceska republika)
(Eppendorf, Némecko)
(VARIAN, USA)

(Schoeller, Ceska republika)
(Sartorious, Némecko)

(Avanti Polar Lipids, Inc., USA)
(Schoeller, Ceska republika)
(Eutech Instruments, Nizozemsko)

(VARIAN, USA)

(Leica Microsystems, Némecko)
(Malvern, Velka Britanie)

(BD Biosciences, USA)
(Biorad, USA)

Mikroskop CKX41 (Olympus, Ceska republika)
ICP-MS (Agilent Technologies, USA)
4.2 Metody

4.2.1 Priprava liposomalnich ¢astic
V této diplomové praci byla pro ptfipravu ¢astic zvolena metoda vakuového odpatrovani s

naslednou hydrataci lipidového filmu. Slozeni bylo vybrano podle jiz klinicky
schvaleného 1éCiva Lipoplatin, které obsahuje enkapsulovanou cisplatinu (Bulbake a kol.
2017) a dale bylo slozeni upraveno dle Zhao a kol. (2015). Vybér fosfolipidovych
komponent vychazel z prfedchozich publikaci, kde byl studovan vliv jednotlivych slozek
na vyslednou stabilitu pfipravenych nanocastic a jejich nasledné parametry pfi pouziti
in vivo. KliCové parametry ziskané zin vivo farmakokinetickych experimentd pro
optimalizaci sloZeni konstruktu byly: polocas cirkulace nanocastic v krvi, biodostupnost
a eliminace. Na zakladé téchto poznatki byl k tvorbé fosfolipidového filmu zvolena
formulace sestavajici se z 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholinu (18:0 DSPC),
cholesterolu (Chol), L-a-fosfatidylcholinu (PO), polyethylen glycolu
(DSPC-PEG) a folatu (DSPC-PEG-Fol). Vybrané slozky byly smichany v poméru
DSPC:Chol:PC:DSPC-PEG:DSPC-PEG-Fol (55:25:15:4,5:0,5), kdy celkova hmotnost
lipida byla 7,88 mg v objemu 407,5 ul. Ten byl doplnén na 1 ml chloroformem. Tato

22



suspenze byla ponechana k inkubaci na tfepacce pii 65 °C, 1200 rpm na 10 minut a
nasledné prenesena do nahraté sklenéné banky. Barika pak byla vlozena do rotacniho
vakuového odparovaku do vodni 1azni pti 65 °C a ponechéana, dokud se nevytvoril tenky
film na dné€ a sténach barky. Do bariky byla pfivadéna dusikova atmosféra kvuli
zabranéni oxidace lipidi. Teplota 65 °C byla zvolena proto, ze hlavni slozka suspenze

18:0 DSPC ma vyrobcem uvadénou teplotu fazového prechodu 55 °C.

Obrazek 13: Rotaéni vakuova odparka Rv004.%3

Hydrataci takto ptipraveného filmu jsme provedli nékolika riznymi zptsoby.

Zpusob 1: Nerozpusténa navazka komplexu BBR3464 byla pfidana do
sklenéné bariky k filmu a nasledn€ hydratovana 1 ml PBS v 65 °C lazni.

Zpusob 2: Navazka BBR3464 byla rozpusténa v 1 ml pufru PBS a poté se
pfidala k lipidovému filmu, ktery byl hydratovan v 65 °C lazni.

Zpusob 3: Dale byla adaptovana modifikace, kdy byl roztok liposomu,
pfipraveny dle postupu vbodé 2 podroben péti cyklim zmrazovani a
rozmrazovani, coz bylo realizovano kombinovanou inkubaci v 14zni suchého ledu
s etanolem (-80 °C) a naslednym prenesenim do termoregulované tfepacky

(65 °C).

13 p¥evzato z https://bioconsult.cz/cs/rotacni-vakuove-odparky/7379-rotacni-vakuova-odparka-rvo-
400.html.
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4.2.2 Stanoveni enkapsulac¢ni u¢innosti

Z dtvodu optimalizace postupu pfipravy nanocastic bylo nutné stanovit enkapsulacni
ucinnost, tedy kolik 1é€iva z celkové pridaného bylo zapouzdieno do pfipravenych
liposomu. Jelikoz jsme jako separaCni techniku pro rozdéleni liposomi a volného
komplexu vyuzili centrifugaci, byl vypocet enkapsula¢ni uc€innosti nasledovny

o1 _ Cpe(tot) — cpi(sup)
B = cpe(tot)

100,

kde cp(tot) je celkova (vychozi) koncentrace platiny a cp,(sup) je koncentrace volné
platiny v supernatantu. Po centrifugaci, ktera probihala na pfistroji SIGMA 4-16 KS pii
4 °C, RCF 16363g po dobu 20 minut, byl supernatant odebran do Cisté mikrozkumavky.
Ke zbylému sedimentu byl nasledné pfidan stejny objem PBS, ktery odpovidal objemu

odebraného supernatantu a sediment byl v PBS dukladné rozsuspendovan.

Koncentrace platiny pak byla stanovena pomoci atomového absorpéniho spektrometru
Varian AA240Z. Vzorky byly nafedény tak, aby se teoreticka koncentrace platiny blizila
stfedu rozsahu kalibrac¢ni kiivky. Ta se pohybovala v rozmezi 0 — 1 uM. Vzorky byly
fedény v pomocném roztoku DNA (10> M), 0,2 % HCI a 0,1 % TRITON X-100 pro
zabranéni adsorpce volného kladné nabitého trojjaderného komplexu na stény
mikrozkumavky. Pfistroj pomoci automatického davkovaciho raménka promeéfil 5 bodt
kalibrace: 0 uM (blank), 0,25 uM, 0,5 uM, 0,75 uM a 1 uM. Vychozi analyticky
kalibra¢ni roztok (Sigma Aldrich) byl pfipraven v 0,2 % HCl. Méfené body byly
prolozeny kalibracni kiivkou, na zakladé niz byla z nameéfené absorbance vzorku

vypocitana koncentrace platiny v jednotlivych vzorcich.

4.2.3 Extruze pripravenych ¢astic

Extruze je kli¢ovou technikou v pfiprave biologicky aktivnich ¢astic. Pii tlakové extruzi
dochazi k prohnani lipidové suspenze polykarbonatovymi membranami o definované
velikosti port a tim dochazi k selekci jejich velikosti. Do nahfatého mini-extrudéru
610023, ktery l1ze vidét na obrazku ¢. 14, jsme vlozili membranu o zvolené velikosti port,
kterou jsme predem hydratovali pomoci PBS. Pfipravena suspenze pak byla 10x
protlatena membranou o velikosti pord 50 nm a 100 nm. Rovnéz byly pfipraveny i

prazdné Castice bez 1éCiva o totozné velikosti.
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Obrazek 14: Mini-extrudér 610023.%4

4.2.4 Charakterizace ¢astic

4.2.4.1 Stanoveni velikosti pomoci dynamického rozptylu svétla

Experiment probihal na pfistroji ZetaSizer vybaveny He-Ne laserem (633 nm) na katedie
biofyziky v Olomouci. 1 ml 100x fedéného vzorku byl napipetovan do jednorazové
kyvety (OD = 1 cm) a nasledné bylo provedeno 7 méfeni o 15 skenech pii teploté 25 °C.
Vzorkem zde bylo samotné rozpoustédlo PBS, dale 50 a 100 nm ¢astice a také castice bez

extruze.

