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CILE PRACE

Teoreticka ¢ast

1. Provedeni literarni reSerSe v oblasti riznych mechanismi fizeného uvolfiovani
latek/1éCiv se zaméfenim na lipidové vezikuly.

2. Zhodnoceni soucasného stavu znalosti v uvedené problematice.

Prakticka ¢ast

1. Navrzeni metodiky experimentalniho méfeni pro uvoliiovani nizkomolekularnich
latek z liposomti pomoci vysokofrekvencniho ultrazvuku in vitro.
2. Ovéfeni experimentalné navrzené metodiky.

3. Provedeni statistického vyhodnoceni méteni s naslednou diskusi ziskanych vysledkd.



1 UVOD

Moderni technologie distribuce [é¢iv umoziuji zlepSeni terapeutického indexu prenasené
latky na zakladé omezeni vedlejsich ucinkd, prodlouzeni doby cirkulace v obéhu ¢i cilené
prepravy latky do specifické tkan€. Jejich vznik byl podminén negativy tradicnich, dnes
jiz zcela béznych systémi, kam radime napftiklad klasické tablety, tinktury, sirupy ¢i
tobolky, které nedokazi reflektovat mnohdy komplexni charakter mnohych onemocnéni,
mezi néz patii neurologické, infekcni, genetické a predev§im maligni nadorové nemoci
(Adepu & Ramakrishna, 2021; Nsairat et al., 2022).

Onkologickd onemocnéni jsou slozité, vicefaktorové choroby, jez lze obecné
charakterizovat jako naruSeni bézného stavu proliferace, ktery usti v nekontrolovany rast,
neschopnost diferenciace a typicky 1 preruseni apoptotické signalizace, tedy
,hesmrtelnosti“. Mezi bézné metody pouzivané pii 1écbé téchto onemocnéni se typicky
fadi chirurgické vykony, radioterapie, chemoterapie nebo jejich kombinace. Vzhledem k
vysoce toxickému ucinku cytostatik i na zdravé buiiky a nespecifickému ptisobeni se v§ak
nejedna o prili§ efektivni zpisob odstranéni nadorovych bunék (Ahmadi et al., 2020).
Idealnim zpisobem, jak se vyhnout potencialné negativnim ucinkiim chemoterapie, by
byl design systému, jenz umoziuje kontrolované uvolilovani 1é¢iva do tkané, ¢i pripadné
reguluje toxicitu dané latky.

V poslednich letech doSlo ke zna¢nému pokroku v této oblasti. Kromé
experimentu s uhlikovymi nanoc¢asticemi ¢i magneticky upravenymi nosici na bazi oxida
zeleza se dal$i vyzkum zaméfuje piedevsim na vyuziti liposomt jakoZto potencialnich
nosi¢l 1éciv a jinych latek. Jedna se o sférické lipidové vezikuly tvorené dvojitou
fosfolipidovou membranou s eventualné navazanymi konstituenty v ramci riznorodych
modifikaci. Obsahuji hydrofilni i hydrofobni oblasti udavajici jejich interakce s ostatnimi
molekulami. Jejich vlastnosti umoziuji prekonat mnohé biologické prekazky, nebot’ svou
strukturou napodobuji pfirozené biomembrany. V zavislosti na slozeni liposomu téz
nedochdzi k zasadni interakci s imunitnim systémem pacienta. Vyuziti vysoce
purifikovanych slozek a cinidel je naprosto nezbytné k dosazeni tohoto efektu.
Nenasycené lipidy, ziskané napfiklad z vaje€ného zloutku ¢i kravského séra (kupiikladu
lecitin), jsou pomémé nachylné k oxidaci zplsobujici limitaci zivotnosti liposomu
(Zahednezhad et al., 2019).

Vhodné liposomové formulace 1ze docilit volbou patficné kombinace lipida (tedy

chemickou strukturou, velikosti, a pomérem komponent), jejich funkcionalizaci, ale i



metodikou doruceni latek na urCené misto. Zpravidla se uzivaji glycerofosfolipidy
disponujici glycerolem jakozto hlavni molekulou, na kterou je navazana fosfatova
skupina a dva nasycené Ci nenasycené fetézce mastnych kyselin. Nenasycené lipidy
existuji v pfirodni formé& s konformaci cis, ktera je vSak méné stabilni nez syntetické
lipidy disponujici konformaci #rams, které byvaji dale modifikovany v oblasti fostatové
skupiny 1 alifatickych fetézca (Guimaraes et al., 2021).

Kategoricky 1ze liposomy fadit v zavislosti na mnozstvi dvojitych membran na
unilamelarni ¢i multilamelarni. Unilamelarni vezikuly dosahuji mensSich rozmér,
typicky pod 100 nm, zatimco multilamelarni jsou tvofeny ze dvou a vice koncentrickych
dvojvrstev o celkovych rozmérech vétSich nez 500 nm. Nejbéznéj§im a nejstar§im
zpusobem jejich pfipravy je takzvana Banghamova metoda (Bangham et al., 1967)
zahrnujici tenkovrstevnou emulzifikaci lipida prostiednictvim jejich rozpusténi v
organickém rozpoustédle, odpafenim a naslednou hydrataci ve vodném roztoku (pufru).
Takto 1ze docilit tvorby vezikul o rizné velikosti, kterou 1ze nasledné upravovat extruzi
¢i jinymi technikami.

Vzhledem k jejich pfiznivym biologickym vlastnostem umoziujicim vyskyt in
vivo podminkach, relativni termostabilité (zavisi na slozeni) pfedstavuji vhodny systém k
doruceni latek se zna¢nou flexibilitou a potencidlem v mnoha rozli€nych oblastech
vyzkumu (Maurer ef al., 2001). Mezi mozné zptisoby uvolnéni enkapsulovaného nakladu
patii tepelné ptsobeni (liposomy obsahujici oxidy Zeleza), fotodynamické uvolnéni, dale
pak elektricky ¢i enzymaticky vyvolané uvoliiovani (Franco et al., 2021). Za zminku téz
stoji vyuziti ultrazvuku, jenz v mediciné nachazi celou fadu uplatnéni, a to konkrétné v
ramci zobrazovacich metod, zubnim 1ékafstvi, a terapeuticky napftiklad pii dezintegraci
ledvinovych kament a mnoho dalSich.

Ultrazvuk lze charakterizovat jako oscilujici elastické mechanické viny o
frekvenci mimo rozsah lidského sluchu (>20 kHz). V mediciné se pak tyto viny na
zakladé frekvence rozdéluji na vysokofrekvencni (HFUS, >1 MHz) a nizkofrekvencni
LFUS (Schroeder et al., 2009), velice dulezita je také intenzita akustického vinéni. Mezi
vlastnosti umoziujici natolik roz§ifené vyuziti patii napiiklad biokompatibilita, zna¢na
penetrace tkani (v zévislosti na frekvenci), ovladatelnost a Sirokd dostupnost. Jiz v
minulém stoleti byly zjiStény mechanismy interakce ultrazvuku s biologickymi
membranami, které mohou byt vyuzity k uvolnéni latek z lipidovych vezikul. Tento
mechanicky efekt je odvozen od stabilni kavitace vyvolané konstantni oscilaci

mikrobublin ¢i nestabilni kavitaci zptisobenou rapidnim zvétSenim objemu bublin a jejich



naslednym prasknutim a kolapsem. Stabilni kavitace lze docilit pouzitim ultrazvuku
s nizkou intenzitou (bézné pro vysoké frekvence), jenz indukuje tvorbu stfiznych sil v
kapaling, které v konecném disledku vedou k naruseni struktury nosice za nasledného
uvolnéni enkapsulované latky. Soucasné dochazi k tvorbé€ pora v membrané.

K nestabilni kavitaci naproti tomu dochazi pii aplikaci ultrazvuku o vysoké
intenzité (a typicky nizSich frekvencich), kdy vznikly tlakovy gradient vede k rozpadu
membrany vlivem kolapsu mikrobublin (Ahmadi ez al., 2020).

Tohoto efektu 1ze vyuzit kuptikladu pti stimulaci endotelu krevnich cév a zvyseni
jejich permeability. Kromé mechanického pusobeni, tedy kavitace, muze vlivem
ultrazvuku dojit téz ke zménam nestabilnich vazeb v nosici a navySeni teploty (Tu et al.,
2021). Miru uvolnovani latek z liposomu lze posléze provérit. Napiiklad Huang a
MacDonald (2004) méfili efektivitu uvolnéni kalceinu prostrednictvim fluorescenéniho
signalu.

V ramci této prace budou zhodnoceny obecné principy uvolfiovani latek z riznych
nosi¢t s dirazem na lipidové vezikuly. Jako uvolfiovaci mechanismus v praktické Casti
poslouzi primarné vysokofrekvenéni ultrazvuk, jehoz puasobeni na liposomy bude
kvantifikovano s pomoci dvou detekénich systémi a nasledné vyhodnoceno.
Vysokofrekven¢ni ultrazvuk byl zvolen primarné€ z divodu malého mnozstvi publikaci,
které se jim zabyvaji, a to navzdory jeho relativné niz§i tkafiové destruktivité ve srovnani

s nizkofrekven¢nim ultrazvukem.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Systémy pro cilenou distribuci latek

Distribucni systémy jsou souhrnnym oznafenim pro metody, technologie a formulace
umoziujici pifekonani biologickych prekdzek a omezeni konvencnich 1éCiv, respektive
jejich ucinnych latek (Tewabe ef al, 2021). Podani a davkovani se mnohdy setkava
s komplikacemi, a to obzvlasté v pripadé vysoce potentnich 1é¢iv vyzadujicich presné
navazky v fadu mg a pg. Také mnohé zptsoby aplikace byvaji nepraktické ¢i neefektivni
z hlediska uplatnitelnosti. Pii oralnim podani 1é¢iv muze dojit k jejich degradaci
pusobenim nizkého zaludecniho pH, nebo mohou zapficinit lokalni iritace ¢i pfimo
poranéni tkan€ v miste aplikace z divodu nerovnomérného uvolnéni 1éciva ve vysokych
koncentracich. Mezi dalsi faktory omezujici efektivitu 1€¢iv patii jejich inherentni
chemicka nestabilita, suboptimalni organoleptické vlastnosti (tedy chut ¢i pach), a
v neposledni tfadé taktéz nachylnost k nezddoucim interakcim s okolnim prostfedim,
primarné tedy imunitnim systémem (Adepu & Ramakrishna, 2021).

Vzhledem k vySe uvedenym faktorim byly vyvinuty metody cilené distribuce, jez
navysuji terapeuticky index 1éCiv prostrednictvim jejich ucinné aplikace v misté urCeni
za soucasného uvolnéni bé&hem urcitého casového obdobi a v pozadovanych
koncentracich, ¢imz se predchazi projevu potencialné cytotoxickych a jinych vedlejSich
ucinkt (Nsairat et al., 2021). Jedna se o technologické systémy, které zprostredkovavaji
formulaci a ulozeni terapeutické latky do snadnéji aplikovatelné a u€inn€jsi podoby. Zcela
elementarnim a nejranéj§im typem takového systému jsou dnes jiz obycCejné potahované
tablety ¢i tobolky, avSak v souCasnosti existuje nespoCet pokrocilejSich zpusobu
distribuce latek, jejichz specifika umoziuji vysoce efektivni uplatnéni v konkrétni oblasti.
Soucasné lépe reflektuji potfeby moderni mediciny a problematiky 1écby rozlicnych
komplexnich onemocnéni (Ezike ef al., 2023).

Vzhledem k rozvoji poznatki v oblasti molekularni biologie, bioinZenyrstvi,
nanomateriala a farmacie vznikly systémy a terapeutika schopna zacilit na specifickou
tkan ¢i bunky. LéCiva na bazi proteint, peptidi, monoklonalnich protilatek (mAb),
nukleovych kyselin, nanomaterialovych a membranovych systémt signifikantné
modifikuji farmakokinetiku pfidruzenych latek a rozsiruji moznosti terapie (Vargason et

al., 2021).



Jako typicky ptiklad popularniho tématického zaméfeni se velmi Casto uvadéji
onkologické choroby, které doposud predstavuji pro védecky vyzkum v mnohych
ohledech ne zcela prekonanou vyzvu. Mezi bézné dostupné metody 1écby se tadi
chirurgicka excize nadoru €i chemoterapie zalozena na intravenozni aplikaci cytostatik,
ktera vSak nespecificky pusobi cytotoxickym tc¢inkem i na zdravé buriky, coz s sebou
nese negativni dasledky pro recipienty tohoto typu terapie (Ahmadi ef al., 2020).

Vyuziti distribuCnich systému se vSak neomezuje pouze na oblast nadorovych
onemocnéni. Napfiklad relativn€é nedavno byly experimentadlné proveéfovany
inhalovatelné liposomalni a polysacharidové mikroc¢astice ve formé suchého prasku pro
1écbu infekcnich plicnich chorob (Mehta ef al., 2020; Pé&stalova et al., 2023). Dale 1ze
uvést umélé nosice pro genové editace rostlinného genomu, které predstavuji vylepseni
puvodné velice zdlouhavého a neucinného procesu transformace rostlin s pomoci
biolistickych metod, PEG-zprostfedkované transfekce ¢i floral-dip protokolu (Yan et al.,
2022).

2.1.1 Klasifikace distribu¢nich systému

Obecné 1ze distribucni systémy rozd€lit do nékolika generacnich skupin. V prvni generaci
vystupuji predevs§im konvencni ¢i klasické metody podani 1é¢iv, tedy naptiklad kapsle,
tablety a emulze. Druhé generace jiz inkorporuje urcité modifikace, naptiklad specialni
potahy upravujici mechanismus uvolnéni. V tieti generaci se setkavame s distribu¢nimi
systémy, jejichZ vlastnosti lze aktivng ménit a ovladat. Radi se sem predev§im osmoticky
aktivni nosige a difuzni systémy. Ctvrta a zéroveil sou¢asna generace umoziiuje cileny
prenos 1é¢iv do mista urCeni. Jejich parametry jsou zcela modularni a regulovatelné,
pficemz mechanismus transportu se rozdéluje na pasivni a aktivni (vysvétleno
v nasledujicich kapitolach). Pata generace se prozatim nachdzi v konceptualni fazi
s teprve prvotnimi dil¢imi aspéchy a studiemi. Jedna se o nanorobotické, syntetické
biologické systémy schopné autonomni distribuce latek v Sirokém Casovém rozpéti
trvajicim v fadu mésicu i let. Mimo jiné se zde naplno uplatiiuji principy genové terapie
(Tewabe et al., 2021).

V soucasnosti se rozliSuje nekolik zakladnich skupin distribu¢nich vektor
v ramci Ctvrté generace. Jedna se primarné o vezikularni koloidni nosice a nanocasticové
vektory na bazi syntetickych i pfirodnich polymerd. Urcitou roli hraji v neposledni fadé
také imunokonjugaty a virové vektory. Vezikularni nosiCe se vyznacuji predevsim

biokompatibilitou, relativni metastabilitou, rozsdhlymi variantami mozného uplatnéni a



regulovatelného podani, a v neposledni fadé také schopnosti pozitivné ovlivnit
farmakokinetické vlastnosti enkapsulovaného 1é¢iva. Po eluci nakladu dochazi k jejich
rychlé degradaci nebo vylouceni z organismu, coz prispiva k nizké imunogenicite.
Strukturné je utvareji zpravidla lamelarni lipidické struktury o velikosti nékolika desitek

az stovek nanometri (Martinho ef al., 2011).

2.1.1.1 Vezikularni nosi¢e

Nejznamejs§im pfislusnikem této skupiny jsou bezpochyby liposomy, jimiz se zbytek
prace bude detailn¢ zabyvat. Existuji vSak 1 relativné podobné analogické systémy, jez
z lipidovych vezikul vychazeji. Napiiklad takzvané niosomy funguji na identickém
principu jako liposomy. Zasadné se vSak 1isi vazbou neiontovych surfaktantii ke svému
povrchu, které predstavuji nemalou procentualni slozku z hlediska celkové stavby.
Zakladni skelet tvoti polyoxyethylenové alkylové estery (POE) nebo také sachar6zové
diestery. Povrchoveé aktivni latky postradajici elektricky naboj, byvaji v zasadé relativné
netoxické. Soucasné zlepSuji terapeuticky index léCiva skrze omezeni nezadoucich
interakci s okolnim prostfedim. Oproti liposomim také neni nutné nasledovat specifické
postupy a podminky skladovani, nebot niosomy vynikaji chemickou stabilitou, coz z nich
¢ini financné nendrocnou a atraktivni volbu nosiCe pro distribuci latek. Nicméné nelze
opomenout nékolik zasadnich negativ, jez by méla byt brana v potaz. Na rozdil od
nasledujicich vezikularnich systému je prakticky vyloucena jejich transdermalni aplikace
z davodu slabé permeability klize vici t€émto strukturam. Soucasné spolecné s liposomy
dochazi ke vzajemné agregaci vezikul a spontanni difuzi enkapsulovaného nakladu
(Martinho et al., 2011; Yadav et al., 2016; Tewabe et al., 2021).

Transferosomy a ethosomy jsou pfimymi derivaty liposomu, jelikoz se strukturné
taktéz zakladaji na lipidovych dvojvrstvach. Jejich vlastnosti jsou v§ak optimalizovany
pro transdermalni podani a transport proteint, peptida a také protizanétlivych 1éCiv typu
Ibuprofen ¢i Diclofenac (Elsayed ef al., 2007). Co se specifik tyCe, transferosomy se
vyznacuji vysoce flexibilni povahou membran, ktera se projevuje vyjimecnou
deformovatelnosti. Ta je zprostfedkovana povrchové aktivnimi latkami, kam se fadi napft.
Tween 80 a cholat sodny. Jejich druhotnd funkce také umoziuje naruseni bunécnych
membran, ¢imz zasadné zlepSuji permeabilitu. Ethosomy obsahuji pfedevsim ethanol a
izopropylalkohol, pfi€emz pro ucely topického podani nahrazuji liposomy (Laffleur &
Keckeis, 2020; Tewabe ef al, 2021). Jmenovité¢ lze také zminit tzv. sfingosomy,

aquasomy, bliosomy a dalsi (Kamboj ez al., 2013).



2.1.1.2 Distribu¢ni systémy na bazi polymera

Polymerni nosie vyjma vezikularnich systému tvoii zdaleka nejrozsahlejsi skupinu
castic vhodnych k enkapsulaci a uvolnéni latek a nasledné eluci. Predevsim
biodegradabilni polymery jako napf. polylaktaty predstavuji vysoce biokompatibilni
systémy, které rapidné navySuji rozpustnost hydrofobniho nakladu a polocas cirkulace
v krevnim ob¢&hu.

Jedna se jmenovité o polymery na piirodni bazi, tedy napt. cyklodextriny,
chitosan, albuminové konjugaty, argininové derivaty, kyselinu hyaluronovou a
polysacharidy. Na zaveér jako zastupci syntetickych polymera poslouzi PLA (polylaktaty),
PACA (polyalkylcyanoakrylaty), rozlicné polyamidy, PVA (polyvinyl alkohol) a dalsi
(Martinho et al., 2011; Sung & Kim, 2020; Tewabe et al., 2021).