4.2.4.2 Urceni stability mérenim zeta potencialu

Zeta potencial byl obdobné jako pfedchozi experiment méfen na piistroji ZetaSizer. Do
kyvety s integrovanymi elektrodami bylo napipetovano 750 pl 10x zifedéného vzorku
v pufru PBS (pH 7,4). Méfeni probihalo pfi 25 °C. Kvili problémtum se vzorky jsme byli

nuceni snizit pocet méfeni ze 3 na 2 méteni s 50 skeny.

4.2.5 Antiproliferativni aktivita na buné¢né kulture A2780

Ke stanoveni antiproliferativni aktivity ¢astic byl zvolen test MTT. Buriky linie A2780
byly pasazovany 2x tydné. Pfi jednom ztéchto pasazovani byly na mikrojamkovou
desticku nasazeny buiiky v mnozstvi 8000 bunék na jamku a po 24hodinové inkubaci v
RPMI-1640 médiu (pii 37 °C a 5% CO2 atmosféie ve sterilnich podminkach) k nim byla
v kvadruplikatu pfidana koncentracni fada liposomalnich ¢astic o velikosti 100 nm (Lipo
100 nm) s koncentraci enkapsulovaného komplexu odpovidajici 0,1; 0,5; 1; 2; 4 a 10 uM
a také fada 0,5; 1 ; 2 ; 4; 10 a 25 uM komplexu BBR3464. Do kontrolnich vzorku byly

pridany prazdné nanocastice, aby bylo mozné stanovit pfipadnou toxicitu nosice.

14 p¥evzato z https://avantilipids.com/tech-support/liposome-preparation/luvet.

25


https://avantilipids.com/tech-support/liposome-preparation/luvet

Po 72 hodinéach inkubace bylo ptfidano 20 pl ¢inidla MTT (1,25 mg/ml) a po dalSich 3
hodinach inkubace stimto ¢inidlem bylo odsato médium a pfidano 100 pul DMSO.
Desticky byly na 15 minut ulozeny na trepacku pfi
450 rpm a nasledné bylo na mikrodestickovém readeru SPARK zméfena absorbance pii

570 nm (referencni vinova délka 620 nm).

4.2.6 Kinetika uvoliiovani komplexu BBR3464 z liposomu

Roztok média RPMI-1640 byl upraven na tii rizné hodnoty pH pomoci kyseliny
chlorovodikové. Pivodni hodnota pH média byla 8,2. Nasledné byla ¢ast upravena na pH
6,5 pro simulaci kyselej§iho prostredi nadorovych bunék (Shirmanova a kol. 2015) a dalsi
na pH 5 pro simulaci prostiedi lysozomi (DiCiccio a Steinberg 2011). Do
mikrozkumavek bylo napipetovano 490 ul média o rizném pH a 10 pl Lipo 100 nm
k odebrani po 1, 2, 3, 4, 5, 18, 24, 72 hodinach pro kazdou variantu pH. Vzorky byly po
definovany cCas inkubovany pii 37 °C. Mikrozkumavka pro dany casovy usek byla
zcentrifugovana pii 4 °C a 16363g po dobu 20 minut. Nasledné bylo odebrano 200 pl
supernatantu do Cisté mikrozkumavky a postup opakovan pro vSechny vzorky. Po
uplynulych 72 hodinach jsme zméfili koncentraci volné platiny na atomovém absorpénim

spektrofotometru ve vSech vzorcich stejné jako je uvedeno v predchozich kapitolach.

4.2.7 Bunécna akumulace (uptake)

Do Petriho misek o priméru 100 mm byly nasazeny butiky A2780 v mnozstvi 2-10°
bunék na jamku a inkubovéany po dobu 48 hodin. Poté byly v duplikatu vytvoreny sady
vzorkd s volnym nebo s enkapsulovanym BBR3464. K buiikam bylo pfidano 6,21 pl
BBR3464 a 21,9 pl 100 nm liposomu, aby finalni koncentrace BBR3464 v obou vzorcich
odpovidala 1 uM. Buiiky jsme po 24hodinové inkubaci s komplexem a nanocasticemi
proplachli v PBS, ztrypsinovali a pienesli do 10 ml falkonek. Po smichéani 10 pl vzorku
s 10 pl trypanovou modii bylo pomoci stolni pocitacky 3x spocitano mnozstvi bunék a
zvlast zaznamenany celkové objemy vzorkd, aby bylo se dalo mnozstvi platiny zpétné

vztahnout na pocet bunék.

Vzorky jsme zcentrifugovali pii teploté 4 °C, RCF 300g po dobu 3 minut. Po sliti
supernatantu jsme burniky proplachli v PBS a znovu stocili na centrifuze pii stejnych
podminkach. Tento postup byl opakovan jesté 2x. K ziskanému peletu bunék bylo

ptidano 200 pl 35% HCI a nasledné byly vzorky inkubovany po dobu 72 hodin pfi
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pokojové teploté, aby doslo k uplné digesci vzorku k Gfelim nasledné analyzy na

ICP-MS.

4.2.8 Lokalizace liposomu v buiice pomoci konfokalniho mikroskopu

Pro acel lokalizace liposoma na konfokalnim mikroskopu jsme pfipravili Castice (dle
postupu 3 popsaného v kapitole 4.2.1) skomplexem BBR3464 znacené
5-karboxyfluoresceinem. Castice byly piipraveny na definovanou velikost 100 nm.
U téchto liposomt bylo nutné provést postupnou extruzi, tedy 10 cykla pfes 200 nm
membranu a poté 10 cykld pfes 100 nm membranu. Fluorescencni spektrum castic
znaCenych S-karboxyfluoresceinem bylo zméfeno na fluorescencnim spektrometru
CARY Eclipse pro excitacni vinovou délku 493 nm a dalSimi parametry, které jsou
uvedené v tabulce €. 1. Uvedena excitani vilnova délka byla nasledné pouzita 1 pii

samotném snimani na konfokalnim mikroskopu.