2.1.1.3 Mikro/nanocasticové anorganické systémy

Neékteré anorganické nanocastice, predevS§im kvantové teCky (QD=quantum dots),
koloidni zlato nebo magnetické nanopartikule o rozmérech pod 100 nm projevuji
schopnost selektivniho transportu skrze bunééné membrany, a to predev§im pii konjugaci
s RGD peptidem (arginyl-glycyl-aspartat) a PEG (Chen ef al., 2008; Martinho ef al.,
2011). Magnetické nanocastice je soucasné¢ mozné navadét jejich umisténim do externiho
magnetického pole a selektivné indukovat hypertermii. Silikonové porézni materialy

mohou inkorporovat 1éCiva a pasobit tak jako nosice (Paolino ef al., 20006).

2.1.1.4 Emulzni systémy

Tento druh nosicu je charakteristicky pfedevsim svym slozenim z isotropnich smeési vody
a oleju stabilizovanych surfaktanty. Jejich vyhoda spociva v pfiznivych
termodynamickych vlastnostech (stabilit€), vysoké rozpustnosti a schopnosti praniku

tkanémi, predev§im tedy pokozkou (Martinho ef al., 2011).

2.1.1.5 Imunoglobulinové a virové vektory

Spojenim protilatek s lé¢ivem prostfednictvim linkeru umoziuje cilené navazani daného
imunoglobulinu v misté ur¢eni. Vhodnou volbou konjugatu tak lze docilit 1écby Sirokého
spektra onemocnéni. Za timto ucCelem se pouzivaji predev§im humanizované
monoklonalni protilatky (mAb), jejichz prostifednictvim se snizuji nezadouci imunogenni
ucinky v organismu. Dal§imi moznymi strategiemi k dosazeni tohoto efektu je taktéz

PEGylace nebo vazba albuminu (Wu & Senter, 2005).



Pouziti virovych vektori neni ani zdaleka specifické pouze pro oblast
rostlinnych biotechnologii pro genovy transfer rekombinantni DNA do rostlin.
Prehledové se v medicin€ pouzivaji lentiviry, retroviry a adenoviry, nicméné predstavuji
urcité riziko v podobné potencialni aktivace protoonkogent a silné imunitni odezvy

(Martinho et al., 2011).
2.2 Liposomy

2.2.1 Definice

Liposomy lze definovat jako singularni ¢i vicenasobné koncentrické lipidové dvojvrstvy
tvorici umély obal, v némz se nachazi intravezikularni vodna faze ¢i slozka, eventualné i
enkapsulovana 1éCiva a jiné vybrané latky jako napf. peptidy a proteiny. Zvlasté
v moderni mediciné se jedna o znacné vSestranné a pokrocilé systémy napodobujici
pfirozené biomembrany, coz umoziuje jejich aplikaci pii 1écbe tkariové specifickych
onemocnéni vyzadujicich pomérné presné doruceni pozadovaného 1é¢iva na misto urceni
bez negativni odpovédi imunitniho systému v lidském organismu (Edwards & Baeumner,
2005). Samotny pojem ,liposom* vychazi z feckého jazyka, kde predpona ,lipo-*
znamena tuk, a ,,soma- znaci t€lo ¢i korpus. Zprvu vSak zadny specializovany nazev pro
lipidové vezikuly nebyl stanoven, coz se zmeénilo teprve az koncem 60. let minulého
stoleti, kdy Weissmann k takzvanym fosfolipidovym sférulim pfifadil oznaceni liposomy
(Sessa & Weissmann, 1968). AvSak v navaznosti na ¢innost dr. Banghama (viz nésledujici
kapitola) se tyto vezikuly také oznacuji pojmy , kapalny krystal“, , Banghasomy* nebo

jako takzvané , smektické mesofaze* (Kim, 2016).

2.2.2 Historicky vvzkum a vyvoj

Byt k produkci prvnich liposomt dochazelo v laboratotich bezdécné jiz od roku 1847,
poprvé byly tyto struktury fadné objeveny a popsany roku 1961, respektive roku 1964, a
to zasluhou dr. Aleca Banghama v ramci jeho pusobeni na Univerzité v Cambridge,
konkrétné Babraham Institute. Zde zformuloval zakladni tezi popisujici stav rovnovéhy,
ve kterém kazda lipidova dvojvrstva utvafi souvislou membranu umoziujici vznik
diskrétniho vnitfniho kompartmentu izolovaného od vnéj§iho prostiedi (Bangham &

Horne, 1963). Mimo jiné tak doSlo k potvrzeni drivej§i studie (Robertson, 1960)



teoretizujici o existenci fosfolipidové struktury intracelularnich a plasmatickych
membran.

Prvotni vyzkum se zamétoval spise na roli liposomt v podobé modelu pro studium
fyzikalné-chemickych vlastnosti biomembran, kupfikladu jejich permeability vici
rozli¢nym iontim, dale t¢Z membranové fuze ¢i vazby enzymu. Teprve az o nékolik let
pozdéji doslo kupfeni pozornosti vici potencialnimu biomedicinskému vyuziti
lipidovych vezikul. dr. George Gregoriadis ve studii zroku 1971 uvadi metodu
enkapsulace aminoglukosidazy a albuminu ve vezikulach tvofenych zvaje¢ného
lecithinu (fosfatidylcholinu), cholesterolu a dihexadecyl fosfatu prostiednictvim jejich
hydratace (viz kapitola ,Metody pfipravy liposomi“) a nasledné pasaze skrze
sefar6zovou kolonu (Gregoriadis et al., 1971).

Jednalo se tak o prvotni impulz, jenz odkryl moznosti uplatnéni liposomi v
lékarstvi a inspiroval budouci vyzkum v této oblasti. I samotny dr. Gregoriadis se dale
této problematice vénoval v jeho navazujicich ¢lancich, kde rozvadél absenci specificity
farmakologicky aktivnich latek a s tim souvisejici potfebu tato 1éCiva selektivné dopravit
do cilové tkané oproti tehdejsim tradi€nim postupiim. Soucasné upozornil na potencialni
vyuziti liposomu jako nosi¢u latek. Tato myslenka vedla ke zjisténi, ze liposomy o
rozdilnych vlastnostech lze prakticky uplatnit in vifro v sav¢ich burikach, respektive
jejich bunécnych kulturach, kde diky enkapsulaci dochazi k prodlouzeni doby cirkulace
1éCiv, coz vede k jejich zvySené ucinnosti (Gregoriadis, 1976). Jiz zminény védec vSak
nebyl ani zdaleka jedinym, kdo se podilel na dalsi charakterizaci liposomt a jejich
konkrétnim uplatnéni.

Za poslednich 40 let doslo diky intenzivnimu vyzkumu v této sfére ke znaCnym
pokrokiim, jednak napiiklad v ramci syntézy liposomt s pomoci extruze skrze sérii
polykarbonatovych membran a dalSich metod (Olson ez al., 1979; Hope et al., 1985), ale
také v oblasti rozliénych povrchovych modifikaci. Kupftikladu Klibanov a kolektiv roku
1990 1uspésné inkorporovali dioleoyl N-(monomethoxy-polyethylenglykolsukcinyl)
fosfatidylethanolamin do membran objemnych unilamelarnich liposomii slozenych z
kombinace vaje¢ného lecithinu a cholesterolu v poméru 1:1, ¢imz byl signifikantné
prodlouzen polocas cirkulace v krevnim ob&hu z méné€ nez 30 minut na 5 hodin (Klibanov
etal., 1990). Tato modifikacni strategie v poloving 90. let umoznila vznik Doxilu, prvniho
schvaleného 1éCiva na bazi nanopartikuli (Barenholz, 2012). Vyjma povrchové
funkcionalizace vezikul probihaly experimenty také vramci samotné enkapsulace

raznorodych latek vcetné cytostatik pii 1écbé onkologickych onemocnéni (napf.



metotrexat — Kimelberg ef al., 1976), v jejichz kontextu je mozné o liposomech slySet
z hlediska publicity v soucasné dob¢ zdaleka nejvice.

Z hlediska interakce s nadory lze povazovat za vyznamné zjisténi dr. Maedy, jenz
pojmenoval takzvany EPR efekt, tedy zlepSenou permeabilitu a retenci molekul v tkanich
s poskozenou, nebo i dokonce destruovanou ¢i obliterovanou vaskulaturou (Maeda &
Matsumura, 1986). To samoziejmée plati 1 pro liposomy s enkapsulovanymi 1éCivy, jez se
tedy v tumorech uvolfiuji, a tudiz se jedna o pasivni zptusob distribuce latek (viz dale).
Vlivem funkcionalizace povrchu liposomi s pomoci vhodnych ligand (napi. peptidy,
protilatky) se vSak v soucasnosti vyzkum ubira spise smérem aktivniho transportu jakozto
alternativy k tradicni chemoterapii, nebot’ liposomy mohou zvySovat prichodnost 1éciv
bunécnymi membranani. Zaroven plati, Ze cileny prenos limituje nespecifickou distribuci
enkapsulované faze. Ackoliv 1é¢ba onkologickych onemocnéni predstavuje znacnou Cast
celkového vystupu, co se publikaci tyCe, nemén€ vyznamné aplikace liposomu zahrnuji i
terapii fungalnich infekci, genovou terapii, vektorovou transformaci rostlinného genomu
v ramci biotechnologii, a v neposledni fadé také vakciny (Riaz et al., 2018).

Ohledné genové terapie i1 transfekce stoji za zminku fakt, ze prvotni pokusy
koncem 70. let nepfinesly vyznamné tspéchy z diivodu velmi narocného laboratorniho
provedeni, coz vyustilo v praktickou nepouzitelnost in vivo. AvSak se zavedenim
elektropora¢nich metod a optimalizaci protokolti se podafilo komplexovat kationtové

polymery ¢i lipidy s DNA a vznikly tak tzv. genosomy (Lasic & Barenholz, 1996).

2.2.3 Charakterizace lipidovych vezikul

Jak jiz bylo v predeslych kapitolach uvedeno, liposomy jsou nanoskopické utvary v
podobé koncentrickych sférickych vezikul slozenych zlipidové dvojité membrany a
vnitiniho kompartmentu. Z hlediska komplexity a poftu membran se kategoricky
rozliSuji malé unilamelarni vezikuly (SUV - small unilamellar vesicles), velké
unilameléarni vezikuly (LUV — large unilamellar vesicles), multilamelarni vezikuly (MLV
— multilamellar vesicles) a multivezikularni vezikuly (MVV — multivesicular vesicles).
Toto rozdéleni je znazornéno na Obr. 1.

Samotny nazev napovida, ze unilamelarni vezikuly jsou tvofeny pouze z jediné
lipidové dvojvrstvy a ve srovnani s ostatnimi typy liposomt jsou také zdaleka
nejkompaktnéjsi (dsuv <100 nm; drLyv>100 nm), coz ale znamena také sniZenou
enkapsulacni kapacitu, tedy takzvany packing parametr (PP). PP lze definovat jako podil

obsahu polarni a objemu nepolarni casti amfifilni molekuly, kde V znaci objem a 1 délku
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hydrofobnich fetézci, a A oznacuje prafezovou plochu hydrofilni hlavicky (Schroeder et

al., 2009), viz vzorec nize:
%4
NEY]
SUV a LUV typicky vznikaji zmenSenim MLV a MVYV, které mohou dosahovat

PP

velikosti az nékolika stovek nm. Nespornou vyhodou LUV je jejich piiznivy pomér lipida
nutnych k enkapsulaci vétSich objemi pozadované latky, avSak vzhledem k jejich
rozméram pomérmé snadno podléhaji fagocytoze makrofagy retikuloendotelialniho
systému (RES) na zaklad¢ jejich pfedchozi opsonizace, stejné je tomu tak i v pripadé
MLV a MVV. Pojem MVV oznacuje shluk vétsiho mnozstvi SUV uvniti koncentrickych
lamel, naproti tomu MLV muazeme popsat jako SUV o vice dvojvrstvach lipidi. Metoda
jejich vyroby je velice jednoducha a poskytuje vysoce stabilni liposomy oproti SUV, které
ale ve srovnani s objemnéjsimi vezikulami déle odolavaji ptisobeni imunitniho systému
Hydrataci v pufru a naslednou sonikaci spontanné vznikaji MLV, které se posléze extruzi
unifikuji na unilamelarni vezikuly stejnych rozmér. Tyto liposomy lze ale vytvorit i
jinymi metodami, napf. fluidnimi mikrocipy (viz kapitola ,,Metody pfipravy liposomi‘).
Multilamelarni vezikuly sice disponuji daleko vétsim PP, avSak na druhou stranu naopak
klesa enkapsulacni ucinnost latek, ktera je zpravidla vys$si u SUV a LUV (Sharma ez al.,
2018).

® ® ® Py @ Py »
@ ® A 4 A 4 L 4 A 4 »

20-100 nm >100 nm 100-500 nm >500 nm >1000 nm >1000 nm

|

X

Suv LUV oLV MLV Guv MvV

Obrazek 1: Grafické znazornéni rozliénych typt liposomu dle rozmért a lamelarity; SUV: Malé
unilamelarni vezikuly; LUV: Velké unilamelarmni vezikuly; OLV: Oligolamelarni vezikuly; MLV:
Multilamelarni vezikuly; GUV: Obfi unilamelami vezikuly; MVV: Multivezikulami vezikuly;
Upraveno a ptejato od: Luiz et al., 2023
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Tuto uCinnost lze stanovit napt. fluorometricky, kdy Fi znaci celkovou
fluorescenci liposomové suspenze s detekénim Cinidlem, Fin znaci fluorescenci po pfidani
zhaSece a Fioq znamena fluorescenci pii rovnovazné koncentraci uvolnéného detekcniho
¢inidla. Na zaveér zde vystupuje 1 faktor fedéni ,,r* pro koncentraci fluorescenéniho ¢inidla
po pfidani detergentu, jenz dezintegruje membrany (Oku ef al., 1982). Vznika tak

nasledujici vzorec:

[Fin - (Ftotq X T‘)]
[Frot = (Frorg X T)]

Rozméry lipidovych vezikul a po¢et membranovych lamel soucasné ovliviiyji i

x 100

Utinnost enkapsulace [%] =

farmakokinetickou charakteristiku enkapsulovanych 1é€iv. Bylo zjisténo, Ze rozsah 50 nm
az 150 nm typicky predstavuje zadouci dimenze liposomu a dramaticky pfi této velikosti
Castic narusta jejich cirkulacni poloc¢as v krevnim fecisti a tkanich. V podstaté se jedna o
kompromis mezi velikosti, poftem lamel a stabilitou vezikul. Vicevrstvé vezikuly
projevuji rigidn€jsi a obecné stabilnéjsi povahu, avsak utrpi tim jejich biokompatibilita,
jak jiz bylo vySe naznacCeno (Nsairat et al., 2022).

Velikost liposomt a jejich distribuci 1ze analyzovat s pomoci riznorodych technik.
Mezi typické priklady patfi transmisni elektronova mikroskopie (TEM), kryo-TEM (viz
Obr. 2), skenovaci/rastrovaci elektronova mikroskopie (SEM), mikroskopie atomarnich
sil (AFM), a v neposledni fadé také rozptylové techniky (Sharma ez al., 2018), pfredevsim
dynamicky rozptyl svétla (DLS — dynamic light scattering), téz znamy pod nazvem

fotonova korelacni spektroskopie (PCS). DLS zkouma difuzni vlastnosti makromolekul

v roztocich, respektive jejich difuzni koeficient, jenz z&visi na velikosti a tvaru castic

(Stetefeld ez al., 2016).

Obrazek 2: (vlevo) Liposomalni struktura zachycena s pomoci kryoelektronové transmisni
mikroskopie (TEM) a AFM (vpravo); Prejato od: Kotoucek ef al., 2020
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V souvislosti s velikostnimi rozméry liposomi Ize také zminit jejich eventualni
tvar a lamelaritu, nebot’ tyto vlastnosti nejsou v zadném piipadé konstantni a zavisi na
zpusobu pripravy vezikul. Pocet lipidovych dvojvrstev se zpravidla urCuje pozorovanim
v elektronovém mikroskopu, nebo také prostrednictvim nuklearni magnetické resonance
(NMR 3'P, 'H).

Dalsim faktorem, jenz zasadnim zpusobem ovliviiuje vlastnosti lipidovych
vezikul a celou fadu jejich parametrd, je nepochybné také chemicka struktura a
kompozice membran (viz v nasledujici kapitole). Konkrétné¢ podoba hydrofobnich
fetézct, polarni hlavic¢ky lipida a asociovanych ligandu se podili na celkovém naboji
liposomu, ktery se souhrnné nazyva ( (zeta) potencial. Jedna se o hodnotu slouzici
k urceni stability koloidnich systémil v okolnim médiu, nebot elektricky naboj molekul
do zna¢né miry urcuje jejich vzajemné interakce. Jsou-li Castice navenek elektroneutralni
nebo dosahuje-li jejich (-potencial nizkych hodnot, v takovém ptipadé dochazi k jejich
postupné agregaci z divodu absence odpudivych sil, jez by flokulaci zabranovaly. Tento
parametr lze stanovit spomoci elektroforetickych metod (pfedevSim kapilarni
elektroforéza), pfi¢emz naboj Castice je pfimo umérny jejich mobilité v elektrickém poli
(Guimaraes et al., 2021). Liposomy s hodnotami (-potencialu odpovidajici v absolutnich
hodnotach vice jak 30 mV jsou povazovany za stabilni. S pomoci iontovych surfaktanti
¢i jinych modulatori (napf. stearylamin, diacetylfosfat) jej lze upravit. Ionizace
karboxylovych skupin zapfi¢ifiuje velmi nizké hodnoty v oblasti -80 mV, pficemz se
jedna o velmi stabilni Castice (Dymek & Sikora, 2022).

Vliv chemické struktury se také promita do fluidity lipidové dvojvrstvy, ktera
sama o sobé& predstavuje dulezity parametr ve vztahu ke stabilit¢ vezikuly a jeji
permeabilit€¢ vici enkapsulovanym latkam. S rostouci fluiditou soucasné stoupa i
propustnost (Craig et al, 1990). Primarné souvisi s hodnotou transientni, neboli
prechodové teploty Ty, ktera je specificka pro pfislusné lipidy dle jejich slozeni. Ovliviiuje
ji délka hydrofobnich uhlovodikovych fetézct, fad chemickych vazeb mezi atomy uhliku,
elektricky naboj a typ polarni hlavi¢ky. S nartstajici délkou feté€zct zesiluji vzajemné
intramolekularni interakce (van der Waalsovy sily), vlivem ¢ehoz umérné vzrusta i
disociacni energie potfebna k naruseni téchto vazeb. Lze tak zaroven objasnit i rozdily
mezi stabilitou syntetickych a pfirodnich lipida (viz dale), nebot’ konfigurace cis na
dvojné vazbé utvari ohyb, diky némuz je energeticky pozadavek v podobé dodaného tepla

oproti konfiguraci frans podstatné niz8i (Avanti Polar Lipids, z webu avantilipids.com).
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Obrazek 3: Zakladni schéma fazovych prechodii lipidové membrany; 1) T pro DPPC
odpovida 41 °C, tudiz se pii 37 °C nachazi v pevné fazi, pficemz permeabilita
dvojvrstvy je nizka; 2) NavysSeni teploty nad T, vede k rozvolnéni vazeb, navyseni
permeability a uvolnéni enkapsulované latky z lipidové membrany v kapalné fazi; 3)
Modifikace membrany pomoci lipidii s vyssim T (kupfikladu HSPC) umoziiuje
modulaci T dvojvrstvy; Upraveno a piejato od: Franco et al., 2021

T lze tudiz definovat jako teplotu nutnou k indukci vnitini konverze mezi
fazovymi stavy lipidi (viz Obr. 3), které diky své polymorfni povaze dokazi v zavislosti
na prostfedi utvaret fadu strukturnich fazi ¢i forem v ramci termodynamického systému.