Tabulka 1: Parametry méreni fluorescencniho spektra liposomt znacenych 5-karboxyfluoresceinem

Aox 493 nm
Aem 500 - 700 nm
Spektralni Sitka Stérbiny 5nm
Opticka draha 0,5cm
Koncentrace vzorku 0,33 uM

Buiiky A2780 byly v duplikatu nasazeny v poétu 1,5-10° bun&k na konfokalni misku o
pruméru 35 mm v médiu RPMI-1640 a k nim byly pfidany znacené 100 nm liposomy,
pficemz koncentrace enkapsulovaného komplexu BBR3464 odpovidala 0,5 uM. Byly
pfipraveny téz kontrolni vzorky bez fluorochromového znaceni, pro potieby kontroly
ptipadné vlastni fluorescence bunek. Buiky byly se vzorky inkubovany po dobu 3 a 24
hodin vcetné pfipravenych kontrol. Vizualizace castic probihala na konfokalnim
mikroskopu Leica SP8 SMD, kde byl kexcitaci fluorescenéni znacky pouzit
Supercontinuum white-light laser s vybranou emisni ¢arou 493 nm a imersni objektiv se

zvétSenim 63X.

4.2.9 Urceni typu bunécné smrti pomoci prutokové cytometrie

Na kazdou jamku 6 jamkové desticky bylo nasazeno 1,5:10° bungk A2780. Po
24hodinové inkubaci byly k buiikam pfidany 100 nm liposomy, pfi¢emz koncentrace
enkasulovaného komplexu BBR3464 odpovidala 0,5 a 1 uM. Kontrolni vzorky

obsahovaly samotné kultivatni medium. Burnky byly inkubovany se studovanymi
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nanocasticemi a volnym komplexem (0,5 pM, 1 pM, 10 uM) po dobu 24 hodin. Po
ukonceni inkubace bylo odsato médium a buiiky byly oplachnuty DPBS (bez Ca a Mg) a
ptidan 1 ml disociaéniho roztoku CellStriper®. Po 3 minutach piisobeni CellStriperu byly
bunky rozssupendovany a dale peletovany centrifugaci, ktera probihala 2 minuty pfi
15 °C aRCF 200g. Nasledné jsme odsali supernatant a k sedimentovanym burikam pridali
110 pl znaciciho roztoku. Tento roztok obsahoval propidium iodid (10pg/mL) a 20x
fedény annexin-V-Pacific Blue. Po 15minutové inkubaci pfi pokojové teploté byly
vzorky analyzovany na pratokovém cytometru BD FacsVerse a data analyzovany

s pomoci FCS Express softwaru.

4.2.10 Reakce se siru obsahujicimi latkami
Reakce byla realizovana smichanim enkapsulovaného a volného BBR3464 s fetalnim

hovézim sérem ziedéném v PBS tak, aby vysledna koncentrace platiny byla 5 puM.
Schematicky je tento experiment uveden na obrazku ¢. 15. Kontrolni vzorky byly
pfipraveny  obdobnym  zpasobem. Lipo 100 nm a BBR3464 Dbyly
rozsuspendovany/rozpustény v Cistém PBS. Vzorky byly vyhotoveny v duplikatu a
nasledné probihala 25hodinova inkubace pfi teploté 37 °C. Po této uplynulé dobé bylo ke
vSem vzorkim pfidano 2% (v/v) Triton-X a vzorky byly dikladné rozmichany na
vortexu, ¢imz bylo dosazeno rozbiti liposomt a uvolnéni BBR3464 pied dialyzou.
Z celkového objemu 500 pl bylo odebrano dostate¢né mnozstvi vzorku ().150 ul), aby je
bylo mozné dale analyzovat pomoci metody Bradfordové a stanovit mnozstvi platiny na
ICP-MS. Zbytku vzorku byla pro odstranéni nenavazaného komplexu provedena dialyza
oproti deonizované vodé (MWCO 3500), a to pii 4 °C na magnetické michacce ve tfech
cyklech — voda byla vyménéna po jedné a dvou hodinach a nasledné probihala ptes noc
pfi stejnych podminkach. V tomto kroku tak doSlo k odstranéni komplexu BBR3464,
ktery se nenavazal na sérové proteiny nebo jiné slozky séra. Kvili moznému nafedéni
vzorkll pak bylo nutné zjistit koncentraci proteinu, k cemuz byla vyuzita metoda
Bradfordové. V duplikatu byla vytvorena koncentra¢ni fada standardu hovéziho sérového
albuminu (BSA) o koncentracich 0,005 mg/ml; 0,01 mg/ml; 0,03 mg/ml; 0,05 mg/ml;
0,07 mg/ml a 0,1 mg/ml. Vzorky (dialyzované i nedialyzované) byly na mikrojamkovou
desticku naneseny v triplikatu. Do vSech jamek pak bylo pfidano 200 ul 5x fedéného
¢inidla Bradfordové a ihned analyzovano na mikrodestiCkovém spektrofotometru
Schoeller SPARK reader pifi vinové délce 595 nm. Kalibra¢ni kiivka
y = 26,96x + 0,3051 (R? = 0,9946) byla vyuzita pro vypocet koncentrace proteinu ve
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vzorcich ze zméfené absorbance. Nasledné bylo u vSech vzorkl stanoveno mnozstvi

platiny pomoci ICP-MS.
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Obrazek 15: Schématické znazornéni priibéhu reakce BBR3464 a Lipo 100 nm s hovézim sérem:
1) komplex a liposomy v mikrozkumavkach; 2) po smichani s FBS a inkubaci doslo k navazani volného
BBR3464 na sérové proteiny skrze S-donorové atomy, v Lipo 100 nm je BBR3464 chranéno liposomy;
3) pfidanim detergentu a vigor6znim vortexovanim doslo k rozbiti liposomt a vyliti jejich obsahu do
roztoku; 4) vzorky byly neprodlené dialyzovany v membranach s MWCO 3500 — nenavazany komplex
BBR3464 presel do roztoku s deonizovanou vodou, ve vzorku Lipo 100 nm zlstaly v membranach
kromé proteint také fosfolipidy a ¢asti dezintegrované membrany; 5) + 6) nasleduji dal$i analyzy
s dialyzovanymi i nedialyzovanymi vzorky. TotoZny postup byl proveden i pro blanky, ke kterym bylo
v kroku 1) misto FBS pfidano pouze PBS.
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S Vysledky a diskuze

5.1 FEnkapsulacni ucinnost

Po pripravé liposomalnich ¢astic s trojjadernym platinovym komplexem byla stanovena
enkapsulacni G¢innost jednotlivych metod. V prvnim piipadé byla pridana nerozpusténa
navazka BBR3464 k dehydratovanému lipidovému filmu a hydratovana spolecné pomoci
PBS (postup 1). V druhém piipadé jsme lipidovy film hydratovali s pfedem rozpusténym
BBR3464 (postup 2) a v posledni fadé jsme takto pfipravené Castice podrobili péti
cyklim zmrazovani a rozmrazovani (postup 3). Centrifugaci roztoku jsme rozdélili
komplex zapouzdieny a volny. Poté jsme v kazdém vzorku zméfili koncentraci platiny na
atomovém absorpCnim spektrofotometru, kdy se vypoCtem z kalibracni kiivky a
absorbance vzorkl urCila vysledna koncentrace v jednotlivych frakcich. Vysledky
stanoveni enkapsulacni u¢innosti pro jednotlivé metody piipravy jsou uvedeny v tabulce

¢. 2, jejich vypocet je proveden dle rovnice €. (1).