Tyto formy se vzajemné odlisuji na bazi relativni lateralni mobility lipida uvnitf
dvojvrstvy, jejich molekularni konformace a topologické struktury. Lze je rozd€lit na fazi

(kapalnd neusporadand/smekticka A), Lp (gelova usporadana), Lo (kapalna
usporadana), P (zvinéna) a L. (pseudokrystalicka), pficemz pro tvorbu liposomu jsou
relevantni pfechody mezi fazi L a L. Tt tedy odpovida teploté, pii niz se lipidy vyskytuji
v obou stavech soucasné, kdy mezi nimi vznikaji vysoce permeabilni interfacialni oblasti.
Pfi nizSich teplotich se membrana vyznacuje nizkou propustnosti a fluiditou v ramci
gelové faze. Naopak pti prekroCeni Ty lipidy pfechézeji do faze Lq, kde dochazi k relativné
rychlému lateralnimu presunu lipidovych molekul (Guimaraes ef al., 2021; Faller, 2024),
coz vede ke zvySené permeabilit¢ membrany, avSak na ukor stability. Lipidy zde utvareji
lamelarni struktury orientované kolmo k membranovému povrchu. Jednotlivé faze a
pfechody mezi nimi lze charakterizovat s pomoci Ginzburg-Landauovy teorie o volné
energii. Experimentalné Ize tento aspekt zkoumat pomoci 2D rentgenové difrakce a
,freeze-fracture* krystalografie (Benalcazar, 2012). Samotnou T; je pak mozné stanovit
s pomoci elektronové paramagnetické rezonance (EPR), FTIR (infracervena
spektroskopie s Fourierovou transformaci) ¢t NMR (Pentak, 2014).

Volba lipidd pii vyrobnim procesu liposomi je do zna¢né miry ovlivnéna
kyzenymi vlastnostmi, jimiz maji vysledné vezikuly disponovat. Liposomy obsahujici

lipidy s hodnotami Ty niz§imi nez 37 °C jsou zna¢né nachylné jednak vici pusobeni RES
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(retikuloendotelialni systém), ale taktéz k uniku enkapsulované slozky pfi fyziologickych

podminkach. Z tohoto divodu se jako praktictéjsi jevi aplikace liposomu s obsahem

lipidd, jejichz T se pohybuji nad fyziologickymi hodnotami, a jsou tudiz strukturné

rigidnéjsi (Sharma ez al., 2018).

2.2.4 Chemicka struktura:

Z pohledu strukturniho lze
liposomy popsat jako syntetické
stérické utvary tvorené z molekul
(di)acylovych  fosfolipidd  ve
vodném prostiedi, disponujicich
hydrofobni a hydrofilni doménou,
na zakladé ¢ehoz se tedy jedna o
castice.

amfifilni Tento dvoji

charakter prispiva k formaci
vezikul schopnych nést jednak
hydrofilni latky uvnitf centralniho
kompartmentu liposomu, ale také
hydrofobni
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Obrazek 4: Zakladni struktura liposomalnich nosicu; Ve
vodném prostiedi se lipidové dvojvrstvy reorganizuji do
kulovitych utvard, v nichZ je mozno enkapsulovat hydrofobni
¢1 hydrofilni latky: Prejato z: Dymek & Sikora, 2022

dvojvrstve. Soucasné prostfednictvim vzajemné interakce molekul vody a hydrofobniho

fetézce fosfolipidu dochazi pii dosazeni kritické koncentrace k agregaci a skladani lipida

do kulovitého tvaru (Alavi et al., 2017), coz lze vidét na Obr. 4. Hydrofobni fetézce v

liposomu k sobé& piiléhaji a formuji tak oddé€leny vnitini prostor, pfiemz van der

Waalsovy sily slouzi jako stabilizacni faktor celé struktury.
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Obrazek 5: Znazomeéni bézné pouzivanych fosfolipidovych struktur pro formaci
liposomu; A) fosfatidylcholin, B) fosfatidylethanolamin, C) fosfatidylserin, D)
fosfatidylinositol, E) fosfatidylglycerol, F) kyselina fosfatidova; Prejato od:
Nsairat et al., 2022

Charakter hydrofobni skupiny konkrétniho lipidu je ovlivnén délkou acylového
fetézce, jeho symetrii a saturaci, tedy pfitomnosti dvojnych vazeb (Large ez al., 2021).
Onen acylovy zbytek predstavuji mastné kyseliny (MK), tedy monokarboxylové kyseliny
s dlouhym uhlovodikovym fetézcem (pfiklady uvedeny na Obr. 5), a to v rozmezi 12 az
24 uhlik, mezi nimiz se mohou vyskytovat dvojné vazby. Takové MK se oznacuji jako
nenasycené, tedy nesaturované, piicemz se dale klasifikuji na zakladé konformace na
dvojnych vazbach. Konfigurace cis je typicka pro piirozené se vyskytujici MK (rigidni
30° ohyb v misté dvojné vazby), zatimco frans je vysledkem industridlniho ztuzovani
tukt. Pokud dvojna vazba pritomna neni, hovofime o saturovanych MK (Frankova et al.,
2014).

Hydrofobni fetézec je esterovou vazbou typicky napojen na 3-fosfoglycerol, kde
fosfatova skupina slouzi jako polarni, a tedy hydrofilni ¢ast lipidu. Hovofime zde o

takzvanych glycerolfosfolipidech. Vodikové vazby a polarni interakce mezi molekulami
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vody a polarnimi hlavi¢kami se stejné jako van der Waalsovy sily v piipadé€ hydrofobniho
fetézce podileji na stabilizaci vezikuly. Obecné vlastnosti lipidu tedy ovliviiuje jednak
kvalitativni zastoupeni MK, ale soucasné jejich mnozstvi, tedy kvantitativni charakter.
Na zbytek kyseliny fosfore¢né (respektive kyslik) se mize navazat jedna ¢i dvé MK,
pfi¢emz vazba dvou kyselin v ramci lipidu utvaii celkové stabiln€jsi a méné toxickou
strukturu oproti vazbé jen jediné MK (Li et al., 2019). Soucasné se na tento zbytek mohou
s pomoci dalsi esterové vazby napojit jiné molekuly, jako naptiklad hydroxylova skupina
(kyselina fosfatidova=PA), inositol (fosfatidylinositol=PI), dale pak glycerol
(fosfatidylglycerol=PG), ethanolamin (fosfatidylethanolamin=PE), serin ¢i cholin
(fosfatidylserin=PS, fosfatidylcholin=PC). Tyto funkcni skupiny spolu s ruznymi
mastnymi kyselinami (napf. palmitova, stearova, margarova, olejova, linoleova a dalsi) a
glycerolem spolecné tvori piirodni lipidy, které lze ziskat z riznych zdroju, naptiklad
vajecného zloutku ¢i s6jovych bobu (Monteiro et al., 2014).

Vyjma vySe popsané skupiny se vramci fosfolipidd rozliSuji i takzvané
sfingofosfolipidy, téz zvané sfingomyeliny. OdliSuji se na zaklad¢é rozdilné zakladni
struktury. Namisto glycerolu zde figuruje aminoalkohol sfingosin s navazanou aminovou
skupinou v pozici 2, piicemz celkové obsahuje 18 uhlikii. Vazbou nesaturované MK na
tuto pozici vznika tzv. ceramid, z né¢hoz sfingomyeliny vychazeji (Frankova ef al., 2014).
Mezi typické zastupce patii latky na obr. X. Pfirozené se vyskytujici lipidy, at’ uz
glycerofosfolipidy ¢i sfingomyeliny, byvaji méné stabilni nez lipidy syntetické, které
vznikaji modifikacemi v polarnich a nepolarnich regionech pfirodnich fosfolipidq,
vyznamnou roli také hraji rozli¢né lipidové smési ¢i formulace (Nsairat ef al., 2022). Jako
ptiklad 1ze uvést dipalmitoylfosfatidylcholin (DPPC), dimyristoylfosfatidylcholin
(DMPC), dioleoylfosfatidylcholin (DOPC), distearoylfosfatidylcholin (DSPC) a dalsi
(Luiz et al., 2023).

Stabilitu vezikuly ovliviiuje délka acylového fetézce, saturace lipidi i pfitomnost
etherové vazby v molekule lipidu. Delsi, saturované acylové fetézce zpravidla zajist'uji
rigiditu dvojvrstvy, zatimco kratké nenasycené vyusti ve fluidité a zdanlivé

neusporadanosti membran.
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Funkéni skupiny nahrazujici atomy kysliku na fosfatu vSak mohou soucasné
zasadné ovliviiovat celkovy naboj molekuly, coz ma konsekutivné dopad na interakci s
potencialni cilovou tkani. Jestlize je zbytek kyseliny fosfore¢né zaporné nabity, dalSim
navazanim (pfipadné kompletni substituci fosfatu) primarnich a sekundarnich amint
muiiZzeme tuto povahu zménit a vznika tak kladné nabity lipid, jenz napomaha pfi interakci
liposomu se zaporné€ nabitou plasmatickou membranou buriky. Mimo jiné po takto
usnadnéném pruniku pres membranu slouzi jako protektivni skupina branici lysosomalni
degradaci.

Dalsi vlastnosti této hydrofilni oblasti je také potencial vazat zaporné nabité
Castice ke svému povrchu, ¢imz lze uméle navysit kapacitu liposomu, byt za cenu vétSich
rozmérd, coz muze mit za nasledek zhorSenou biokompatibilitu a Zzivotnost celého
systému, popiipadé muze takto zvétSena molekula predstavovat stérickou bariéru.

Naptiklad CTAB (cetrimoniumbromid, téz cetyltrimethylamoniumbromid) a
DOTAP [(2,3-dioleoyl-propyl)-trimethylamin], derivaty slou¢eniny DOTMA [2,3-
dioleoyl-propyl)trimethylaminbromid], predstavuji zastupce kationtovych lipidd, které
soucasné pusobi jako transfekcni detergenty pii prenosu zaporné nabitych molekul, jako
napfiiklad nukleové kyseliny a oligonukleotidy, s ¢imz souvisi zna¢na cytotoxicita. Tento
negativni aspekt je ovSem mozné obejit sestrojenim lipidovych molekul za pouziti
endogennich aminokyselin (L1 et al., 2019), kuptikladu argininu, lysinu a histidinu (Jiang

etal.,2016).

2.2.5 Membranové modifikace a funkcionalizace

Ackoliv konvencni lipidové vezikuly slozené z prirodnich ¢i syntetickych fosfolipida a
sfingomyelini samy o sobé predstavuji UspéSny systém pro pienos latek in vivo,
jednoduché formulace zalozené na jediném lipidu v praxi narazeji na celou fadu prekazek
omezujicich jejich pouziti. Primarné se jedna o chemickou nestabilitu a nachylnost vici
fagocytdze prostiednictvim RES. Soucasné neni realistické, aby takto jednoduché nosice
vyhovély veSkerym potencialnim aplikacim. Nizka rozpustnost, chaba responzivita
k externi stimulaci, nevhodné pH optimum a odolnost nebo téz nespecifickd vazba
s plasmatickymi proteiny jsou pouze kratkym vyctem obtizi, které od pocatku 80. let
opodstatnily intenzivni vyzkum vedouci k vyvoji rozsahlé série konceptualnich i
experimentalné provérenych modifikaci, které 1ze elementarné rozdélit do dvou hlavnich
kategorii, a to na kovalentni modifikace lipidové dvojvrstvy a iontovou adsorbci

ligandi/konjugat k povrchu (Lima ef al., 2021; Abbasi et al., 2023).
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Mezi nejbézn€jsi upravy tohoto typu (viz Obr. 6) patii rozlicné smesi
glycerofosfolipida v rizném pomeéru, a pfimési cholesterolu, kardiolipinu, PEG a jinych
polymert ramci dvojvrstvy (jednotlivé upravy a formulace jsou uvedeny v pfislusnych
kapitolach dale) V soucCasnosti je komercné dostupné Siroké spektrum lipidu, avsSak
zdaleka ne vSechny jsou vhodné pro aplikaci in vivo. Napfiklad PC je zcela béznou
komponentou vezikularnich membran, avSak jeho kvartérni amoniova skupina
neumoziuje kovalentni vazbu dalSich molekul. Z fady zastupct nejbéznéjsich lipida lze
uvést také PS, PI a PE. V pfipadé PS jsou zhlediska moznych reakci zajimavé
karboxylové a aminové skupiny, diky nimz se mohou utvaret fosfolipidové konjugaty ¢i
dimery. Jedna se o zaporné nabity lipid. PI poskytuje tvorbu etherovych a esterovych
vazeb na volnych hydroxylovych skupinach, kde se mohou navazat molekuly obsahujici
karboxylové skupiny. Zajimavy je z hlediska derivatizace také PE, jenz disponuje
aminovou skupinou umoziujici vazbu dalSich molekul na bazi nukleofilni substituce a

tvorby amidové vazby (Lima ef al., 2021).

Liposome bilayer
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Obrazek 6: Ruzné strategic povrchovych modifikaci liposomi s pomoci ligandi; Na obrazku
jsou uvedeny imunoglobuliny, uhlovodiky, peptidy, aptamery, proteiny, PEG, aptamery a dalsi
konjugaty; Prejato od: Khan etal., 2020
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2.2.6 Formulace liposomu a metody jejich pfipravy

Vzhledem k Siroké sféfe uplatnéni lipidovych vezikul, vcetné€ specifickych potreb
laboratornich experimentu ¢i klinickych aplikaci, je nutno brat v potaz kyzené fyzikalné-
chemické vlastnosti, jimiz ma produkt disponovat, coz nasledné¢ musi reflektovat i
konkrétni vyrobni protokol. Soucasné ma také znacny vliv charakter enkapsulované latky,
primarné jeji reaktivita. Dale pozadovany polocas cirkulace, stabilita, cena a
reprodukovatelnost vyrobniho procesu (Bozzuto & Molinari, 2015). V soucasné dobé
jsou stale velmi rozSifeny tzv. konvencni metody, které se vyznacuji relativni
jednoduchosti, nizkymi naroky na instrumentaci a provéfenosti vramci védecké

komunity. Zahrnuji 4 zakladni kroky:

1. Rozpusténi lipidi a jejich smési v organickém rozpoustédle.
2. Odstranéni organického rozpoustédla.

3. Purifikace a izolace liposomu.
4

Konec¢na analyza vezikul.

Typicky se knim fadi metody jako napf. jiz letmo zminénd tenkovrstevna
hydratace, odpafeni reverzni faze, ethanolové/etherové vstfikovani, disperze
rozpoustédla a dalsi. Uvedené postupy vSak mnohdy neodpovidaji pozadavkim pro
enkapsula¢ni uinnost, stanovené rozmeéry vezikul, nebo také ¢asové naroky (Guimaraes
etal.,2021). Z tohoto divodu se ¢asto kombinuji s rozli¢nymi modifikacnimi, respektive
homogeniza¢nimi metodami, jako je napfiklad lyofilizace, sonikace ¢i extruze (Nsairat et
al., 2022) k dosazeni optimalnich rozmérd. Extruzni metoda umoziuje ziskani zcela
homogenni smési lipidovych vezikul prostifednictvim pratlaku suspenze MLV skrze sérii
polykarbonatovych ¢i polyethersulfonovych membran s pevné definovanymi velikostmi
port. Castice jsou tak mechanicky stladeny do pozadované podoby, aviak je nutné po
celou dobu vzorky udrzovat nad transientni teplotou obsazenych lipidi. Zpravidla se
nejprve pouzivaji filtry svétsSimi pory, a az posléze se prechazi ke stile menSim
membranam, dokud nedosahneme cilovych rozméra (Dymek & Sikora, 2022). Lze takto
pfipravit napf. i velice malé liposomy o velikosti 30 nm obsahujici nanocéstice stiibra
s antimikrobialnimi uc¢inky (Liu ef al., 2021).

Sonikaci a lyofilizaci dosahneme rozbiti vét§ich castic na SUV bez pouziti
toxickych rozpoustédel. Za stejnym ucelem 1ze vyuzit i rapidni narast pH béhem kratkého

casového useku, teda takzvany ,,pH jumping” (Gutman, 1984). Vzniklé liposomy vSak
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nejsou zcela homogenni, ba naopak heterogenita zde predstavuje zna¢nou komplikaci, a
proto je vhodné metody kombinovat.

Vyjma vySe zminénych negativ konvencnich metod jsou tyto jiz pon€kud starsi
postupy taktéz znacné ztratové a neSetrné z hlediska pouzitych reagencii a materialt, coz
vylucuje jejich implementaci v prumyslovém méfitku.

Z tohoto duvodu byly relativné nedavno vyvinuty nové postupy pii vyrobé
liposomu, které bud vychazeji z metod konvencnich, anebo zavadgji zcela novou
technologii vyroby. Zminit lze napt. mikrofluidni techniky ¢i superkritickou fluidni

metodu (SCF).

2.2.6.1 Konvenc¢ni metody:

Jednou z nejrozsirenéjSich a jednoznacné nejstarSich metod je tenkovrstevna hydratace,
téz zvana jako Banghamova metoda, kterou poprvé popsal jiz zminény védec (Bangham
et al., 1965). VyznacCuje se jednoduchou suspenzi lipidové smeési v organickém
rozpoustédle, naslednou evaporaci tohoto rozpoustédla za vzniku tenké vrstvy (idealné
v inertni atmosfére), a naslednou hydrataci ve vodném médiu. Moznosti enkapsulace
zahrnuji hydrofilni 1 lipofilni latky, nicméné ti¢innost tohoto procesu je pomérné miziva,
nebot’ dosahuje pouhych 5-15 %. Soucasné vznikaji objemné, heterogenni MLV, které
vyzaduji naslednou Gpravu prostiednictvim sonikace a extruze, ¢imz ziskdme homogenni
smés SUV. Pii sonikaci vSak hrozi oxidativni poskozeni liposomu, které ale 1ze do jisté
miry omezit pouzitim vhodného pufru (napt. HEPES).

Modifikaci tohoto postupu predstavuje evaporace reverzni faze, kdy se k lipidové
suspenzi v solventu kontinualné€ ptidava hydratacni roztok, jenz se opakované spolu
s rozpoustédlem odparuje, dokud nedojde k jeho kompletnimu odstranéni.