Tabulka 2: Vypocet enkapsulaéni tu¢innosti rtiznych postupl pfipravy

Typ pfipravy Enkapsulacni téinnost
Postup 1 5,8 %
Postup 2 11,2 %
Postup 3 27,2 %
Postup 3 + 5-CF 69,3 %

Tyto data jednoznacné ukazuji, Ze nejvetsi ucinnost zapouzdieni komplexu BBR3464 do
lipidovych vacka byla pfi postupu se zmrazovacimi cykly, a to 27,2 %, v porovnani s
11,2 % u postupu 2 a 5,8 % u postupu 1. Z tohoto diivodu byla metoda 3 zvolena pro dalsi
piipravu Castic. Jedna se o zpusob pfipravy, ktery je v literature bézné doporucovan pro

maximalizaci enkapsulacni u¢innosti ve vodé rozpustnych latek. (Velinova a kol. 2014)

Z dané tabulky 1ze také pozorovat, ze fluorescencné znacené Castice vykazovaly az 2,5x
vyS§si ucinnost enkapsulace, nez tomu bylo u neznaCenych ¢astic, které byly pfipraveny
obdobnym zptsobem. Jedna se ziejmé o projev vlivu chemické struktury pridaného

fluoroforu na zapouzdiovani komplexu.
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5.2 Charakterizace Cdstic
1. Stanoveni velikosti liposomt metodou DSL

Prvnim krokem v charakterizaci pfipravenych c¢astic bylo ovéfeni jejich velikosti po
extruzi. Velikost byla stanovena méfenim dynamického rozptylu suspenze prazdnych 100
nm castic (kontrola), 50 nm (Lipo 50 nm), 100 nm (Lipo 100 nm) liposomu a také
liposomtl bez extruze (Lipo). Jedna se o spektrofotometrickou metodu, kdy je méfena
fluktuace intenzity interferujiciho zafent, které je rozptyleno na pohybujicich se Casticich
ve vzorku vlivem Brownova pohybu. (Sev&ikova a kol. 2014) Velikost &astic zjisténa
touto metodou odrazi hydrodynamicky polomér — tedy velikost Castic s elektrickou
dvouvrstvou. Pfi méfeni byla sledovana zejména distribuce dle poctu a polydisperzita.
Vysledky jsou uvedeny v tabulce ¢. 3 vCetné smérodatné odchylky ze 7 méfeni o 15

skenech.

Tabulka 3: Stanoveni distribuce velikosti pfipravenych liposomi dle poétu metodou DLS se
smérodatnou odchylkou ze sedmi méreni

Vzorek Polydisperzita Maximalni
(max. 1) hodnota + SD
Kontrola 0,14 £ 0,02 1056
Lipo 50 nm 0,23+0,01 104+7
46+ 17
Lipo 100 nm 0,15+0,01 1135
Lipo (bez extruze) 0,67 +0,12 885+ 233

Prvni zajimavosti je, ze se u 50 nm vzorku s platinovym komplexem projevuji frakce o
velikosti 104 nm. U tohoto vzorku bylo pro vysokou polydisperzitu nutné méfeni
opakovat s poftem 17 sken. V pribéhu jednotlivych méfeni byly pozorovany dva
stfidajici se jevy — zatimco pii jednom meéteni data korespondovala s grafem na obrazku
¢. 16, kdy se maximum vyskytovalo v okoli 50 nm, pfi dalSim méfeni se kromé tohoto
vyskytoval 1 dal§i pik v oblasti 5000 nm, ktery zifejmée nemél nic spolecného se vzorkem
a byl pouze projevem fitu danych dat. Timto pak doslo ke vzniku frakce (104 = 53) nm
velkych ¢astic a relevantni je pro tento vzorek tedy vysledek (46+17) nm. Dle ocekéavani
pak mély prazdné liposomy a liposomy s BBR3464 podobnou velikost (105 £ 6) nm a
(113 = 5) nm. Kvalita méfeni byla pfisluSnym softwarem stanovena jako dobra témer u
vsech vzorkl. Vyjimkou byly neextrudované castice, u kterych se projevila pfirozené
vysoka polydisperzita (0,67 = 0,12). Doslo také k pokusu o meéfeni samotného

rozpoustédla PBS. Software méfeni po dvou skenech ukoncil a vyhodnotil, ze se v
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rozpoustédle nevyskytovaly zadné Castice, které by mohly byt méfeny, ¢imz Ize vyloucit

pfitomnost prachu a jinych necistot.

V obrazku €. 16 uvadime priklady distribu¢nich kfivek ze série méteni, které jsou soucasti

dat v tabulce ¢. 3.
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Obrazek 16: Ukazka grafu distribuce velikosti pfipravenych ¢astic podle poctu.
Dle literatury se optimum velikosti nanocastic pro medicinské vyuziti pohybuje okolo

100 nm, a proto byly pro dalsi experimenty vyuzity liposomy o této velikosti. (Hoshyar a
kol. 2016)

2. Urceni hodnoty zeta potencialu pfipravenych suspenzi

Dalsim krokem v charakterizaci pfipravenych liposomil bylo méfeni zeta potencialu. Ten
je dulezitym fyzikalné-chemickym ukazatelem stability koloidnich soustav. Potencial byl
zméfen pro vzorek Lipo 100 nm a také pro samotné ¢astice bez BBR3464 o velikosti
100 nm, aby bylo mozné zvazit stabilitu samotného konstruktu i pfipadny vliv pfidani
BBR3464. V tabulce €. 4 jsou uvedeny prumérné hodnoty zeta potencialu a smérodatna

odchylka ze 2 méfeni o 50 skenech.

Tabulka 4: Zeta potencial pfipravenych liposomti

Vzorek Zeta potencial £ SD [mV]
(pH 7,4)
Kontrola (100 nm) 3,90 £ 0,06
Lipo 100 nm 2,90 +£0,75

Jak 1ze pozorovat v uvedené tabulce, zeta potencial kontrolnich ¢astic bez BBR3464 byl
(3,90 £ 0,06) mV a liposomt s BBR3464 (2,90 + 0,75) mV. Pfistroj méfi s presnosti
jednotek mV, avsak smérodatné odchylky zde byly fadoveé mensi. Nelze je tedy pokladat

za relevantni zfejmée z divodu nizkého statistického souboru. Pocet méfeni musel byt
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v prubéhu snizen kvili znehodnoceni vzorku, kdy se na dné kyvety vytvoril fialovy
agregat. Priklad této degradace je uveden na obrazku €. 17. Dle Honary a Zahir (2013)
jsou vzorky s absolutni hodnotou zeta potencialu vys§i nez 30 mV stabilni, 20 mV
docasné stabilni a mensi nez 5 mV nachylné k agregaci. Hodnota potencialu u obou
vzorkt byla nizka a kladna. Jak se ale pozdé&ji ukazalo, byly tyto nizké hodnoty zptisobeny
nikoli nestabilitou pfipravenych nanocastic, ale vysokym poctem opakovani pfi meéteni
(jedno méfeni predstavovalo 50 skent). Vzorky byly na pracovisti pozd€ji preméfeny
znovu s programem pro liposomy, ktery byl na ptistroji pfednastaven vyrobcem. Zméfeny
zeta potencial Lipo 100 nm pak byl (35 + 2) mV. Zaroven byla po kazdém méteni
sledovana distribuce velikosti ¢astic, aby se ovéfilo, zda Castice nedegraduji. Ukazalo se,
ze tato distribuce byla velmi stabilni a reprodukovatelna. Z toho plyne, ze také liposomy

obsahujici BBR3464 byly velmi stabilni.

Obrazek 17: Ukazka degradace vzorku liposomU pfi méfeni zeta potencialu.

3. Vizualizace morfologie liposomt pomoci elektronové mikroskopie
Nedilnou soucasti charakterizace pfipravenych liposomt byla jejich vizualizace na
elektronovém mikroskopu. Tato méfeni byla provedena rukama proskolenych odbornika
v Brnénské firmé TESCAN, jimz byly dodany nami pfipravené vzorky. Méfeni jsme se
nemohli osobné zacastnit z davodu protiepidemickych opatieni spojenych s
onemocnénym Covid-19. Analyza byla provedena v riznych podminkach a ukazalo se,
ze pro vizualizaci liposomu je nejvhodnéjsi méfeni pii kryogennich podminkach. To je
ve shod¢ s fadou tidajii v literatufe, ktera uvadi, ze pro mikroskopické studium liposomi

je kryo-TEM nejvhodnéjs§i metodou. (Burrows a Penn, 2013) V tomto experimentu byla
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sledovana zejména morfologie a velikost liposomii ve vzorku Lipo 100 nm.

Reprezentativni fotografie jsou uvedeny na obrazku ¢. 18.

Obrazek 18: A, B) snimky suspenze liposomu Lipo 100 nm s enkapsulovanym BBR3464. C) Detail
liposomt, vyfez z panelu B.

Ze snimku je patrné, ze pripravené Castice maji kulovity tvar a vétSina ma srovnatelnou

velikost.

V ramci meéfeni doslo k pokustim o vizualizaci vzorku Lipo 100 nm pomoci HR-TEM na
pracovisti RCPTM, a to zejména za tcelem vytvoreni prvkové mapy a analyzy rozlozeni
prvkd C, P, Pt. Takovéto meéfeni by mohlo poskytnout informace o usporadani
platinového komplexu BBR3464 ve vztahu k molekulam fosfolipidii a tim zpfesnit
predstavy o mechanismu prenosu a dalSich vlastnostech pfipravenych liposomu. Piiprava
vzorku pro tuto analyzu vSak zahrnuje fixaci na mfizku, barveni a nasledné sueni, coz
jak se ukazalo, nebyl postup slucitelny s chemickou integritou liposomi. K dalsi
optimalizaci ptipravy bohuzel v ramci diplomové prace nebyl prostor, proto v této Casti

uvadime pouze vysledky ziskané z kryogenniho elektronového mikroskopu.

5.3 Antiproliferativni aktivita na bunécné kultuie A2870
Trojjaderny platinovy komplex BBR3464 byl specialné navrzen a testovan pro

potencialni vyuziti jako protinadorové 1éCivo. Hlavnim cilem této prace je zjistit, zda
enkapsulaci dojde k vylepSeni jeho vlastnosti, proto je v ramci experimentti zahrnuto
hodnoceni antiproliferativni aktivity pfipravenych liposomli v porovnani s volnym
BBR3464 na linii bun¢k lidského ovarialniho karcinomu A2870. V tomto experimentu
byl vyuzit test MTT, jak je popsano v kapitole 4.2.5. Burky byly inkubovany s raznymi
koncentracemi BBR3463 nebo 100 nm liposomt po dobu 72 hodin, poté bylo na 3 hodiny
ptidano Cinidlo MTT, vysledny formazanovy produkt byl rozpustén v DMSO a zméfena
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absorbance pii 570 nm. Tento kolorimetricky test poskytuje informaci o mitochondrialni
enzymatické aktivité, ktera je pfimo umeérna poctu bunek ve vzorku. Vysledné hodnoty
absorbance byly vztazeny ke kontrole a vyneseny do grafu v zavislosti na koncentraci
studované latky. Nasledné byly tyto experimentalni body prolozeny rovnici rastové
kiivky ([Inhibitor] vs. response), kde koncentrace inhibitoru odpovida biologické odezve.

Reprezentativni kiivky pro studované latky jsou uvedeny v obrazku €. 19.
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Obrazek 19: Vybrané prezivaci kfivky po 72hodinové inkubaci s BBR3464 nebo Lipo 100 nm.
Byly provedeny tfi nezavislé experimenty, pfi¢emz v kazdém experimentu byla kazda
z koncentraci nanesena v kvadruplikatu. Vysledné hodnoty IC50 odectené z prislusnych

kiivek jsou v tabulce €. 5. Jednad se o hodnotu stanovujici koncentraci latky, ktera je

pottebna pro inhibici déleni 50 % bunék.