Dalsi upravou piechazime k ethanolovému ¢i etherovému vstiikovani. Zde se
pfipravi smé&s lipidi s obsahem ethanolu/etheru, ktera se manualné injekcni stiikackou
nebo s pomoci automatické pumpy vpravi do vodni faze pfi nahrati nad transientni teplotu
lipidd, naCez se tyto latky odpafi na vakuové rotacni odparce. Tento postup zajistuje vznik
heterogenni smési SUV bez nutnosti pouziti toxickych organickych rozpoustédel a

dalSich uprav za cenu nizké enkapsulacni ucinnosti (Dymek & Sikora, 2022).
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2.2.6.2 Moderni metody

Jak jiz bylo zminéno, starsi protokoly syntézy lipidovych vezikul neumoziuji Setrnou a
presnou kontrolu podminek a samotnych vzniklych produktt v kontextu jejich rozméra a
lamelarity. Soucasné je mnohdy zadouci vysledné vezikuly déale upravovat extruzi Ci
sonikaci, coz vyzaduje nezanedbatelnou ¢asovou alokaci.

Jako mozné feSeni se nabizeji relativné nove vyvinuté metody, z nichz jako prvni
lze uvést mikrofluidni Cipy, které umoziuji axialni miseni organické faze, tedy
rozpuSténych lipidd stabilizovanych surfaktanty, svodnym roztokem uvnitf
mikroskopického kanalku (Nsairat ez al., 2022). Konkrétnéji se jedna o stiet dvou k sobé
kolmych proudu kapalin, které jsou pod tlakem pfinuceny putovat uzkym centralnim
kanalkem, kde dochazi k jejich smiseni. Cely mikroCip tedy utvafi laminarni pratokovy
systém ve tvaru pismene Y. Parametry jako rychlost a objem prutoku, pomér organické
ku vodné fazi ¢i koncentrace lipidi zasadnim zpisobem ovliviiuji vyslednou smes (napf.
smés ethanolu a PC o koncentraci 5 mg/ml v poméru 1:3 vici vode). Cela procedura se
vyznacuje nizkymi naroky z hlediska pouzitych chemikalii, nebot” se v planarni desti¢ce
misi objemy v fadu mikrolitrd, mnohdy i méné. Zmenseni vyrobniho procesu je tedy
ekonomicky vyhodné, umoziiuje scale-up na prumyslovou urover a soucasné 1ze presné
kontrolovat podminky, za kterych k formaci liposomu dochazi. V disledku tak vznikaji
uniformni populace lipidovych vezikul (Abbasi ef al., 2023; Dymek & Sikora 2022;
Lamparelli et al., 2022). Limitujicim faktorem vSak stale zistava cena samotnych
mikro€ipd, jejich kalibrace a koordinace vyroby (Filipczak ez al., 2020).

Modifikaci postupu ¢i desticky z mikrofluidni techniky vychazeji ptridruzené
metody jako napftiklad hydrodynamicka fokusace, transientni membranova ejekce a dalsi
(obdobnych subtypt a modifikaci existuje vice). Hydrodynamickou fokusaci aplikovali
Jahn a kolektiv (2003), kdy byl skrze uzky centralni kanalek nahnan lipidovy roztok
obsahujici interkalacni fluorescencni barvivo DilCis, zatimco kolmo k tomuto kanalku
byly nasmérovany dva protilehlé proudy s pufrem. K formaci liposomt zde dochazi
v mistech, kde koncentrace isopropylalkoholu (IPA) s rozpusténymi lipidy a pufru
dosahuje kritické koncentrace, pfi niz je rozpustnost lipidi nizka (Jahn et al., 2004).

Naproti tomu transientni membranova ejekce vyuziva mikrofluidni desticky
k formaci lipidové dvojvrstvy a jejiho rozruseni s pomoci laseru, jenz nahifiva vodné

médium, coz zpusobi tvorbu a oddéleni bublin ve formé liposomu (Ota et al., 2009).
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Pouziti organickych rozpoustédel se nicméné lze vyhnout jejich nahradou
superkritickym oxidem uhlicitym, k jehoz smési s lipidy skrze vykonnou pumpu proudi
hydratacni roztok umoziujici fazovy prechod fosfolipida. K formaci vezikul dochazi
ndhlym poklesem tlaku odstranénim COaz. S pomoci SCF lze dosahnout vysoké
enkapsulacni ucinnosti, av§ak za cenu nizkého vytézku a vysokych financnich narokda,

nehledé na environmentalni aspekt (Bigazzi et al., 2020).

2.27 Obecna farmakokinetika lipidovych vezikul

Vseobecny princip a samotné opodstatnéni enkapsulace 1é¢iv v liposomech spocivaji
v poskytnuti izolovaného kompartmentu od okolniho prostiedi, v klinickych podminkach
jsou tim mysSleny tkané at’ uz zvifeciho ¢i lidského organismu. Tento princip v teoretické
roving zajistuje prepravu nakladu na uréené misto, kde se z vezikuly 1é¢ivo uvoliuje bud’
do extracelularni matrix ¢i rovnou intracelularn€, nacez dojde k jeho internalizaci
buinikami a navozeni specifického ucinku. Bylo zji§téno, Ze eluce latek z vezikul nasleduje
kinetiku prvniho fadu (Schroeder ef al., 2007). Soucasné liposom slouzi jako modulator
farmakokinetickych vlastnosti enkapsulovaného 1é¢iva do doby, nez je uvolnéno z
vezikuly. V idealnim piipadé prodluzuje jeho zivotnost v krevnim fecisti, navySuje
terapeuticky index, omezuje piipadné cytotoxické ucinky, nezadouci interakce
s imunoglobuliny a proteiny komplementu, dale pak navysuje biologickou stabilitu 1é¢iva
a zprostfedkovava jeho vstiebani do buriky. Vzhledem k vySe zminéné charakteristice
lipidové vezikuly nachazeji Siroké uplatnéni v oblasti terapie onkologickych onemocnéni,
oftalmologie, antimikrobialni 1éCby, genové terapie, diagnostickych testi a nové i vakcin
(Allen et al., 1995; van der Koog et al., 2021).

Navzdory zjevnym vyhodam tohoto systému se vyvoj liposomu setkava s celou
fadou biologickych bariér v podobé 5 hlavnich vyzev, a to jmenovité aktivitou fagocyta
v ramci retikuloendotelialniho systému (RES), zanétlivymi procesy, stimulaci imunitniho
systému (hypersenzitivita, aktivace komplementu a dalsi), a naopak nezadouci
liposomalné indukovanou inhibici elementi imunitniho systému, v neposledni fadé také

komplikacemi pfi samotném uvolnéni léciva v misté urCeni (Zahednezhad et al., 2019).

2.2.7.1 Vliv fyzikéalné-chemickych vlastnosti a kompozice lipidové dvojvrstvy

Vyjma obecnych imunologickych interakci (podrobnéji popsany nize) s povrchem
lipidovych membran maji znacny vliv na aktivitu a zivotnost liposomu také fyzikalné-

chemické vlastnosti a slozeni. Intravenozné aplikované lipidové vezikuly typicky
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podléhaji rapidni sekvestraci z krevniho feCisté a koncentruji se primarné ve sleziné a
jatrech (van der Koog et al., 2022). Naptiklad Smyth a kolektiv dosli k zavéru, ze
konvencni extracelularni liposomy slozené z kombinace PC a cholesterolu v poméru
67:33 byly zbunék MCF-7 a PC-3 po 3 hodinach z 95 % eliminovany (Smyth ez al.,
2015). Na zakladé dalSich relativné nedavnych studii bylo taktéz urceno, ze cirkulacni
polocas liposomalnich vezikul pfi intravenozni aplikaci u mys$i dosahuje necelych 10
minut (Lazaro-Ibanez et al., 2021).

Upravou liposomalniho sloZeni 1ze tento pologas navysit skrze omezeni piisobeni
RES a pasivni akumulace ve vyse zminénych organech. Strategie k dosazeni tohoto cile
jsou znacn€ ruznorodé a vysledky variabilni. Lipidové vezikuly slozené ze zaporné
nabitych lipidd, tedy napt. PE a PG jsou znacné nachylné k makrofagické fagocytoze,
zatimco v piipadé PC nikoliv, coz naznacuje roli celkového membranového naboje. Jako
feSeni se tedy naskyta formulace vezikul s pomoci vhodnéjsich lipida (napf. PC), nebo
pouziti prazdnych vezikul saturovanych PE jako néavnady pred aplikaci samotnych
terapeutickych liposomt. Matsumoto a kolektiv poukazali na tuto moznost a jeji
potencialni efekt (Matsumoto ez al., 2017).

Nevyhodou tohoto postupu je vS§ak mozna imunokompromitace organismu, nebot
pouziti tzv. kontrolnich, respektive prazdnych vezikul by mohlo vést k omezené funkci
RES prostiednictvim jeho saturace. Vliv elektrického naboje se projevuje predev§im pii
interakci s bunénymi membranami, k nimz vezikuly adheruji. Neutralné nabité
liposomy disponuji del§im cirkulaénim polocasem a lépe obchazeji RES, avSak jejich
ucinnost transferu enkapsulované latky in vitro je oproti nabitym vezikulam nizsi. Kladny
naboj, podobne¢ jako v pfipadé naboje zaporného, vede k lepsi interakci s membranami a
zaroveni sekvestraci skrze RES. Soucasné ale dochéazi k endogenni generaci ROS
(reaktivnich forem kysliku) a nasledné apoptoze. Tento cytotoxicky efekt je vSak mozné
mitigovat pokrytim povrchu vezikul s pomoci PEG, pfipadné gangliosidi, BSA (bovinni
sérovy albumin), CD47 (peptidovy ligand) a sfingomyelinu, které zaroven slouzi jako
protektivni vrstva vii¢i makrofagim a vedou k navyseni cirkula¢niho poloCasu (van der
Koog et al., 2022). Stejného efektu 1ze dosahnout imitaci kompozice erytrocytd, tedy
formulaci fosfatidylcholin: sfingomyelin: cholesterol: gangliosid GM1 v molarnim
poméru 1:1:1:0,14 (dle Allen et al., 1989). Zajimavy in-situ postup piedstavil Arias-
Alpizar skolegy, kdy liposomy slozené zDOPC a cholesterolu byly napojeny
k fotoaktivnimu cholesterylaminu, coz umoziuje zménu celkového naboje Castice

z neutralniho na pozitivni pii iradiaci UV zafenim (Arias-Alpizar ef al., 2020).
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Dalsim dulezitym faktorem, jenz zasadné ovliviiuje farmakokinetické vlastnosti
liposomd, je nepochybné jejich velikost, jak jiz bylo nékolikrat naznaceno. Ackoliv
idealni rozméry vezikul zavisi predevS§im na oblasti jejich uplatnéni, vSeobecné plati
pfima imeéra mezi velikosti a mirou fagocytozy RES. Vezikuly dosahujici rozmérti >100
nm jsou dfive opsonizovany a odstranény oproti mensim liposomum. Pfi extravazaci malé
Castice lépe prostupuji skrze naruSenou vaskulaturu nadorové tkan€, a tudiz predstavuji
ucinnéjsi zpuasob prepravy 1éCiv (Sharma et al., 2018).

Jev EPR (vizualizace na Obr. 7) je obzvlasté zietelny v malignich tkanich, kde
probéhla angiogeneze, v jejimz dusledku doslo ke vzniku diskontinuit endotelu.
Fenestrace umoznuje prichod objemnych molekul do intersticialniho prostoru, a to
piiblizné do 500 nm (nebo 4000 kDa). Soucasné existuje i teoreticky spodni limit rozméra
lipidovych vezikul, nebot’ pfi velikostech ¢astic <50 nm dochézi k nahodné penetraci cév

1 ve fyziologickém stavu (Bozzuto & Molinari, 2015).
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Obrazek 8: Nanocastice, liposomu nevyjimaje, pasivné pronikaji skrze krevni cévy
prostfednictvim mezer vzniklych mezi burikami endothelu vlivem efektu EPR, jenz je
nasledovan endocytozou vezikuly v maligni butice; Piejato od: Peer et al., 2020 a Cao
etal., 2022
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2.2.7.2 Klasifikace transportu v tkdnich

Na prvni pohled lze usoudit, ze vétSina lipidovych vezikul vySe zminény horni rozmérovy
pozadavek spliiuje. Pokud se na jejich povrchu nevyskytuje navazany ligand, jenz by
umoznil cilen¢ interagovat s pozadovanou tkani na receptorech, hovoiime o takzvaném
pasivnim transportu.

Naproti tomu transport aktivni spoléha na vazbu mezi nadmérné exprimovanymi
specifickymi receptory €1 latkami syntetizovanymi malignimi ¢i angiogennimi
endotelialnimi burikami (napt. EGF-epidermalni rGstovy faktor, FGF-fibroblastovy
rastovy faktor, integriny, HER2-lidsky epidermalni receptor 2) s Casticemi
modifikyjicimi  povrch liposomd. Dochazi tak k akumulaci vezikul v nové
zptistupnéné cilové tkani a naslednému uvolnéni 1éCiva. Typickym prikladem jsou
protilatky (obzvlasté mAb), pfipadn€ konjugaty s PEG zprostredkujicim endocytozu,
tedy tranferin, kyselina listova ¢i aptamery nebo sacharidy (mano6za). Bylo zjisténo, ze
rakovinné buriky nadmémeé exprimuji integriny aSB1, avp3 a avBS, k nimz se siln€ vaze
cRGD, tedy cyklicky arginylglycylaspartat (Abbasi et al., 2023). Napiiklad PEGylované
liposomy s navazanym cRGD byly pouzity u bunék prsniho karcinomu (Vakhshiteh ez
al., 2020), nebo také folat pro piepravu rapamycinu pii 1é€bé rakoviny mocového
meéchyie (Yoon et al., 2019). Dalsi strategie zahrnuji vyuziti receptoru HER2, IL-4R, dale
pak VEGF nebo VEGFR2 spolu s piislusnymi protilatkami (van der Koog ez al., 2022).

Vyjma receptorové vazby lze liposomy navadét i s pomoci pH responzivnich
modifikaci (viz Mechanismy uvoliiovani latek z lipidovych vezikul) a magnetickych
nanocastic, typicky oxidu zeleza (Fe3O4). Umisténim cilové tkané do sféry pusobeni
magnetického pole 1ze indukovat pohyb modifikovanych liposomi. Strategii 1ze uplatnit
pfi nadorové lécbeé v kombinaci s magnetickou hypertermii, a také v ramci genové
transfekce, kdy Ize pouzit naptiklad kationické lipidové vezikuly obsahujici luciferazovy

reportérovy gen ve formé plasmidové DNA (Zheng et al., 2009).

2.2.73 Interakce imunitniho systému s liposomy

Za imunologickou interakci s liposomy zodpovida v prvni fadé vrozeny, nespecificky
imunitni systém, a az eventualné systém ziskany. V ramci nespecifického imunitniho
systému se do interakce s liposomy zapojuje predev§im mononuklearni fagocytarni
systém (MPS), téz znamy jako RES (tedy retikuloendotelidlni systém) a proteiny
komplementu. Z hlediska zapojenych bunénych elementi se jedna predevS§im o

makrofagy, monocyty, dendritické buriky a neutrofily (Zahednezhad ef al., 2019).
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Systém RES se sklada zroztrousené soustavy makrofagh sleziny, jater,
lymfatickych uzlin, plic, peritonealnich prostor a kostni diené¢ (Kume ez al., 1991).
Zvlastni vyznam maji jaterni Kupfferovy buriky, jez se podileji na fagocytdze liposomu
o rozmérech menS§ich nez 100 nm. Jak jiz bylo feCeno v predeslych podkapitolach, proces
fagocytozy postihuje predevsim Castice disponujici povrchovym elektrickym nabojem, at’
uz zapornym ¢i kladnym, zatimco neutralni Castice odolavaji podstatné déle. Soucasné
narustajicim rozmérum vezikul umérné odpovida mira fagocytozy RES. Tomuto jevu lze
predejit tvorbou tzv. ,,stealth® liposomu, jejichz povrch je pokryt navazanym PEG. Tento
dvojsytny alkohol predstavuje hydrofilni stérickou bariéru zamezujici makrofagim
v pristupu k vezikule, ¢imz dochézi k razantnimu prodlouZzeni jeji zivotnosti v ob&hu.

S rostouci koncentraci PEG, jeho denzitou na povrchu liposomi a délkou fetézce
klesa mnozstvi pohlcenych Castic. Nevyhodou tohoto zptisobu protekce je vSak existence
jistého rizika hypersensitivnich reakci (CARPA = c activation related pseudo-allergy) a
vyskytu takzvaného ,hand-foot syndromu®, tedy palmoplantarni erytrodysestézie
vedouci k otokiim a bolestem distalnich Casti koncetin (Zahednezhad ez al., 2019). 1
presto vSak PEGylované liposomy dosahly komercniho uspéchu. V soucasnosti se
v klinické praxi vyuziva piinejmensim desitka lé&ebnych formulaci tohoto typu. Uspéchy
byly zaznamenany konkrétné v oblasti distribuce oligonukleotidii (Onpattro, Onivyde) a
také pti vyvoji vakcin Comirnaty proti viru SARS-CoV-2 (Park ez al., 2022).

Impulz k zahajeni Cinnosti RES obvykle udava opsonizace prostfednictvim
plasmatickych imunoglobulinti ¢i proteini komplementu (opsoniny). Sérové proteiny a
fibronektiny se vazi k povrchu cizorodych ¢astic a ,,oznacuji“ je k rozpoznani a likvidaci
fagocyty. Aktivace komplementu je soucasti vrozené lidské humoralni odpovédi, pficemz
ji do urcité miry vyvolavaji vSechny typy liposomt. Soucasné HDL (high density
lipoproteins=vysokodenzitni lipoproteiny) a LDL (low density
lipoproteins=nizkodenzitni lipoproteiny) obsazené v krevnim fecisti cizorodé latky
destabilizuji prostfednictvim transferu a reorganizace lipidovych membran vezikul, coz
vede k exkreci enkapsulovaného nakladu (Bozzuto & Molinari, 2015).

Interakci komplementu s liposomy 1ze rozdélit do tfi moznych drah. Prvni z nich
je klasicka vazba na IgM, IgG, Clq nebo CRP protein (c-reactive). Druhou pak tzv.
alternativni cesta skrze vazbu na C3b, IgG nebo C4b2a3b (komplex modulujici
substratovou specificitu neboli C5 konvertaza). Tteti a posledni zpisob je popsan lektin-

vazebnou drahou.

27



Aktivaci komplementu vyvolavaji predevs§im objemnéjsi vezikuly, zatimco
v pfipadé mensich, neutralnich vezikul k tomuto jevu nedochazi tak ¢asto. Soucasna
pritomnost nekterych glykolipidi a kladného naboje zptsobi aktivaci CRP, kdezto naboj
zaporny (v ramci liposomu obsahujicich PA, P, kardiolipin, PG a PS) spousti klasickou
kaskadu. K aktivaci alternativni cesty dochazi za pfitomnosti polyaniontovych
makromolekul (agaroza, virové ¢astice) navazanych na membrané (Zahednezhad ef al.,
2019). Komplementové kaskady lze obecné inhibovat prostfednictvim faktoru H
(Moghimi & Hamad, 2008) a spomoci monosialogangliosidu GM1, nebo také
sulfogalaktosylceramidovymi liposomy (Wassef ez al., 1991).