Tabulka 5: Tabulka hodnot IC50 véetné smérodatné odchylky stanovenych pro volny komplex
BBR3464 a liposomy obsahujici BRR3464 (Lipo 100 nm) v burikach A2780 po 72 h inkubace

BBR3464 Lipo 100 nm
Méreni IC50; [umol/I] IC50; [umol/I]
1 12,8 3,6
2 9,0 2,3
3 10,9 2,9
IC50 + SD [umol/l] 10,9+1,6 2,9%0,5

Z uvedenych dat lze usoudit, ze ptipravené liposomy maji lepsi antiproliferativni aktivitu,
kdy hodnota IC50 byla stanovena na (2,9 + 0,5) umol/l oproti samotnému komplexu
BBR3464 (10,9 + 1,6) umol/l. Testovan byl také vliv prazdnych liposomt na déleni
bunek, pfi¢emz koncentrace fosfolipidi ve vzorku odpovidala stejnému mnozstvi

fosfolipida, které byly piidany s nejvyssi koncentraci BBR3464. Vysledky ukazaly, ze
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samotné liposomy nijak neovliviiuji proliferaci a zivotnost bunek. To je ve shod¢€ se
znamymi daty i vzhledem k tomu, Ze liposomy podobného slozeni jiz byly schvaleny pro
pouziti v klinické praxi. (Liu a kol. 2013)

V ramci tohoto experimentu byla také vénovana pozornost vlivu studovanych latek na
morfologii bunék. Z fotografii v obrazku ¢. 20 je patrné, ze kontrolni buiky vykazuji
kulaty tvar typicky pro zvolenou bunécnou linii A2780 a rostou v tésném seskupeni
s vyznamnou mezibunéénou kohezi. Oproti tomu, buiiky inkubované s BBR3464
(4 a 10 uM) nebo Lipo 100 nm (2 a 4 uM) maji vice fibroblasticky tvar a vykazuji
omezené mezibunécné kontakty. Je ziejmé, ze zatimco kontrolni buriky se mnozily velmi
rychle a za dobu inkubace (72 h) dosahly témér uplného pokryti dna jamky, déleni bunék
v piitomnosti BBR3464 bylo inhibovano. V téchto vzorcich bylo po uplynulé dobé
inkubace mnohem mén¢ bunék nez v kontrole, 1 prestoze byl na zacatku experimentu do
kazdé jamky nasazen stejny pocet bun¢k. Mrtvé a degradované buiiky byly patrné az pri
nejvyssich pouzitych koncentracich (10 uM pro Lipo 100 nm a 25 pM pro volné
BBR3464). Z tohoto plyne, ze volné i enkapsulované BRR3464 primarné zastavuje
bunécné déleni, a je tedy cytostatické. Cytotoxicky efekt se projevuje az pii vysokych

koncentracich.

Kontrola

BBR3464

Lipo 100 nm-

2uM 4uM

—10uM

10uM

Obrazek 20: Buriky A2780 po 72h inkubaci s enkapsulovanym a volnym BBR3464 v pfislusnych
koncentracich v porovnani s kontrolnimi burikami, které byly inkubovany v kultiva¢nim médiu.
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Z vysledka vyplyva, ze pii enkapsulaci do liposomt doslo ke zvySeni antiproliferativni
aktivity BRR3464, pricemz bylo prokazano, Ze tento nartst neni zpusoben piispévkem
aktivity samotnych fosfolipidovych ¢astic. Enkapsulace ziejmé ovliviiuje nékteré
biologické aspekty studovaného komplexu jako je prinik pfes membranu nebo

akumulace v burikach, ¢emuz budou vénovany dalsi kapitoly.

5.4 Bunécnd smrt — priitokovd cytometrie

Pokud dojde k zastaveni bunécného cyklu vlivem poskozeni DNA (jako v piipadé
studovaného komplexu) a burika neni schopna toto poskozeni opravit, pak se zpravidla
spousti mechanismy programované bunécéné smrti. (Surova a Zhivotovsky 2012)
Vysledky predchoziho experimentu naznacuji, ze pripravené Castice maji cytostaticky
ucinek, a proto jsme zde chtéli ovérit, zda v dusledku jejich pasobeni buriky podléhaji
tomuto typu odpovédi a pfipadné také stanovit druh indukované bunécné smrti. Ackoli
existuje velké mnozstvi typu bunécné smrti, v nejzakladn€jsim rozdéleni 1ze hovoiit o
apoptdze a nekroze. Zatimco apoptéza je energeticky narocny a vysoce regulovany
proces, pii nekroze dochdzi mimo jiné k desintegraci membrany a vyliti obsahu buriky do
okoli, pficemz se mize projevit zanétliva reakce. To je obecné povazovano za nezadouci

jev.

Buiiky A2780 byly inkubovany s riznymi koncentracemi volného ¢i enkapsulovaného
BBR3464 a kontrola se samotnym kultivaénim médiem po dobu 24 hodin. Nasledné byly
vzorky znaCeny roztokem obsahujici propidium iodid a annexin-V Pacific Blue.
Annexin-V se vaze na fosfatidylserin — jedna se o fosfolipid, ktery je asymetricky
distribuovan na cytosolové strané membrany a na vnéjsi stranu je pfesouvan v pocatecni
fazi apoptozy. Propidium iodid oproti tomu vnika do buriky skrze poskozenou membranu
nekrotické buiky a vaze se na DNA, pficemz u vitalnich bunék dochazi k aktivnimu
vylu€ovani tohoto barviva do extracelularniho prostoru. Po znaceni néasledovala analyza

na prutokovém cytometru. Vysledky této analyzy jsou uvedeny v obrazku ¢. 21.
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Obrazek 21: Porovnani typu bunééné smrti na pritokovém cytometru v pfipadé volného (0,5; 1; 10
1M) a enkapsulovaného (0,5; 1 uM) komplexu BBR3464 po 24 hodinach inkubace s bunécnou linii

A2780. Kontrola byla inkubovana se samotnym kultivacnim médiem.

soucCasn¢ dochazet i k jinym formam bunécné smrti.

Uvedena data jsou vSak v souladu s predchozim zjisténim, ze 100 nm liposomy maji lepsi
antiproliferativni aktivitu nez samotné BBR3464. Enkapsulace, jak uz bylo uvedeno
v predchozich kapitolach, mize zlepSovat nékteré biologické parametry studované latky,

proto je dalsi kapitola vénovana porovnavani pruniku do bunék u volného a

zapouzdieného komplexu.
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Dvojité barveni propidium iodidem a annexinem-V umoziuje fluorescencni rozliSeni
bunék zivych (levy spodni kvadrant), v brzké apoptické fazi (pravy spodni kvandrant),
nekrotickych (levy horni kvandrant) a buinky v pozdni apoptické fazi a sekundarni
nekroze (pravy horni kvadrant). Z vysledki je patrné, ze enkapsulovany komplex ma
tendenci indukovat apoptickou bunéénou smrt podobné jako volné BBR3464, a to 1 pfi
10x niz$i koncentraci. Apopticka cesta v zastoupeni pievazuje u vSech vzorkl, avsak
vzhledem ke tvaru distribuce a silici populaci patrné predev§im vlevém hornim

kvadrantu u 1 uM Lipo 100 nm se da predpokladat, ze v piipad€ pouzitych liposomt bude