Ziskany, tedy adaptivni imunitni systém, se sklada z humoralni a bunééné slozky.
Zodpovida za vysoce specifickou odpoveéd’ viiéi cizorodym antigenim prostfednictvim T
a B-lymfocytu. Kjeho aktivaci dochazi pii prezenci antigenu skrze MHC (major
histocompatibility complex = hlavni histokompatibilni komplex) glykoproteiny na
povrchu bunéénych membran. U clovéka je také nazyvan jako HLA (human leukocyte
antigen). Trida MHC-1 na sebe nahodné vaze rliznorodé fragmenty a Castice, které
posléze prezentuje na svém povrchu pro cytotoxické T-lymfocyty. Jeji exprese neni
specificka pro zadny urcity typ jadernych bunék, jedna se tedy o jistou formu vSeobecné
kontroly v organismu. Pokud dojde k detekci antigenu Tc-lymfocyty prostrednictvim
vzajemné vazby pfes TCR receptor, stimulovany lymfocyt zapocne proliferaci a indukuje
apoptozu antigen prezentujici buiiky (APC). MHC-2 se ve srovnani s piechozi tfidou
exprimuje pouze ve specializovanych fagocytech, které tak slouzi jako APC. Pfipadné
antigeny rozpoznavaji pomocné Tp-lymfocyty, které nasledné aktivuji specifickou
imunitni odpovéd’ stimulaci B-lymfocyti, které proliferuji na plasmatické buriky tvorici
protilatky vici detekovanému antigenu. Protilatky, podobné jako opsoniny, slouZzi jako
oznaceni k likvidaci fagocyty (Fellnerova, 2022).

Jako spojka s vrozenou imunitou slouzi dendritické (DC) a NK buinky (natural
killer cells), jejichz aktivace zapficini ¢innost adaptivni imunity diky detekci PAMPS a
DAMPS (pathogen-associated molecular patterns a damage-associated molecular
patterns) na PRR (pattern-recognition receptors), TLL (toll-like receptors), CLR (c-type
lectin receptors) a dalSich typech receptora.

Vyznam vySe uvedenych mechanismi spociva v interakci s lipidovymi
vezikulami na zakladé jejich elektrického naboje a potencialniho vyuziti jako adjuvans
vakcin. Naptiklad kladné nabité liposomy slozené z DOTAP vyvolavaji aktivaci DC se
zapornym nabojem a produkci ROS (Chen et al., 2008). Aktivace NK bun¢k s pomoci
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liposomu slozenych z DPPC a inkorporovaného glykosfingolipidu s enkapsulovanym
doxorubicinem vede ke zvySenému ucinku 1écby nadorovych onemocnéni (Khan ef al.,
2014). Jako dalsi piiklad 1ze uvést i koenkapsulaci antigenu a adjuvans v liposomu pro
navozeni odpovédi pomocnych Tn-lymfocyti subpopulace CD4+(Sliitter et al., 2011),
dale cilena 1écba infekci HIV (Gunaseelan et al., 2010), nebo také aktivace NK bunék

liposomy pokrytymi polysacharidovymi antigeny (Bai et al., 2013).

2.3 Mechanismy rizeného uvolnovani latek z lipidovych vezikul

Metody aktivniho transportu lipidovych vezikul na bazi konjugovanych ligandi umoziiuji
ptrenos a akumulaci nosice 1éCiva na pozadované misto (naptiklad nador nebo infikovanou
tkan). Soucasné predstavuji prvni krok ve sledu tkaniove specifické terapie, avsak jiz se
nevztahuji k neméné dilezité problematice samotného mechanismu uvolnéni
enkapsulovaného nakladu. Neregulované uvolnéni latek zavisi téméf exkluzivné na vlivu
EPR efektu a degradace lipidové dvojvrstvy pusobenim RES ¢i proteinii komplementu,
ptipadné prirozené nespecifické ztraté strukturni integrity s postupem ¢asu, nebo spoléha
na pasivni difuzi 1éCiva skrze membranu (Franco ez al., 2021; Ta & Porter, 2013).

Timto zpisobem by vSak kuvolnéni terapeutik doslo bud’ pfili§ nahle a ve
vysokych koncentracich, nebo naopak neimérné pomalu. Pfi aplikaci také mohou nastat
problémy béhem fuze vezikuly s plasmatickou membranou, anebo s endosomalnim
systémem po internalizaci. V urcitych situacich je tento princip vyhodny, nebot napiiklad
ucinek cytostatika vinkristinu Ize navodit 1 pii nizSich koncentracich 1€Civa, jelikoz
inhibuje bunéény cyklus (Allen ez al., 1995). Charakter personalizované 1écby predevsim
v oblasti onkologickych onemocnéni ovSem typicky vyzaduje stabilni, cilené a presné
davkované uvolnéni cytostatika pro dosazeni pokud mozno minimalniho nespecifického
ucinku na okolni tkan pfi soucasném zachovani cytotoxicity vici tumoru (Tu ez al., 2021).
Pasivni mechanismy zpravidla neposkytuji dostatecné uvolnéni 1éCiva v patfiénych
koncentracich, jako je tomu v pfipadé cisplatiny a doxorubicinu - DOX (Bandak ef al.,
1999).

Jak jiz bylo v minulych kapitolach popsano, lipidové vezikuly disponuji pomérné
Sirokym potencialem pro riznorodé modifikace. Nékteré z nich 1ze navrhnout takovym
zpusobem, aby synergicky pii pusobeni pfislusného exogenniho ¢i vnitfniho podnétu
zapticinily uvolnéni nékladu z liposomu. Rozdé€luji se na vné&jsi a vnitini stimuly, a

nasledné dle konkrétniho principu (uvedeno nize).
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2.3.1 Exogenni mechanismy uvolnéni

Vnéjsi zpusoby indukce uvolnéni latek z lipidovych vezikul pfimo navySuji miru eluce.
Soucasneé mohou slouzit jako spoustéce endogennich mechanismti (Ahmadi et al., 2020).
Lze je vSeobecné kategorizovat dle pfisluSného mechanismu. Rozlisuje se uvolnéni
hypertermni, magnetické, ultrazvukové (této sekci je dedikovana vlastni kapitola, viz
,Rizené uvoliiovani latek z liposom® pomoci ultrazvuku®), fotosenzitivni, elektrické a

chemické (Franco et al., 2021).

2.3.1.1 Termosenzitivni lipidové vezikuly

Vysoké teploty lze wuplatnit pii eluci enkapsulovanych latek ztakzvanych
termosenzitivnich liposomu, jejichz struktura je modifikovana tak, aby vezikula
optimalné reagovala na pusobeni mirné ¢i extrémni hypertermie, ktera zaroven slouzi
jako doprovodna terapeutickd metoda k chemoterapii. Teplotni hodnoty mirné
hypertermie se pohybuji mezi 39-43 °C. Jeji u€inky zahrnuji lokéalni navySeni oxygenace,
prutoku krve, permeability tkani a perfuze, ¢imz dochazi ke zlepSeni farmakokinetickych
vlastnosti 1éCiva. Extrémni hypertermie (>43 °C) vede k denaturaci proteind a lyze bunek
(viz. kapitola ,,Ultrazvuk®). Lze ji navodit plisobenim ultrazvuku o vysoké intenzité
(HIFU), ptipadné mikrovln a laserovych paprskii (Dou ef al., 2017).

Design termosenzitivnich liposomt (TSL) zahrnuje pouziti lipidu, které si udrzuji
stabilitu za fyziologickych podminek (37 °C), ale soucasné se jejich T pohybuje v mezich
mirné hypertermie, aby doslo k fazovému ptechodu do permeabilni kapalné faze, tedy
zLg do Ly, Rané formulace se zakladaly na pfirodnich fosfolipidech s pridavky
cholesterolu a PEG-2000 v pfislusSném molarnim poméru. Koncentrace cholesterolu
(Chol) prevysujici 30 % vedou ke ztraté termosenzitivity, nebot’ slouzi jako stabilizacni
element membran. Jako optimalni byla stanovena smés DPPC: HSPC: Chol: DSPE-
PEG2000 v poméru 50:25:15:3 (Gaber et al., 1996).

Tato rana generace vedla k vyvoji jeste efektivnéjsi formulace, jez obsahovala
kromé vySe uvedenych reagens 1 lysolipid MPPC (1-myristoyl-2-palmitoyl-sn-glycero-3-
fosfatidylcholin), jenz dramaticky navysil permeabilitu membrany (Needham et al.,
2000). V soucasnosti jako standard slouzi formulace zvana ThermoDox", jez Gspéiné
prosla nékolika fazemi klinickych testd. Jedna se o smés DPPC: MSPC: DSPE-PEG2000
vpoméru  86:10:4  (MSPC=I-myristoyl-2-stearoyl-sn-glycero-3-fosfatidylcholin).

Relativné nedavno probéhla 1. fize testovani ThermoDox® v kombinaci s fokusovanym
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ultrazvukem pii nadorové 1écbeé (Lyon et al., 2018). Déle napiiklad Regenold a kolektiv
tuto smés srovnali s kontrolnimi liposomy k uvolnéni vinolrebinu. Termosenzitivni
liposomy projevily dvojnasobné ucinngjsi efekt oproti kontrole (Regenold ef al., 2023).
Navzdory relativnimu uspéchu formulace ThermoDox" neustéle probiha vyzkum
v této oblasti. Mezi dal§i nedavné strategie pro formulaci TSL patii taktéz modifikace
struktury membran s pomoci poly-N-substituovanych akrylamidd, poly-N-vinylethert,
poloxamert (Pluronic®), elastinu podobnych peptidd a surfaktantd, napt. Brij78 (Ta &

Porter, 2013; Franco et al., 2021; Bi et al., 2019).

2.3.1.2 Magnetosomy

Vyznam paramagnetickych a superparamagnetickych nanocastic (NP), jmenovité
napiiklad oxidu zeleza (Fe3Os), titanu (TiOz) a kifemiku (SiO2), spociva v jevech
nastavajicich ve stfidavém elektromagnetickém poli (Blasiak ez al., 2013). Prvni strategie
se zaméfuje na atrakci nanocastic k externimu magnetickému poli (ACMF — alternating
current magnetic field), které je lokalizovano v misté nadoru. Nanopartikule mohou byt
bud’ pfimo enkapsulovany v liposomélnim lumenu, popfipad€ inkorporovany v lipidové
dvojvrstve jako typ pfimési, nebo konjugovany k povrchu vezikul (Abbasi ez al., 2023).

Co se vSak tyCe samotného uvolfiovani z vezikul, rozliSuji se dva zakladni
zpusoby, a to vyvolani eluce v termicky inertnich/nesenzitivnich systémech, a spusténi
uvolnéni na zéklad¢ indukované hypertermie obdobné jako v pifipadé klasickych TSL.
V prvnim piipad€ se jedna o strukturni zmény v lipidové dvojvrstveé vyvolané ptisobenim
nizkofrekvencniho ACFM. Vezikuly se vyrazné zvétsuji za soucasné eluce enkapsulované
latky Jako piiklad lze uvést DPPC/Chol liposomy upravené piidavkem CMD
(karboxymethyl dextran), jejichz expozice ucinkim ACFM nevede ke zvyseni teploty
(Guoet al., 2015).

Druhy zptsob lze oznacit za pouhou modifikaci TSL poskytujici zvySeny
hypertermicky ucinek, jenz ale vzhledem k inkluzi NP neovlivni okolni struktury.
Pritomnost oxidil zeleza o rozmérech <5.5 nm, inkorporovanych do lipidové membrany
stabilizovanych pomoci palmityl-nitroDOPA (bézn¢ se pouziva kyselina olejova, coz ma
vSak za nasledek agregaci NP a chabou membranovou inkorporaci), po nahtati zapiicini
lokalizovany nartst teploty za uvolnéni enkapsulované latky, a to dokonce pod T lipida

(Amstad et al., 2011).
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2.3.1.3 Fotosenzitivni lipidové vezikuly

K uvolnéni latek z liposomu je v tomto piipadé nutné aplikovat poznatky fotodynamické
terapie. Jedna se o lokalni distribuci fotosensitizéru, tedy latky responzivni vii¢i ozafeni,
ktera se vaze pouze na patologickou tkan. Ozarenim dochazi k aktivaci absorbci svétla, a
naslednou selektivni destrukci bun€k prostfednictvim tvorby ROS (primarné singletniho
kysliku), které v lipidové membrané€ indukuji oxidativni stres mechanismem peroxidace,
formaci port a naslednou rupturu a lyzi butiky. Identického principu lze vyuzit i pii praci
s lipidovymi vezikulami. Jako ptiklad 1ze uvést nekolik nedavnych studii. Lem a kolektiv
experimentovali s liposomy ukotvenymi v celulézové nanofibrilarni matrix obsahujici
fotosensitizér. K uvolnéni enkapsulovaného kalceinu doslo spomoci excitace
fotosensitizéru prostiednictvim dalekoCerveného (far red) svétla (Lem ef al., 2023).
Vseobecna vyuzitelnost téchto principi spociva v podpurné 1écbé onkologickych
onemocnéni, napf. uvolnéni doxorubicinu s pomoci ftalocyanini jako fotosenzitizéra
(Zheng et al., 2020).

Inkorporace fotosensitizérti v liposomech zpocatku slouzila pouze ke zlepSeni
jejich rozpustnosti a biokompatibility, avSak s postupem ¢asu doslo ke konvergenci oboru
biomediciny s nanotechnologiemi. Vysledkem je jejich dnesni Siroké uplatnéni v ramci
fluorescenc¢nich zobrazovacich metod, modulace vaskulatury, fotochemické internalizace
a samoziejmeé fizeného uvoltiovani 1é¢iv z vezikul (Franco ez al., 2021; Saad & Hasan,
2022).

Podobné jako v pfipadé magnetickych nanocastic i1 fotosensitizéry lze
enkapsulovat v lumenu liposomu nebo inkorporovat do lipidové dvojvrstvy, ptipadné
navazat k povrchu jakozto konjugaty ¢i ligandy. Jejich chemicka struktura vychazi
z porfinu, pfipadné dalSich tetrapyrrold (viz Obr. X). Vzhledem k potencialnim
cytotoxickym uc¢inkim je vhodné fotosensitizéry interkalovat pokud mozno co
nejhloubéji do lipidové dvojvrstvy, kde mohou déle indukovat stres v membrané. Druhou
moznosti je zminéna enkapsulace, kdy vSak je nutné urcit vhodny molarni pomér ke
zbytku komponent liposomu. Pfi molarnich procentualnich koncentracich >15 % dochazi
k destabilizaci vezikuly a agregaci enkapsulovaného fotosensitizéru (Ghosh ez al., 2019).
Inkorporace cholesterolu a PEG se projevuje stabilitacnimi ucinky zlepSujicimi
farmakokinetickou povahu in vivo. Souasné plati, ze saturované fosfolipidy poskytuji

rigidnéjsi a odoln&jsi membrany vici oxidacnimu poskozeni (Saad & Hasan, 2022).
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Vyjma indukce oxidativniho stresu nicméné existuji 1 dalsi, byt méné rozsifené
strategie eluce latek zliposomu. Pii procesu fotoizomerizace dochazi k destruktivni
zmén¢ konformace lipida uvniti membrany vedouci k jeji ruptute. Liu a kolektiv vytvorili
vezikularni formulaci na bazi vajecného PC s pridavkem Chol a azobenzend o rizné
polarité. Ozatfenim UV svétlem pii vinové délce 360 nm doslo ke zméné konformace z cis
na trans (Liu et al., 2005).

Dal§i metoda spociva v indukovaném S§tépeni labilnich vazeb molekul
inkorporovanych v lipidové membrang, tedy napt. 2-nitrobenzylu (Franco et al., 2021).
Yavlovich a kolektiv poukazali na moznost vyuziti fotosenzitivnich polymeru, jejichz
zesitovani zplsobuje dezintegraci membran, v nichz jsou tyto latky navazany. 1,2-bis
(10,12-trikosadinoyl) sn-glycero-3-fosfatidylcholin (DC 8.9 PC) se ukézal jako vhodné&jsi
formulace ve srovnani s ThermoDox® obsahujicim enkapsulovany fotosensitizér
(Yavlovich et al., 2011).

Ozareni fotosensitizéru je nicméné do jisté miry doprovazeno sekundarnim
uvolnénim energie v podobé tepla (existuje ovsem i1 dedikovana fototermalni terapie). Pti
takzvaném fototermalnim efektu dochéazi ke konverzi svételné energie na tepelnou
(respektive je tak vyvolana intermolekularni oscilace), pficemz obdobné jako u nékterych
vySe uvedenych metod vznika lokalni hypertermie navysujici permeabilitu membran. Lze
jej navodit s pomoci uhlikovych nanocastic, predev§im grafénu, a také zlatych NP
predstavujici vynikajici tepelné vodice. Utinek je omezen pouze v misté lokalizace

nanocastic, nebot’ dochazi k rychlé disipaci tepla (Franco ez al., 2021; Veeren et al., 2022).

2.3.1.4 Elektroporace lipidovych vezikul

Plisobenim vnéjsiho elektrického pole na lipidové membrany dochézi ke zvySeni jejich
permeability skrze formaci hydrofilnich mikroport, jimiz mlze z vezikuly
enkapsulovana latka proniknout ven. Pokud vystaveni elektrickému poli trva pouze
kratce, mikropory se opét spontanné zaceli. Reverzibilni elektroporace, taktéz znama jako
elektropermeabilizace, se zcela bézné pouziva jako jedna z metod genového inzenyrstvi
pifi pfenosu genetického materialu (napf. plasmidové DNA). Zasadni vyhodou této
metody je vysoka modularita parametra (délka pusobeni, intenzita elektrického pole,
napéti, atd.) a nizké technologické naroky. Pii vysokych hodnotach el. napéti a delSich
periodach puasobeni elektrického pole se jiz elektroporace stava nevratnou, pfiCemz

integrita lipidové membrany je tak permanentné naruSena. Permeabilitu vezikul lze
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samoziejmé opét modulovat aplikaci patficné lipidové formulace. Aditiva jako napft.

cholesterol a biotinylované lipidy zlepsSuji tuto vlastnost (Silbaugh et al., 2023).

2.3.1.5 Chemicky indukovana eluce z vezikul

Jedna se o relativné Siroké spektrum protokolti vedoucich k rozvolnéni lipidové
dvojvrstvy na zaklade externé katalyzované chemické reakce. Jako chemické spoustéce
se zpravidla pouzivaji relativné netoxické latky, které dokazi proniknout do libovolné
lokace v organismu. Komplikaci vSak predstavuje nalezeni kompatibilni lipidové
formulace s danymi cCinidly. Exogenni reaktant by mél specificky interagovat pouze
s liposomem, nebot’ projevy afinity k jinym strukturam jsou nezadouci. Jako priklad 1ze
uvést uvolnovani zliposomu s pomoci dipikolylaminu zinecnatého (ZnDPA), jenz
interaguje se zaporn€ nabitymi membranami (Plaunt ez al., 2012).

V nedavné studii byly vyuzity liposomy responzivni vaci palladiu, respektive
PdCl,, jenz  aktivuje  membrany  destabilizujici  lipid  DOPE,  tedy
dioleoylfosfoethanolamin (Chasteen ef al., 2023).

2.3.2 Endogenni mechanismy uvolnéni

V této kategorii jsou zdaleka nejvyznamnéjsi pH senzitivni liposomy, které slouzi jednak
jako cilené nosiCe, které zaroven plni funkci eluéniho mechanismu. Extracelularni pH
malignich nadord se vyznacuje nizsim pH (6,8), nez je fyziologicka norma. To umoziiuje
pasivni akumulaci liposomi dle zesileného efektu EPR. Nasledné dochazi k jejich
internalizaci a fuzi s endosomalnimi membranami za soucasného uvolnéni obsahu do
cytoplasmy. Liposomalni formulace tedy museji byt navrzeny tak, aby zprostredkovaly
endoplasmatickou internalizaci a zarovefi na zdkladé zmény pH rozvolnily svou strukturu
(Franco et al., 2021; Swain et al., 2023).

Zpravidla se rozd¢€luji do Ctyt kategorii. Prvni z nich zahrnuje smés polymorfnich
lipida (napf. nenasycené PE) a mirné acidickych amfifilnich stabilizatori. Druha se
zaklada na lipidickych derivatech s vyssi permeabilitou, tieti spoléha na destabilizacni
efekt fuznich proteinti ¢i pH senzitivnich lipidi. Posledni a prozatim nejmodernéjsi
kategorie se vyznaCuje vyuzitim titrovatelnych polymert slouzicich jako destabilizacni
element v membrang, jakmile nastane zména pH (Wagner & Vorauer-Uhl, 2011).

Zakladni princip tedy spoCiva v pavodné stabilni povaze vezikul pii
fyziologickém pH, kterd se vSak meéni, jakmile se liposom ocitne v acidickych

podminkach. Pfi neutralnim pH membrany téchto Utvari nejsou schopny formovat
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lamelarni dvojvrstvy. Namisto toho se vyskytuji v takzvané invertované hexagonalni fazi
H;. Vlozenim amfifilni kyseliny (napt. CHEMS=hemisukcinat) dojde ke
vzajemnému elektrostatickému odpuzeni fosfatovych a karboxylovych skupin za tvorby
lamelarnich struktur, kterou rozrusi fazova zmeéna v kyselém prostiedi vlivem protonace
CHEMS. Ostatni endogenni metody zahrnuji napt. glutathionovy spousté¢ (GSH),
enzymaticky indukované uvolnéni (proteazy, fosfolipazy), a hypoxicky vyvolanou eluci

enkapsulované latky (Franco ez al., 2021).

2.4 Ultrazvuk

Vznik mechanického vinéni je podminén existenci vazebnych sil mezi ¢asticemi, jejichz
oscilaci kolem svych rovnovaznych poloh probihé prenos energie prostfedim z jednoho
bodu do druhého. Propagace této energie je zprostiedkovana vzajemnymi kolizemi
ptilehlych castic, ¢cimz vznika periodicka akusticka tlakova vlna zpisobujici kompresi
média, kterym se Sifi. V zavislosti na sméru oscilace 1ze tyto harmonické viny rozdélit na
longitudinalni (kompresni) a transverzalni (stfizné). V materialech o pevném skupenstvi
(napf. kostech) se vinéni muze §ifit obéma zpusoby, v ostatnich je propagace mozna
pouze longitudinalné, tedy napiiklad v mekkych tkéanich a télesnych tekutinach.
Zakladni vlastnosti mechanickych vin, tedy vinova délka, frekvence a perioda jsou
analogické k ostatnim typim vInéni a formuji kritéria, na jejichz zakladé 1ze akustické
viny kategorizovat. V rozsahu lidského sluchu, tedy frekvencich od 16 po 20 000 Hz se
jedna o klasické zvukové viny. Kmitani pfesahujici toto frekvencni rozpéti se oznacuje

jako ultrazvuk (Powles ez al., 2018; Kossoff, 2000; Leighton, 2007).

2.4.1 QObecné vlastnosti ultrazvuku

2.4.1.1 Rychlost sifeni

Mira rychlosti propagace ultrasonickych vin je zna¢né specificka pro konkrétni prostredi,
pfi¢emz nezavisi na frekvenci. Lze ji charakterizovat jako funkci modulu pruznosti K
(nikoliv vSak poddajnosti) a hustoty prostiedi p, nebo také jako soucin frekvence f a

vlnové délky 4 (viz vzorce nize) v souvislosti s obecnymi parametry vinéni:

c= |— c=AXf [m/s]

Obecné plati, ze v pevnych materiadlech se ultrazvuk (US) §ifi oproti ostatnim

skupenstvim zdaleka nejrychleji, nebot’ Castice se zde vyskytuji v tésné blizkosti vlivem
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usporadani v krystalické mfizce. Napftiklad rychlost Sifeni longitudinalnich vin v kostech
dosahuje hodnot mezi 2770-5000 m/s v zavislosti na kompozici konkrétni kosti (pro
lebecni kosti kolem 4000 m/s). Viny transverzalni ve srovnani s podélnymi putuji az o 30
% pomaleji. Diky nizs§i hustoté se v kapalném prostiedi bude mechanické vlnéni
pohybovat jesté pomaleji. Napiiklad ve vodé pfi teploté 25 °C plati, ze ¢ = 1497 m/s.
V mékkych tkanich pak pfiblizné 1460-1580 m/s. Obdobny princip se uplatiuje i
v plynech, kde se vinéni pohybuje ve srovnani s ostatnimi skupenstvimi nejpomaleji.
Kupftikladu propagace vzduchem dosahuje pouhych 340 m/s. Na zakladé tohoto modelu
1ze CasteCné popsat 1 interakci vin s liposomy, kde se US rychleji §ifi ve fazi L oproti Ly

(Kossoff, 2000; Schroeder ef al., 2009).

2.4.1.2 Vlnova délka a amplituda

Vzdalenost, jez vilna urazila v ramci jednoho cyklu, nazyvame vinovou délkou 4. Lze ji
také definovat jako vzdalenost mezi dvéma body periodického vIinéni. Krat§i vinové
délky poskytuji vyssi rozliSeni v oblasti zobrazovacich metod, avSak utrpi tim penetrace

do mékkych tkani. Vypocet vychazi z vyse uvedené rovnice pro fazovou rychlost, tedy:

P
i

Amplituda viny oznacuje v kontextu US maximalni lokalni tlak ¢i nejvétsi

intermolekularni vzdalenost (Kossoff, 2000; Schroeder ef al., 2009; Powles et al., 2018).
2.4.1.3 Frekvence

Jedna se o miru oscilace v podobé poméru fazové rychlosti a vinové délky, tedy f = %

Zarovenl predstavuje zéakladni parametr popisujici US viny (Timko ez al., 2010), jenz
umoziuje jejich rozdéleni do kategorii dle vyse kmitoctu. Ultrazvukova frekvence tak
predurcuje specifickou aplikaci US v praxi. Nizkofrekvenéni ultrazvuk (LFUS)
pohybujici se mezi 20-200 kHz naléza uplatnéni v ramci oboru fyzioterapie, chirurgie
(ultrasonické zakroky, konkrétné litotrypse pii vysokém akustickém tlaku, liposukce,
tkanova ablace), dale pak pfi Cisténi povrchi, sterilizaci a sonochemii. Pfi nizSich
frekvencich Casto nastava jev tzv. kavitace (viz dale), jenz je relevantni pii rozruSeni
biologickych membran. Nékdy se rozliSuje 1 kategorie stfednich frekvenci do 1 MHz,
avSak bézné se lze setkat pouze s klasickym rozdélenim na LFUS a vysokofrekvencni
ultrazvuk, tedy HFUS. Jeho frekvence dosahuji hodnot >1 MHz. Vyuziti spociva taktéz

ve fyzioterapii, drobnych kosmetickych zékrocich a zobrazovacich metodach ¢i
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diagnostice. Pro zobrazeni v dopplerovském rezimu se uplatiuji frekvence 3-30 MHz,
pro klasicky B-mode je rozpéti také pomérné Siroké (Leighton, 2007; Ahmadi e al., 2020;
Entzian & Aigner, 2021).

Vy$si frekvence se vyznacuji citelné kvalitn€jSim rozlisSenim (axialni rozliSeni
instrumentace se v zavislosti na jeho kvalité pohybuje pii frekvenci 5 MHz mezi 0,6-1,2
mm; lateralni rozlieni pak mezi 0,9-3 mm), nicméné jak jiz bylo zminéno, penetrace
tkani se tim snizuje. Z tohoto divodu je frekvence vysoce variabilni parametr zavisly na
konkrétnim uplatnéni. Pro vysetfeni hluboko ulozenych struktur (napf. abdominalni
organy) se pouzivaji US sondy o frekvenci 2-5 MHz, kdezto pro superficialni utvary se
frekvence pohybuji v rozsahu 5-10 MHz (Powles ef al., 2018; Kossoft, 2000).

2.4.1.4 Intenzita

Mnozstvi prenesené energie na urcitou plochu je definovano veliinou intenzity
ultrazvukového vinéni /. Jedna se o podil energie £, jez prochazi za jednotku Casu ¢

jednotkovou plochou S, ktera je kolma vici sméru Sifeni vin:

- i

Tato veliCina pfimo koreluje s akustick}'/m tlakem p, hustotou daného prostiedi p

a s nim souvisejici rychlosti §ifeni c:

I'= ch [mz]

Na zakladé hodnot / 1ze US rozd¢lit do dvou skupin, prvni z nichz je ultrazvuk o
nizké intenzité (0,125-3 W/cm?) a dale pak ultrazvuk o vysoké intenzité (>3 W/cm?), jenz
se vyznacuje intenzivn€jSimi ucinky pusobeni na biologicky material (Entzian & Aigner,
2021) a vyuziva se tedy napiiklad pfi litotrypsi ¢i ozafovani nadord, kde pisobi na tkan
pusobi termickym efektem (vice popsano nize). Ultrazvuk o nizkych intenzitach je
vhodnéj§i pro uplatnéni v ramci zobrazovacich metod, napt. sonografii srdce, b¢isnich
organi nebo i1 analyzy prutoku krve v cévach prostiednictvim Dopplerova efektu
(Schroeder at al., 2009).

I 1ze modulovat fokusaci s pomoci prevodnikt ¢i upravenych ultrazvukovych
hlavic. Energie vinéni je tak soustfedéna na mensi plochu, ¢imz dochazi ke zvyseni
intenzity v definovaném prostoru a hloubce. To umoziuje cilené, neinvazivni ozvuceni
specifické oblasti bez plisobeni na okolni tkan, coz naskyta potencialni alternativu

k chirurgickym vykonim v ramci 1ééby onkologickych onemocnéni. Fokusace se
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zpravidla uplatiiuje pouze pro HFUS. Disponuje nicméné chabou penetraci tkané a
disipuje relativné blizko povrchu. Oproti tomu LFUS pronika hloubé&ji a nelze jej typicky
dostatecne dobte fokusovat (Entzian & Aigner, 2021).

24.15 Akustickd impedance

Vyse uvedené parametry jsou vSeobecné charakteristické pro mechanické viny a zavisi
na konkrétnim typu prostiedi, pficemz ultrazvuk samoziejmé neni vyjimkou. Impedance

Z tvoti soucin prostiedi p, ptipadné modulu pruznosti K a rychlosti propagace vinéni c:

kg
Z=pXc Z=,Kxp [msz]

2.4.1.6 Odraz, refrakce a disperze

Z obou vzorcu tedy vyplyva, ze Z popisuje interakci akustického vinéni s médiem, jimz
prochazi. Soucasné tak lze objasnit i chovani vin pfi prechodu z jednoho prostiedi do
druhého. Napfiklad vzduch mé nizsi denzitu nez voda a kostni tkan. Pokud ultrasonické
vinéni prochazi dvéma kapalinami, rozdil impedanci obou prostredi neni signifikantni a
prakticky nedochazi k zadnému odrazu energie. Avsak pii pfechodu napiiklad z meékkych
tkani do pevného prostredi, zpravidla kosti, jsou jiz hodnoty impedanci na rozhrani obou
prostiedi natolik rozdilné, ze se vétsi Cast energie odrazi nazpét.

Plati tedy, Ze s rostoucim rozdilem mezi Z narasta podil odrazeného vinéni, a
naopak klesa podil vln prochézejicich prostfedim dale. Pfi prechodu z mé&kké tkane do
kosti se prenasi pouze 30 % energie vinéni, kdezto uvnitt kosti se zpét odrazi pouze 10 %
energie. Tento jev vysvétluje vznik ech, a soucasné také odivodiuje nutnost pouziti
ultrazvukového gelu pfi vysetieni (Powles ez al., 2018). Kvili nizké denzité€ vzduchu toto
médium disponuje velmi nizkou impedanci, a tudiz se pii nasledném piechodu do ktze

drtiva vétsina energie odrazi zpét (Kossoff, 2000). Podil neboli frakci odrazeného vinéni

7, — Z,1°
R:[Zl 2]
1+ 2,

Z1 a Z» zde znaci jednotlivé impedance prostedi. Kromé odrazu vin také probiha

1ze vypocitat nasledovné:

jejich refrakce a rozptyl. V prvnim piipadé se jedna o lom vInéni na rozhrani dvou
prostfedi. K rozptylu dochazi v momenté, kdy vinéni narazi na castice o mnohem

mensSich rozmérech, nez je A ultrazvuku. Typickym ptfikladem je interakce s erytrocyty.
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2.4.1.7 Absorbce a atenuace

Pti praniku elastického vinéni skrze médium dochazi k postupné ztraté energie v ramci
jevu zvaném atenuace, jenz je zpusobem celou fadou dil¢ich pficin. Jmenovité se podili
jiz zminény odraz, refrakce, a disperze vinéni. Zdaleka nejvétsi podil vSak predstavuje
absorbce, neboli konverze energie mechanickych vln na tfeni mezi oscilujicimi ¢asticemi
a nasledna preména na ztratové teplo. Z tohoto divodu je nutné signal zpétné odrazenych

vin amplifikovat (Powles et al., 2018).

2.42 Metody generovani ultrazvuku

V soucasnosti existuje né€kolik zptusobt produkce ultrazvukovych vin. Napiiklad
vranych 90. letech Davies a kolektiv experimentovali s pouzitim near-IR (blizko
infracervenému spektru) CO: laseru v pevnych latkach (Davies et al., 1993). Tento
koncept se dale s postupem ¢asu rozvijel (napf. pro zobrazovani intravaskularnich prostor
dle Zhao et al., 2018), pficemz dnes primarné slouzi k méfeni tloustky materiald Ci
detekce defekta (Selim ez al., 2020). Dale taktéz stoji za zminku napfiklad optoakustické
(Li et al., 2022) nebo elektromagnetické generatory (Buchelnikov & Vasilev, 1992;
Rueter & Morgenstern, 2014).

Zdaleka nejrozsifenéjSim typem je vSak takzvany piezoelektricky
generator/pievodnik, jenz konvertuje elektrickou energii na oscilacni pohyb krystalu
v ultrazvukové sondé€. Struktura a specifické technologie se znacné lisi [napf. typ
piezoelektrika (PZT-5H, LiNbOs, ZnO, PLLA a dalsi), usporadani prevodniku (imerzni,
kontaktni, uhlovy, atd.)], nicmén€ obecny princip zistava neménny. Piezoelektrické
materialy projevuji responzivitu k externi stimulaci vramci pfimého a reverzniho
piezoelektrického efektu. V prvnim pfipadé na kompozit pisobi mechanicka energie
pfeménujici se na elektrickou. V pfipadé druhém je situace opacna, tedy krystal se
mechanicky deformuje pod vlivem elektrické stimulace (Yang er al., 2023; Li et al.,
2022). Jedna se tudiz o systém schopny signal vytvaret a soucasné zpétné detekovat.

Dipoly nachéazejici se v krystalickém materidlu jsou nahodile orientovany,
pfiCemz jejich vystavenim elektrickému poli dojde k usporadani castic a indukci
elektrického naboje. Deformaci krystalu dojde k uvolnéni mechanické, tedy akustické
viny se stiidavymi oblastmi komprese (Patey & Corcoran, 2020). Tato vina se posléze Sifi
médiem, ve kterém dochazi k odrazu Casti energie nazpét do meénice, jenz ji vyhodnocuje

jako elektricky signal. Vlastnosti vyzareného vinéni urcuje konkrétni typ piezoelektrika,
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ale také stavba ultrazvukové sondy. Aby mohl zafi¢ zaroven plnit funkci detektoru
odrazenych vln, musi mezi vyslanim a pfijetim signalu ubéhnout urcita lhita, nez dojde
k vyslani dalSiho pulzu. Piezoelektrické krystaly typicky v daném casovém obdobi
emituji signal pouze z 0,1 %, a z 99,9 % signal pfijimaji. Délku pulzil 1ze samoziejmé

modulovat dle moznosti pristroje (Powles et al., 2018; Kossoff, 2000).

2.4.3 Biologické udinky

Ultrazvuk se vyznacuje predevsim svou neinvazivni povahou, relativné nizkymi naklady
a specifickymi uc€inky na biologicky material, které z néj Cini velmi uzite€ny nastroj
v mnohych oblastech nejen klinické praxe (v ramci zobrazovacich metod, rutinnich
diagnostickych vySetfeni, ale i drobnych vykont), ale taktéz védeckého vyzkumu, a to
predevsim pfi 1écbé onkologickych onemocnéni a uvolnéni 1éCiv z rozlicnych systémi.
Mechanismy puasobeni US lze rozdélit do dvou hlavnich skupin, tedy tepelnych a

mechanickych ac¢inkt uvedenych v nasledujicich dvou podkapitolach.

2.43.1 Termicky efekt

Vlivem absorbce akustické energie dochazi k jejim ztratdm na zaklad€ pfemeény v teplo,
které je predano okolnimu prostfedi mechanismem vaskularni perfuze. Narust teploty
nastava typicky pfi ozvuceni tkan€¢ pomoci HIFU s del§imi stifidami signalu, tedy tzv.
,duty cycle“, a dlouhou celkovou dobou ozvuceni. Tento jev mize vzejit i jako
sekundarni dasledek kavitace (viz dale), a to bud’ v kontinualni podobé kvuli nepfetrzité
stabilni oscilaci kavita¢nich bublin, ale lze jej vyvolat také pouze jednorazové vlivem
nahlého kolapsu bublin, jenz vyvola lokalni narist teploty az o 5000 K. Pfesng¢ji feceno,
dostatecn¢ velka tlakova amplituda vyvola kavitacni efekt v urCitém objemu, v némz se
akustické vinéni rozptyluje, coz vede k navySeni teploty (ter Haar & Coussios, 2009;
Timko et al., 2009). Kvantitativné jej popisyje tepelny index TI, jehoz vypocet se zaklada
na pomeéru tkanémi tlumeného akustického vykonu W a vykonu nutného ke zvyseni
teploty o jednotku Weg (tedy o 1 °C).