5.5 Bunécna akumulace

Cilovym mistem pusobeni mnohych cytostatickych (zejména platinovych) 1éciv je
molekula DNA. Interakce léCiva s touto molekulou a znemoznéni dalSiho déleni
nezvratné vede k indukci bunécné smrti, jak bylo ukazano v predchozi kapitole. To je i
piipad studovaného komplexu BBR3464, jehoz princip pusobeni spociva v tvorbé
dlouhodosahovych mezifetézcovych mustki na DNA. (Brabec a kol. 1999) Vzhledem
k tomu, ze je cilové misto lokalizované uvniti buiniky, musi byt tato 1éciva schopna
prochézet cytoplazmatickou membranou a zarovei Celit neustalému vylucovani z buriky
efluxnimi prenaseci. Zabyvali jsme se proto méfenim koncentrace platiny v burikach pfi
inkubaci s BBR3464 a Lipo 100 nm, aby bylo mozné porovnat, zda ma enkapsulace vliv
na prichod membranou a akumulaci v buinikach. Koncentrace platiny byla stanovena
pomoci ICP-MS, jak je popsano v kapitole materialy a metody, po 24 hodinach inkubace,
kdy 1ze predpokladat ustaleny stav mezi transportem do bun¢k a ven z bunek. Vysledky
tohoto méfeni jsou uvedeny v tabulce €. 6, kde je vysledné mnozstvi platiny prepocitano

na 10° bunék.

Tabulka 6: Srovnani akumulace Pt v burikach A2780 pro volny a enkapsulovany (Lipo 100 nm) komplex
BBR3464 po 24 hodinach inkubace

BBR3464 Lipo 100 nm
Méfeni ng Pt/106 bunék Méfeni ng Pt/106 bunék
1 13,8 1 23,4
2 21,1 2 25,8
Prdmér £ primérna 17,5+3,7 Prdmér £ primérna 24,6+1,2
odchylka odchylka
Akumulace platiny v burikach inkubovanych svolnym BBR3464 byla

(17,5 +3,7) ng platiny na 10° bun&k a u Lipo 100 nm (24,6 + 1,2) ng platiny na 10° bunék.
Ac u Lipo 100 nm pozorujeme mirny nartist koncentrace platiny, je tento rozdil vzhledem
k chybé meéfeni nepatrny. Dané zjisténi se liSi od obecné udavané informace, Zze
enkapsulace latek do liposomu vyrazn€ zlepsuje jejich akumulacni vlastnosti (Montané a
kol. 2020) a je také v rozporu se zjisténymi daty z experimentl s jinymi 1éCivy. (Vrana a
kol. 2016) I pfes sviij vysoky kladny naboj (4+) totiz studovany komplex pronika pres
fosfolipidovou membranu velmi efektivné. Detailni aspekty prenosu BBR3464 do bun¢k
nejsou zcela znamé. Bylo vSak zjisténo, ze tomuto transportu napomahaji prenasece pro
meéd hCTR1. (Kabolizadeh a kol. 2007) Liposomy na rozdil od volného komplexu
nejCastéji pronikaji do bunék endocytoézou, jejich internalizace je tedy podnécovana

odlisSnymi mechanismy. Po uvolnéni z liposomi dochazi k vylucovani BBR3464
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transportérem ATP7B (Kabolizadeh a kol. 2007) stejné jako k tomu dochazi u vzorku s
volnym BBR3464. Ziejmé i z tohoto divodu je u obou studovanych vzorkt pii dané
inkubaci pozorovana podobna vysledna koncentrace platiny. Z té€chto vysledku plyne, ze
zlepSeni antiproliferativni aktivity Lipo 100 nm neni zpusobeno vys$si akumulaci
aktivniho 1éCiva v burikach a zfejmeé zde bude dochazet i k jinym jeviim jako je naptiklad
ochrana komplexu pfed pusobenim slozek média nebo detoxifikacnich proteini v

cytoplazmé.

Soucasti experimentu bylo také kvalitativni hodnoceni bunééné akumulace, a to
pfipravou liposoml znacenych 5-karboxyfluoreceinem (5-CF Lipo 100 nm) a jejich
vizualizaci na fluorescen¢nim konfokalnim mikroskopu. Cilem tohoto experimentu bylo
porovnani lokalizace ¢astic v buiice po 3 a 24 hodinach inkubace bunék A2780 s 5-CF
Lipo 100 nm. Fluorescen¢ni spektrum 5-CF Lipo 100 nm pfi excitacni vilnové délce

493 nm je uvedeno v obrazku ¢. 22.

Intenzita fluorescence
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Obrazek 22: Fluorescenéni spektrum 100 nm liposomu znacenych 5-karboxyfluoresceinem,
Aex =493 nm.

Na obrazku ¢. 23 jsou uvedeny reprezentativni fotografie z vizualizace na konfokalnim
mikroskopu Leica TSC SP-5X. Je ziejmé, ze po3 hodindch inkubace bunck s
Lipo 100 nm byla vétSina fluorescence kolokalizovana s bunéénou membranou a zarovei
byla wurcitd cast fluorescenéniho signalu detekovatelnd i v cytoplazmé bunék.
Po 24 hodinach inkubace jiz vétSina fluorescencné znacCenych ¢astic pronikla do bunék.
Jejich signal je pozorovan ve formé ohraniCenych oblasti, které se nachazi mimo jadro.
Mohlo by se jednat o struktury odpovidajici endosomim nebo lysosomtm. Barvenim
lysozomu specifickou znackou by se dala urcit pfesna mira kolokalizace a potvrzeni

vyskytu liposomu. Tento experiment je v§ak nad ramec diplomové prace.
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Kontrola

3h

24 h

Obrazek 23: Reprezentativni fotografie z konfokalniho mikroskopu zobrazujici lokalizaci ¢astic 5-CF

Lipo 100 nm (obsahujici BBR3464) v burikach po 3 nebo 24 hodinach inkubace. Kontrola predstavuje

buriky inkubované v Cistém mediu. Levé panely: zobrazeni v bilém svétle; prostfedni panely: zeleny
fluorescencni kanal (493 nm), pravé panely: sloucené obrazky z bilého svétla a fluorescence.

Aby doslo k pozadovanému cytostatickému uc¢inku studované latky, je nutné, aby po
vstupu do buinky mohla puisobit na cilovou molekulu. Musi tedy dojit k uvoliiovani
BBR3464 z liposomu. Z tohoto davodu jsou v dalsi kapitole prozkoumany podminky

uvolfiovani tohoto 1é¢iva.
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5.6 Kinetika uvolriovani

Jak jiz bylo naznaceno v predchozi kapitole, k pozadovanému cytostatickému pusobeni
komplexu BBR3464 dochazi az po navazani na DNA. Proto bylo do série experimentt
v této praci zahrnuto i studium kinetiky uvolfiovani BBR3464 z Lipo 100 nm, a to
v prubéhu 72 hodin pfi inkubaci v médiu RPMI-1640 pii 37 °C pii tfech riznych
hodnotach pH média — pH 5; 6,5 a 8,2. Zaroven byla sledovana i stabilita liposoma pii
podminkach skladovani, a to v PBS pfi 4 °C. Po uplynuti dané¢ho ¢asového useku byla
stanovena koncentrace platiny ve vzorcich pomoci AAS, jak je uvedeno v kapitole
materialy a metody. Tyto hodnoty pak byly vztazeny na celkovou koncentraci platiny ve
vzorku a v grafu v obrazku ¢. 24 uvedeny jako procenta uvolnéné platiny v Case. Body
jsou naméteny pro 1, 2, 3,4, 5, 24, 48 a 72 hodin pro uvoliiovani v médiu pti 37 °C a 24,

48 a 72 hodin pro uvoliiovani v PBS pii 4 °C. Tyto body jsou prolozeny hyperbolou.