Pti teploté 43 °C nastava stav ultrazvukem indukované hypertermie, kdy v tkani
dochazi k lyze bunék, nekréze a denaturaci proteint. Pfi extrémni hypertermii nad 55 °C
je koagulacni nekroza a bunécna smrt prakticky okamzitd. Mirna hypertermie zvysSuje
permeabilitu bunéénych membran, ¢ehoz lze vyuzit pfi davkovani cytostatik a 1éciv
obecng, respektive jejich fizenému uvolnéni z termosenzitivnich systému (Tu ez al., 2021;

Entzian & Aigner, 2021).
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2.43.2 Mechanicky efekt

Akustické elastické vinéni pfimo interaguje s hmotou prostrednictvim tlakovych sil, které
se projevuji ve forme torzniho momentu, okamzitého akustického tlaku, stfiznych sil, ale
predevs§im akustické kavitace, jez je ze zminénych GCinkd nejvyznamnéjsi a
nejstudovanéjsi (Izadifar ef al., 2017).

Jedna se o pomérné neptedvidatelny jev, jenz vznika diky ptusobeni oscilacniho
tlaku na kapalné ¢i plynné médium obsahujici duté prostory. Formuji se bubliny, které
spolecné s prichodem ultrasonickych vin zapocnou kmitavy pohyb (Schroeder ez al.,
2009). Tyto bubliny mohou byt exogenniho ¢i endogenniho puvodu. V pripadé
endogennich bublin hovotime o plynnych kapsach uvnitt tkan€, kdezto exogenni bubliny
dle nazvu vznikaji vné tkané (Izadifar ez al., 2017; Entzian & Aigner, 2021).

V zavislosti na charakteru oscilaci 1ze kavitaéni jev rozdélit do dvou kategorii.
Neinercialni kavitace, taktéz nazyvana jako stabilni, je vysledkem kontinualni oscilace
bublin, jejichz rozméry zachovavaji stav ekvilibria (respektive jejich velikost fluktuuje
v urCitém rozsahu; zpravidla mezi 1-8 um), a tedy nedochazi k jejich kolapsu. Vznika
pusobenim US s nizkou intenzitou. Stabilni kavitace mlze vyvolat stfizny stres
v okolnich strukturach skrze difuzni pohyb mikrobublin a jejich vzajemné spojovani do
bublin vétsich rozmeért, coz dava vznik lokalnim proudénim, tzv.  microstreaming’, ktera
zaptiCinuji deformaci bunéénych membran a navySeni jejich permeability. Tento fakt
naznaCuje mozné praktické vyuziti kavitace pfi fizeném uvoliovani latek znosicu
(Schroeder et al., 2009; Timko et al., 2009; Ahmadi et al., 2020; Entzian & Aigner, 2021).
Jak jiz bylo feceno, kavitaci zpravidla doprovazi i lokalni narist teploty vlivem rozptylu
vinéni uvnitt bubliny. Soucasné pii teplotach blizicich se bodu varu ke kavitaci nedochézi
pouze mechanicky, nybrz i vlivem vzniku odpatujicich se velkych bublin (ter Haar &

Coussios, 2010). Uginky kavitace jsou znazorné&ny na Obr. 9.
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Obrazek 9: Schématicka reprezentace formace tranzientnich pori
v membrané v dusledku piisobeni US:; Ke vzniku porit mize dojit diky vzniku
plynnych kavitacnich jader; Péry mohou nabyt hydrofobni (A) ¢i hydrofilni
podoby (B): Piejato od: Schroeder et al., 2009

Druhy typ kavitace se oznacuje jako nestabilni, transientni ¢i inercialni, a 1ze jej
popsat jako oscilaci pii neustale rostoucich amplitudach do chvile, kdy expanze bubliny
dosahne kritického poloméru (tzv. rezonan¢ni radius Ry), nacez se rapidné zhrouti. Tento
kolaps nasledné vyvolava intenzivni, kratky narast lokalni teploty a tlaku. Cely proces se
déje viadu mikrosekund, tudiz se da ztermodynamického hlediska povazovat za
adiabaticky. Zpravidla byva vyvolan s pomoci HIFU, ¢i obecné US o vysoké intenzit¢.
Spolecné s kolapsem bubliny vznika tlakova vlna o rychlosti az 1000 m/s, jez puisobi
destruktivné na bunécné membrany. Dochazi k fragmentaci az bunécné lyze za

soucasného uvolnéni kyslikovych radikalt (Schroeder ez al., 2009; Ahmadi et al., 2020).

2.5 Rizené uvolniovani liatek z liposomu pomoci ultrazvuku

Jak jiz bylo vySe zminéno, neinvazivni povaha pifedevSim u diagnostickych
ultrazvukovych systéma, moznost spaciotemporalni modulace a fyzikalni vlastnosti
ultrazvukovych vin umoznily jejich proliferaci do mnohych odvétvi mediciny, pramyslu,
ale také biotechnologického a nanomaterialového vyzkumu. Jedno z téchto uplatnéni
spociva v efektivnim uvolnéni latek z riznych nanocasticovych nosict, jako napfiklad
micel, mikrobublin, polymerovych skeleti, a v neposledni fad¢ také liposomu. Fyzikalni
principy vedouci k eluci enkapsulované latky byly podrobné objasnény v kapitole
,Ultrazvuk®, avSak v kontextu tématu lipidovych wvezikul budou taktéz patficné

pfipomenuty.
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2.5.1 Fyazikalni princip a metodika provedeni

Propagace mechanickych vin médiem v zavislosti na jejich parametrech (frekvence,
akusticky tlak, intenzita, doba trvani a tzv. duty cycle) zpravidla zapficitiuje dva odlisné
jevy vedouci k rozruseni struktury lipidové membrany v ramci tzv. sonoporace. Termicky
efekt je typicky asociovan s aplikaci HIFU ¢ HFUS vici teplotné senzitivnim
formulacim liposomu (viz vySe). Absorbci ultrazvuku v médiu a samotnymi vezikulami
dochazi ke konverzi mechanické energie na teplo. Vysledkem postupného nartstu teploty
az na hodnoty kolem ¢i nad T; je konformacéni zména struktury lipidové dvojvrstvy do
permeabilni kapalné faze (respektive kapalné neusporadané), kdy se zliposomu
spontanné uvoliuje enkapsulovany naklad. T; je zavisla na molekularni struktufe lipida
obsazenych v membrané (Huang, 2008; Schroeder ef al., 2009).

Druhy typ acinku zavisi na mechanickém pusobeni ultrazvuku, typicky LFUS.
Kavitace oznacuje proces nukleace, rustu a oscilace plynnych dutinek ¢i mikrobublin.
Stabilni neboli neinercialni kavitace vede ke kontinualni rovnovazné oscilaci bublin v
urcitém velikostnim rozsahu pfi pisobeni nizsich intenzit ultrazvuku. Zmény v poloméru
bubliny indukuji lokalni proudéni média pfi jevu zvaném microstreaming. Malé konvekce
a vifivé pohyby na lipidovou membranu ptsobi stiiznym stresem, jenz narusuje strukturni
integritu vezikuly diky vzniku defektd. V momenté, kdy dojde k reverzibilnimu navyseni
permeability, se uvoliuji enkapsulované latky.

Naproti tomu inercidlni kavitace, kterd se téz nazyva transientni, vede
k ireverzibilni destrukci dvojvrstvy. Ultrazvuk o vysoké intenzité zpisobuje nelinearni
odezvu mikrobublin, v dusledku cehoz jejich objem rapidné nardsta az po dosazeni
kritického resonantniho poloméru, nacez béhem kompresni faze v ramci velmi kratkych
akustickych cyklt dochazi k jejich kolapsu. Tento jev generuje extrémni akusticky tlak a
narust teplot. Vysledna tlakova vlna proliferuje rychlosti zvuku, ¢imz v médiu vznikaji
vysokorychlostni tryskava proudéni. Intenzita mechanického poskozeni ustédieného vici
lipidovym membranam vede k jejich fragmentaci a dezintegraci (Ahmadi ez al., 2020;
Franco et al., 2021)

Dodatecné je vSak potieba zminit jesté tfeti uCinek mechanického vinéni, jenz
nezavisi na narustu teploty ani kavitaci. Efekt sonoforézy spociva v ptimé interakci
ultrazvuku s lipidovou dvojvrstvou. Fluktuace mezi pozitivnimi/kompresnimi a
negativnimi/relaxacnimi tlakovymi hodnotami vede k do€asnému naruseni membrany a

vzniku mezer mezi jednotlivymi vrstvami dvojité lamely (Entzian & Aigner, 2021).
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2.5.2 Liposomalni systémy senzitivni k ultrazvuku

Vzhledem k relativné rekalcitrantnimu charakteru vétSiny mekkych tkani s ohledem ke
kavitaci je Casto k jeji indukci nutno pouzit vysokointenzivni ultrazvuk, jenz ale s sebou
nese riziko nezadouciho mechanického poskozeni (obecné se z tohoto divodu vétSinou
neaplikuji intenzity piesahujici hodnoty terapeutického ultrazvuku, tedy nad 10 W/cm?).
Obdobna situace nastava i v piipadé liposomu, které zpravidla neobsahuji zadna kavitacni
jadra, tedy dutiny ¢i plynné bubliny. Je tedy vhodné navrhnout strategii, jez by navysila
akustickou responzivitu lipidovych vezikul 1 bez pouziti drastickych ultrazvukovych
parametru.

Citlivost vic¢i mechanickému vinéni urCuje cela fada vlastnosti daného nosice.
Jako zcela zasadni lze oznacit vazebnou silu, kterd je primarni pficinou piipadnych
strukturnich defektt (tedy deformace vazeb a jejich oslabeni). Vliv ma také molekulova
hmotnost, jeji distribuce a stupen polymerizace, piipadné rozvétveni. S narustajici
hmotnosti se linearné navysSuje citlivost viaci US. Ddalezity je taktéz tvar nosiCe a
heterogenita jeho povrchu (Tu ez al., 2021).

Lee a kolektiv provedli in silico analyzu vztahu mezi lipidovou konformaci,
zakfivenim membrany a celkového tvaru na echogenitu. Na zakladé této studie bylo
zjisténo, ze vzajemné interakce lipida s cholesterolem vedou k redukci lateralni mobility
lipidd v membran€, coz by znamenalo, ze cholesterol puisobi jako stabilizacni strukturni
element. AvSak soucasné dochazi k zakfiveni membran. Tyto efekty tudiz ptsobi proti
sobé navzajem. Ve stejné studii bylo také objasnéno, jakym zptusobem lysolipidy
interaguji s membranou. Na strukturu dvojvrstvy jednoznacné pusobi stabilizujicim
efektem, nebot’ zmensuji jeji zaktiveni (Lee ef al., 2022). Iregularity (nepravidelnost
povrchu) naptiklad umozriuji lepsi adhezi a kontakt s endotelialnimi buitkami (Entzian &
Aigner, 2021).

Bylo zjisténo, ze k absorbci ultrazvukovych vin dochazi pfedevsim pii prechodu
z pevné usporadané faze do kapalné neusporadané, coz je samoziejme jev specificky pro
Ti (Schroeder et al., 2009). Jiz ponekud starsi studie naznacuji, ze LFUS je v tomto ohledu
ucinngjsi ve srovnani s HFUS, byt ultrazvukové indukovana kavitace zavisi 1 na intenzité.
Oerlemans a kolektiv zkoumali mechanismus uvolnéni fluoresceinu z liposomd, jenz neni
zavisly na termickém, ani kavitacnim efektu ultrazvuku. Bylo zji§téno, ze pii pouziti
HIFU, jez nevyustilo v prekroceni Tt za sou¢asného vylouceni kavita¢niho efektu, i presto

doslo kuvolnéni enkapsulovaného nakladu. Jako mozné opodstatnéni byl uveden
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mechanismus kolizi liposomu se sténou vzorkové komurky, tedy stfizné sily (Oerlemans
et al., 2013). Susceptibilitu lipidovych membran ovliviiuji také konstituenty. Jedna se
tedy o validni strategii modulace tohoto parametru (Schroeder ez al., 2007).

Typickym piedstavitelem povrchové funkcionalizace membran je z tohoto
hlediska PEGylace. Inkorporace tohoto alkoholu do lipidové dvojvrstvy pfi jeji hydrataci
zpusobi prostorovou extenzi vazebnych skupin a tvorbu korony o tloustce 4-10 nm, jez
v zavislosti na koncentraci muze celou vezikulu obepnout a zformovat tak protektivni
stérickou bariéru (U¢inky jiz byly vysvétleny vyse). Druha PEGyla¢ni metoda jiz nevede
k inkorporaci do membrany, nybrz vyvolava naruSeni osmotického ekvilibria v médiu,
kde se nelipidicky PEG nachazi. Utinek PEGylace je ziejmy predevsim pii nizkych
koncentracich, kdy navysSuje sonickou senzitivitu vezikuly. Vy§§i koncentrace tento
ucinek naopak inhibuji, respektive spise zesiluji termicky efekt na ukor mechanického
(Schroeder ez al., 2009).

Dalsi ucinnou modifikaci predstavuji piimési surfaktantd (napf. Triton a Tween).
Samy o sobé destabilizuji strukturu lipidovych membran, nicméné jejich inkorporace
navySuje akustickou susceptibilitu liposomu. Dalsi metodou vedouci ke zlepSeni
echogennich vlastnosti je enkapsulace takzvanych akusticky kontrastnich latek
formujicich kavitacni jadra. Jejich plsobeni aktivné snizuje intenzitu ultrazvuku
potiebnou k indukci jevu mechanické kavitace. Tato Cinidla se uvnitf vezikuly vyskytuji
ve formé plynnych kompartmenta stabilizovanych surfaktanty (Huang, 2008). Jedna se
napfiiklad o sérovy albumin, polymery ¢i enkapsulované fosfolipidy. Relativné nedavno
bylo experimentaln¢ oveéfeno vyuziti echogennich eLiposomli obsahujicich
enkapsulované perfluorokarbony (PFC). Principialné pti iradiaci ultrazvukem dochazi
k poklesu tlaku az pod bod varu emulze PFC. Za takovych podminek tedy dojde
k naruSeni membrany (Lattin ef al., 2012).

Nalezeni idealni akusticky senzitivni lipidové formulace je i v soucasné dobé¢ stale
ozehavym tématem vyzkumu v této oblasti. De Matos a kolektiv experimentovali
s uvolnénim enkapsulovaného lektinu ML1 z liposomu slozenych z DPPC: Chol: DSPE-
PEG-2000 v poméru 60: 20: 20 sobsahem enkapsulované PFC smési (DPPC a
perfluoropentan). Pisobenim HIFU doslo k uvolnéni 80 % enkapsulovaného ML1 (de
Matos et al., 2019). Dalsi studie se zabyvala formulaci sonosenzitivnich liposomt
s pomoci DSPC, DOPE, DSPE-PEG2000, cholesterolu, sfingomyelinu a S-lysoPC (1-
stearoyl-2-lyso-sn-glycero-3fosfatidylcholin). Formulace byla ozna¢ena pod nazvem

IMP301-DC a piisobenim nizkofrekvencniho HIFU doslo k u€¢innému uvolnéni DOX
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(Moon et al., 2022). Al Sawaftah a kolektiv se ve dvou in vitro studiich pokouseli uvolnit
enkapsulovany kalcein k 1écbé kolorektalniho karcinomu (bunééna linie HCT116), a
karcinomu délozniho €ipku (linie HeLa). V prvni studii bylo prokazéano, ze liposomalni
formulace obsahujici cRGD zlepsSuje echogenni vlastnosti lipidovych vezikul. Ve studii
druhé byla jako modifikace zvolena konjugace transferrinu s PEGylovanymi liposomy. I
zde byl zjistén signifikantni Ucinek (Al Sawaftah ef al., 2021; Al Sawaftah et al., 2022).
Na zaveér lze jesté zminit i nedavnou praci, jez se zabyvala pouzitim formulace IMP301
(tedy DSPC, DSPE-PEG2000, DOPE, MSPC (resp. S-lysoPC), ktera se taktéz prokazala
jako efektivni (Kim et al., 2022).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1

3.1.1

MATERIALY

Chemickeé latky:

Destilovana voda

Diethylether (Sigma Aldrich, Spojené staty)

Chloroform (Sigma Aldrich, Spojené staty)

ATP (Adenosintrifosfat; Sigma Aldrich, Spojené staty)

D-Luciferin (Pierce D-Luciferin, Monosodium salt; ThermoFisher Scientific,
Spojené staty)

Luciferaza (Firefly luciferase, Sigma Aldrich, Spojené staty)

MgCl; (chlorid hotfecnaty; Sigma Aldrich, Spojené staty)

Pufr HEPES (2-[4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-yl] ethan-1-sulfonova kyselina;
Sigma Aldrich, Spojené staty)

Pufr PBS 10x koncentrovany (Phosphate Buffered Saline; pH 7,4; Slozeni: 80 g
NaCl; 2 g KCI; 14,4 g Na;HPO4 12H,0; 2,6 g KH2PO4)

Sephadex G-25 (Sigma Aldrich, Spojené staty)

Triton X-100 (2-[4-(2,4,4-trimethylpentan-2-yl)fenoxy Jethanol,
ThermoFisher Scientific, Spojené staty)

PEG-8000 (Sigma Aldrich, Spojené staty)

Plynny dusik

Kalcein (Fluorexon; Carl Roth, Némecko)

Chlorid kobaltnaty (CoCly; Sigma Aldrich, Spojené staty)

3.1.1.1 Lipidy:

DPPC (16:0 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-fostatidylcholin; Avanti Polar Lipids
Inc))

EggPC (L-a-fosfatidylcholin; Avanti Polar Lipids Inc.)