00,
— I ____________ L I
= N S v PBS pH7.4;4°C
E { 4 Medium pH 8.2; 37°C
£ R = Medium pH 6.5; 37°C
-E- ‘ e Medium pH 5.0; 37°C
[
5] I
c 30491 ~ L X o pf
2l L -
O oM L S x

_________________ v
16 24 32 40 48 56 64 72
Cas [h]

Obrazek 24: Graf kinetiky uvolfiovani BBR3464 z liposom po dobu 72 hodin. Svislé tisecky pfedstavuji
pramérnou odchylku ze dvou nezavislych experimentt.

Nejméné¢ uvolnéné platiny (do 15 % za 72 hodin) bylo detekovano v PBS pii 4 °C.
S prihlédnutim k vysledkim ziskanych pro uvoliiovani BBR3464 v médiu by se dalo
oCekavat, ze zvySeni teploty povede k vys§i mife uvolnéni 1éCiva zliposomd. Jiz
v predchozich studiich bylo zji§téno, ze zvySeni teploty pfi skladovani vede

k destabilizaci systému obsahujici liposomy. (Plessis a kol. 1996)

Z uvedeného grafu je patrné, Ze kinetika uvoliovani BBR3464 z liposomu zavisi na pH,
coz je ve shod¢ s literaturou. Zavislost je nepfimo umeérna, tedy ze s klesajici hodnotou
pH dochazi k vétsi mife uvolilovani. Tyto vysledky naznacuji mozné zvySeni citlivosti

ptipravenych ¢astic k nadorové tkani, ktera se oproti séru (pH 7,4) vyznacuje kyselejSim
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prostfedim s pH v rozmezi 6,5-6,8. (Alasvand a kol. 2017) Spolu s EPR efektem by tento
poznatek mohl vést k prohloubeni preferencni akumulace enkapsulovaného 1éciva
v pevnych nadorech za soucasného snizeni davky pusobici na zdravé bunky. To by
potencialné mohlo vést ke zmirnéni vedlejsich ucinkti. Poznatkt vychazejicich z obrazku
¢. 24 je vyuzivano také pii konstrukci termosenzitivnich a pH-senzitivnich liposomu.

(Aghdam a kol. 2019)

V této cCasti prace byla uvedena cela fada vysledki z raznych experimentt, které
prokazaly zlepSeni nékterych biologickych vlastnosti (antiproliferativni aktivita, pH
selektivita) ve prospéch enkapsulované formy komlexu BBR3464. Také bylo zjisténo, ze
za danym zlepSenim zfeymé nestoji vysSsi akumulace v burkach, a proto nas
v nasledujicim a zaroven poslednim experimentu zajimalo, zda muZe enkapsulace

zabranit interakcim komplexu se slozkami séra.

5.7 Reakce se siru obsahujicimi latkami

Hlavni motivaci této diplomové prace bylo zjisténi, ze obecna toxicita platinového
komplexu BBR3464 je zpusobena interakci se slozkami séra, kdy skrze trans-efekt
dochazi k jeho rozpadu na slouceniny podobné transplating, které jsou sami o sob¢€ vysoce
toxické. Enkapsulaci BBR3464 do fosfolipidového obalu by melo byt t€émto interakcim

zabranéno, coz by v dasledku mélo snizit obecnou toxicitu této latky.

Experiment byl realizovan reakci BBR3464 nebo Lipo 100 nm s hovézim sérem a jejich
inkubaci. Nasledné byly pro odstranéni nenavazané platiny vSechny vzorky dialyzovany
a kvuli mozné zméné koncentrace pii dialyze bylo stanoveno mnozstvi proteinu metodou
Bradfordové, jak je popsano v kapitole materidly a metody. Mnozstvi platiny (tedy
komplexu navazaného na slozkach séra) bylo stanoveno pomoci ICP-MS. Pri
vyhodnocovani bylo u vSech vzorkl vztazeno mnozstvi platiny k zjisténému mnozstvi
proteinu jednoduchym podé€lenim. U nedialyzovanych vzorkt byl pomér Pt/protein
definovan jako 100% a k nému byly vztahovany hodnoty ziskané pro dialyzované vzorky.
Ze ziskanych hodnot byl vytvoren pomér vzorku po dialyze ku vzorku pied dialyzou a
vynasobeno 100, ¢imz jsme zjistili mnozstvi platiny v %, které se navédzalo na sérové
proteiny. Pro vzorky Lipo 100 nm i BBR3464 byl pfipraven 1 vzorek blank, se kterym
byla provedena stejna analyza a tyto blanky byly odecteny od vyslednych poméra vzorkt
Lipo 100 nm a BBR3464. Vysledek tohoto experimentu v % vazby uvadime v grafu

na obrazku ¢. 25.
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Obrazek 25: Porovnani vazby volného a enkapsulovaného BBR3464 na sérové proteiny. Sloupce
predstavuji primér a svislé Gsecky primérnou odchylku ze dvou nezavislych experimenta.

Z uvedeného grafu je patrné, ze v pfipadé enkapsulovaného komplexu doslo k ucinnému
zabranéni vazby BBR3464 na sérové proteiny. V piipadé BBR3464 to bylo (94 £ 7) %.
Vzorek blank bylo nutné stanovit a odecist od Lipo 100 nm z toho divodu, Ze se
BBR3464 krome¢ proteint ucinné vaze i na fosfatové skupiny fosfolipida, které zustaly v
dialyzacni membrané. (Brabec a kol. 2017) Ukazalo se, ze tento efekt neni zanedbatelny
a tvoti 30 % celkové vazby. Po odecteni tvofila vazba BBR3464 na sérové proteiny u
tohoto vzorku pouze (7,5 + 0,5) %. Ziskané vysledky naznacuji, ze enkapsulaci komplexu

do liposomu byla zasadné omezena interakce mezi BBR3464 a sérovymi proteiny.
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6 Zavér

V této diplomové praci jsme se zabyvali enkapsulaci platino<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>