Hydro Soy PC (hydrogenovany L-a-fosfatidylcholin/HSPC; Avanti Polar Lipids
Inc))

Cholesterol (Avanti Polar Lipids Inc.)
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Instrumentace:

Nabhfivaci blok (MR-Hei Connect Hotplate; Heidolph, Némecko)

Sonikator (Elmasonic P30H; Elma, Svycarsko)

Extruzni set (Avanti Mini Extruder; Avanti Polar Lipids Inc., Spojené kralovstvi)
Experimentalni aparatura pro vysuSeni zkumavek (vyrobeno na 3D tiskarng)
Modularni spektrofluorimetr (FLS 980; Edinburgh Instruments, Spojené
kralovstvi)

Centrifuga (NF 048; Niive, Turecko)

Centrifuga (Rotina 420R; Hettich, Némecko)

Experimentalni modul spektrometru pro méfeni vzorka (vyrobeno na 3D tiskarn€)
Zdroj elektrického napéti (HY 3003 DC Power Supply; Mastech, Spojené staty)
Nizkofrekvencni ultrazvukovy generator (PH100H; Hielscher, Némecko)
Vysokofrekvencni ultrazvukovy generator/lkanalovy ultrazvuk (BTL-4000
SMART; BTL, Ceska republika)

Experimentalni ultrazvukovy generator (zkonstruovan doc. PhDr. Ing. Jaroslavem
Priichou, Ph.D. et Ph.D; CVUT)

Analytické vahy

Ostatni laboratorni vybaveni:

Pinzety, sephadexové kolonky, sklenéné zkumavky, mikrozkumavky
(Eppendorf), plastové zkumavky (Sartorius), ultracentrifugani mikrozkumavky
(Vivaspin 500; Vivaspin), 1000ul injekéni stiikacky (Avanti Polar Lipids Inc.),
odmeérné nalevky, laboratorni banky, 1zice, skelna vata, fixy, papirové ubrousky,
automatické pipety a pfislusné nasady/Spicky, flow box, ultrazvukovy gel
(Aquasonic Clean; Parker), ultrazvukové nasady (1 a 5 cm?; BTL), filtracni
membrany (1 pm, 200 nm a 100 nm; Nucleopore Trace-Etch Membrane;
Whatman), filtra¢ni disky (10 mm PE Drain Disc; Cytiva), teplomér, kovovy

odrazec, spektrofotometrické kyvety

Software:

Origin Pro (OriginLab Corporation, Spojené staty)
MS Excel a Word (Microsoft, Spojené staty)
F980 (Edinburgh Instruments, Spojené kralovstvi)
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3.2 METODY

3.2.1 Pfiprava multilamelarnich vezikul

Nejprve je nutné si pomérné piesné pripravit navazku pfislusnych pufria (vhodné jsou
zejména zwitteriontové pufry s pH na urovni fyziologickych hodnot, tedy napt. HEPES
¢i PBS), znacky urcené k enkapsulaci (ATP/Kalcein) a samotnych lipida. Konkrétné tedy:

* 500 ml, 10mM interniho pufru
* Roztok 60mM ATP; 200uM kalceinu

* Lipidy o finalni koncentraci 10 mg/ml

Po navazeni potiebnych latek byly lipidy rozpustény v organickém rozpoustédle
(2 ml diethyletheru, pfipadné chloroformu) pii celkové koncentraci lipidd 10 mg/ml.
Nasleduje odstranéni organického rozpoustédla proudem dusiku po dobu 1 hodiny.
Zamérem je ziskat vysuSeny film na dné a na sténach zkumavky. Vysusené lipidy jsou
posléze minimalné 30 minut hydratovany ve 2 ml interniho pufru (10 Mm HEPES ¢i
PBS) s pozadovanou latkou urcenou k enkapsulaci a sonikovany v ultrazvukové lazni pro
homogenizaci smési po dobu 15 minut pii frekvenci 37 kHz. Vysledkem je vznik
heterogenni populace multilamelarnich vezikul s variabilnimi rozméry, coz predstavuje

divod proto dalsi patiicné zpracovani, viz dale.
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Tabulka 1: Vybér lipidu pro tvorbu liposomii; Oranzovou barvou jsou zvyraznény lipidy pouzité
v této praci z davodu vhodné transientni teploty a nulového naboje; Prejato z: Avanti Polar Lipids

Inc.

Nizey Mastna Tranzientni Naboj pri Kaéd

kyselina teplota (°C) pH 7.4 produktu

IDLPC | 120 | -1 | o | 850335 |
IDMPC | 140 | 23 | o | 850345 |
IDPPC | 160 | 41 I o || 850355 |
IDSPC | 18:0 | 55 | o | 850365 |
[Hydro Soy PC | 16:0-18:0 || 52 I o | |
IDOPC | 181 | 220 | o || 850375 |
IDMPE | 140 | 50 | o || 850745 |
IDHPC | 70 | | | 850306 |
IDAP | 140 | | | 890840 |
[EPC 181 || I | 890704 |
[EPC | 16:0-18:1 || 49 | | 890705 |
IDPPE | 160 | 63 | o | 850705 |
IDOPE | 181 16 | o | 850725 |
IDMPA-Na | 140 | 50 | -13 | 830845 |
IDPPA+Na | 160 | 67 | -13 ]| 830855 |
IDOPA<Na 181 || -8 | -13 || 840875 |
IDMPG-Na 140 | 23 | -1 || 840445 |
IDPPG+Na | 160 | 41 | -1 || 840455 |
IDOPG-Na o181 | 18 I -1 || 840475 |
IDMPS-Na | 140 | 35 | -1 || 840033 |
IDPPS-Na | 160 | 54 | -1 ]| 840037 |
IDOPS*Na | 181 | 11 | -1 | 840035 |
IDOPE-Glutaryls(Na)2 || 181 | ~-10 | 2 | 870242 |
(T:Ztrr;‘;llﬁlli“’(ﬁa)z 14:0 59 2 710332
IDSPE-mPEG-2000-Na || 18:0 | N/A | -1 ]| 880120 |
IDSPE-mPEG-5000-Na | 18:0 | N/A | -1 ]| 880220 |
DSPE-Maleimide PEG-
2000+ Na 18:0 N/A 1 880126
IDOTAP-CI | 181 || ~0 | +1 | 890890 |
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3.2.2 Pfiprava unilamelarnich vezikul

Pouhou hydrataci lipidové smeési bez vyuziti extrudéru lze docilit syntézy
polydisperzni suspenze multilamelarnich vezikul (viz vySe), jez jsou pro ucely
experimentt oproti unilamelarni kompozici méné vhodné. Z tohoto diivodu se provadi
nekolikanasobna extruze s pomoci miniextrudéru spole¢nosti Avanti Polar Lipids. Tento
proces zajiStuje ziskani unifikované smési lipidovych vezikul identickych vlastnosti a
rozméra v zavislosti na pouzitych filtrech v extrudéru, jenz lze sestavit dle nize
uvedeného schématu (Obr. 10). Na tomto obrazku si lze povSimnout dvou pfidavnych
filtrd (Drain discs) a polykarbonatové membrany s danymi rozmeéry pori. K dosazeni
zcela homogenni smési unilamelarnich liposomu je potfeba pouzit nejprve lpm
membranu, poté 0,2um pro zisk 200nm vezikul (vice popsano nize).

Za zcela idealnich podminek by hydratace i extruze mély probihat nad transientni
teplotou (Ty) pouzitého lipidu (viz Tabulka 1). Pfed provedenim samotné extruze je také
nutno nejprve celou konstrukci (pfedevsim pist uvniti injekcnich stfikacek) navlhcit
destilovanou vodou prostfednictvim jejiho protlaceni pfes membranu a nazpét, ¢imz

dojde k redukci nevyuzitého objemu pfi extruzi.

O-ring Filter Teflon
Channel Supports Bearln
/ O:ring / \ O-ring g
Extruder Internal Internal
Outer Membrane Polycarbonate Membrane Retainer
Casing Support Membrane Support Nut

Obrazek 10: Grafické schéma jednotlivych soucasti extrudéru; Zleva doprava: Vnéjsi télo
extrudéru, vnitfni opora membran, prstencovy kanalek, tésnici prstenec, pridavné filtry,
polykarbonatovy filtr, tésnici prstenec, vnitini opora membran, teflonové lozisko, tésnici matice;
Zdroj: avantilipids.com
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Obrazek 11: Srovnani spravného a nespravného sestaveni extrudéru (nahofte); Spravné a
nespravné vlozeni injekéni stiikacky do extrudéru (dole):; Zdroj: avantilipids.com

Jakmile je extrudér zkonstruovan, vlozime jej spravnym smérem (vrcholy tésnici
matice dol) do topného bloku s teplomérem (Obr. 11), jenz bude vyhfivan zahfivaci
deskou na pozadovanou teplotu (doporucuje se piiblizné 10 °C nad transientni teplotou
zvoleného lipidu, typicky 55-60 °C po dobu 15 minut, avsak teplota nesmi presahnout 80
°C). Poté s pomoci 1000ul utésnéné injekeni sttikacky nasajeme hydratovanou lipidovou
suspenzi a vlozime ji do extrudéru ze strany té€snici matice, pfi¢emz z protilehlé strany
vlozime druhou, prazdnou strikacku (spravné usazeni na Obr. 11).

Zafizeni posléze zajistime otaCivymi piiklopkami a nechame pfiblizn€é 10 minut
ekvilibrovat teploty lipidové smési a extrudéru. V tuto chvili lze provést extruzi, a to

nasledujicim zplisobem:

» Stlacenim pistu stfikacky protla¢ime jeji obsah srze systém membran az do druhé
stiikacky, jez se sama napusti. Poté stejny postup nékolikrat opakujeme dle vlozené
membrany v extrudéru tak, aby byl vzorek ve finalni fazi extruze protlacen do
vychozi stiikacky.

* Pro lum filtr postauje 7x prutah, pro 0,2um membrany 10x (zpravidla nejprve
probiha extruze skrze 1pm membranu a posléze 0,2um; vliv poctu extruznich cyklu
je zobrazen na Obr. 12); Pfi vyméné filtrG ¢i vzorku je nutno aparaturu pred dalsim

pouzitim vy¢istit destilovanou vodou.
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Po dokonceni extruze se pfistupuje bud
k ocisténi vzorkl od extravezikularni znacky, nebo
ptipadné uchovani pro pozd€si vyuziti (v
chladnicce, nanejvySe 3-4 dny, jelikoz dochazi

k rychlé degradaci integrity vezikul).

3.2.3 Modifikace liposomu

Aplikaci riznych latek 1lze ovlivnit povahu
lipidovych vezikul. Jednd se o pouhou upravu
stavajiciho protokolu v podobé pridani modifikujici

latky v pfislusné koncentraci k lipidové smési

Intensity

v organickém rozpoustédle pred jejim odpafenim

plynnym dusikem v digestofi. V této praci byl pouzit

cholesterol v molarnim poméru 30 % a 40 %, dale pak

PEG-8000 v poméru 5 % a 15 %.

3.2.4 Qdstranéni extravezikulari znacky:

Suspenze liposomu je nanesena na Sml sephadexové (G-25) kolonky piipravené aplikaci
Sephadexu a interniho pufru v poméru 1:5 do nabobtnani, a nasledné centrifugovana k
zadrzeni neenkapsulované proby (ATP/kalcein). Centrifugace je provedena nekolikrat z
divodu kvalitniho promyti kolon a odstranéni extravezikularni znacky, pfipadné téz
nenavazaného PEG ¢i cholesterolu. Prvni cyklus se provadi pouze s prazdnymi

kolonkami bez naneseného vzorku k odstranéni prebytecného pufru, a to po dobu 1

minuty pii 500 ot/min.

Déale se s pomoci automatické pipety nanaseji vzorky po 1 ml na jednotlivé
kolonky a dvakrat staceji pti 1400 ot/min po dobu 2 minut. Precisténé vzorky jsou nyni

ptipraveny k méfeni ¢i uskladnéni v chladnicce (t€éméf vSechny vzorky byly proméreny

az nasledujici den).
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3.2.5 Meéfeni uvolfiovani ATP z liposomu pomoci ultrazvuku:

Prace probiha na fluorescen¢nim spektrometru/spektrofluorimetru FLS980 (na Obr. 13)
s excitacni xenonovou lampou s vybérem vlnovych délek pro excitaci (zde 490 nm)
s pfislu§nou emisi (525 nm). K zafizeni FLS980 je pfipojena experimentalni méfici
komurka vybavena teplomérem a michadlem (Obr. 14) pro ulozeni vzorku a aplikaci
reagencii. Pracovi§té musi byt v pribéhu méfeni zasadné zatemneéno.

Vzorky, jez v dany moment nebyly podrobeny experimentu, byly po celou dobu
uchovany na ledé z davodu potencialni degradace. V méfici komdrce se uprostied
zafizeni nachazi umisténi pro kyvety, které se napliiuji v plném objemu z divodu velké
akustické impedance vzduchu, ktera by pfi nekompletnim naplnéni nastala.

Konkrétni slozeni obsahu zkumavek je zna¢né specifické pro konkrétni typ
detekcniho systému ¢i znacky, jejiz prosttednictvim dochézi k tvorbé méfitelného signalu
(zde luminiscencniho) ke kvantifikaci uvoliiovani intravezikularni latky. Pfi pouziti
systému luciferinu, luciferazy, kofaktoru MgCl, a intravezikularni ATP wvznika
luminiscencni signal, ptiemz se do kyvety pipetuje 300 ul liposomd, 2250 ul média (tedy
10mM pufru), 25 pl SmM MgCla, stejny objem D-luciferinu a 10 pl luciferazy (40 pg/ml),

ktera se pfidava pii zah4jeni méfeni intenzity luminiscence.

Obrazek 13: Spektrofluorimetr FLS980; Zdroj: edinst.com

54


http://edinst.com

Kinetické méfteni jediného vzorku trva az
1200 sza neustalého monitoringu teploty a
promichavani média v kyveté, ¢imz se predchazi
sedimentaci liposomd ke dnu. Zpravidla vsak
meéfteni trva pouze 500 s a cely proces se déli se na
nékolik dulezitych segment(. Prvnich 200
s dochazi k ustaleni signalu pozadi na stabilni

urovei, posléze je vzorek ozvucen bud LFUS ¢i

HFUS, a po ubéhnuti 400 s od pocatku méfeni ‘
pfichazi na fadu aplikace pozitivni kontroly %H?Xpiﬁginwg kogﬁﬁ:
v podobé& 50 pl 1% surfaktantu Triton X-100, jehoz S upcvnénou ultrazvukovou hlavici
pusobenim dochazi ke snizeni povrchového napéti

a naslednému naruseni struktury lipidovych membran. Eluce ATP v tomto bodé¢ je
maximalni. Vysledkem méfeni je tedy kineticka kiivka, na jejimz zakladé lze usuzovat
ucinnost jednotlivych liposomalnich slozeni a dalSich parametrt.

Modularita experimentu spociva v nastavitelnych parametrech ultrazvuku ci
raznych upravach v méfici komirce. Aplikace LFUS probéhly pfi frekvenci 30 kHz a
intenzité 130 W/cm?, u HFUS lze nastavit frekvenci na rezim 1 az 3 MHz a intenzitu az
3 W/cm?. Dale lze stfidat velikost ultrazvukové hlavice (1 a 5 cm?), ptipadné vinéni
fokusovat ¢i zpétné€ odrazet s cilem zvySeni intenzity. Nastavitelna je taktéz frekvence
pulzii (150 Hz) a stida (1:16 nebo 1:2, pfipadné kontinualni rezim). V pfipadé potieby
lze téz kyvetu umistit do chladiciho média (viz diskuse). Presto vSak mezi kyvetou a
ultrazvukovou hlavici vzdy dochézi ke vzajemnému kontaktu skrze vodu nebo naneseny

ultrazvukovy gel. Konkrétni parametry pro tuto praci jsou nasledujici:

» LFUS: =30 kHz, I=130 W/cm?; kontinualni rezim
= HFUS: f=1 MHz, I=3 W/cm?; pulzni rezim (150 Hz)
» Hlavice o plose 1 cm?

* Po pocatecnich méfenich nasazeno vodni chlazeni
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3.2.6 Meéfeni uvolfiovani kalceinu z liposomu pomoci ultrazvuku

Fluorescencni signal byl vyhodnocen na zakladé eluce kalceinu z lipidovych vezikul. Do
kyvety bylo pipetovano 2400 ul 10mM pufru HEPES a 200 ul liposomu. Stejné jako
v ptipad€ luminiscencniho méfeni byly vzorky v komiirce chlazeny vodou. Po uplynuti
100 s od pocatku kinetického méfeni byl dodate¢né do kyvety pipetovan téz 25 mM
CoCly v objemu 10 pl slouzici jako zhaseC pozadi, tedy extravezikularni znacky). Po 200
s byl vzorek ozvucen s pomoci HFUS v kontinualnim rezimu (f=1 MHz; I=10 W/cm?).
Jako pozitivni kontrola opét poslouzilo 50 pul 1% detergentu Triton X-100, ¢imz doslo
k uvolnéni dosud enkapsulovaného kalceinu z liposomd.

Vypocet procentualniho uvolnéni kalceinu byl proveden dle vzorce od Huang &

MacDonald (2004):

- Fultrasound

Fi _Ftotq

F.
% uvolnéni = l - l x 100
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Komparace ucinku LFUS a HFUS

40 4 2
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Obrazek 15: Kinetické méfeni luminiscenéniho signalu pfi
uvoliiovani ATP z liposoma (DPPC) po dobu 650 s; Cervené:
kiivka aplikace LFUS (f= 30 kHz, I = 130 W/cm?); Modfe: kfivka
aplikace HFUS (f= 1 MHz, I = 3 W/cm?); 1) ozvudeni ultrazvukem,
2) kontrola s pomoci detergentu Triton X-100

V ramci této prace nejprve probéhlo zakladni srovnani pusobeni HFUS a LFUS vuci
nékolika typum lipidl. Vyse uvedeny graf (Obr. 15) znazorfiuje oddélené kinetické kiivky
z méfeni luminiscencniho signalu prostiednictvim ATP uvolnéného z vezikul. Na samém
pocatku lze vzdy pozorovat nahly a rapidni narist signalu vlivem ptidavku enzymu
luciferazy, jez katalyzuje reakci mezi extravezikularni ATP a luciferinem. V dusledku této
reakce dochazi k oxidaci luciferinu za vzniku luminiscen¢niho signalu. Jako optimalni
doba k ustanoveni zakladni signalni hladiny (tedy pozadi) bylo uréeno 200 s po piidani
reagentt do kyvety.

V tomto bod¢ byl vzorek ozvucen prislusnym typem US. Nejprve tedy s pomoci
kontinudlniho LFUS a az v nasledujicim méfeni s HFUS. Uginky LFUS vidi
nemodifikovanym 200nm liposomim slozenym z DPPC lze charakterizovat jako
nevalné, nebot bezprostiedné po ozvuceni doslo k navyseni signalu o 15,1 % s okamzitou
tendenci opét klesat na puvodni hladinu. Regresni analyza poukazala na silnou korelaci

mezi obéma jevy (R=0,78), aviak s relativné nizkym koeficientem determinace R?=0,62.
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Jako kontrola byl po pfiblizné¢ 450 s (hodnota byla urCena na 400 s, ale
pravdépodobné doslo k opozdénému pridani kontroly do kyvety) pouzit detergent Triton
X-100, jenz snizuje povrchové napéti na membranach, coz vyusti v dezintegraci vezikuly.
Opétlze pozorovat znacny narust signalu diky eluci ATP z dosud neporusenych liposomu,
pficemz LFUS zjevné neved! k signifikantnimu uvolnéni enkapsulované latky.

V piipadé HFUS doslo k nariistu signalu o 17,5 %, pfi¢emz R=0,71 a R?=0,5.
Trend sklonu regresni kiivky je vSak pozitivni, a to az do doby aplikace kontroly. Zde si
muzeme povSimnout, Ze signal nijak signifikantné€ nevzrostl, coz mize byt zapfic¢inéno
termickymi ucinky US. Pavodni signal pozadi je vysoky a odezva kontroly slaba, coz
muze byt také zapficinéno propustnosti liposomi jiz od pocatku. Na Obr. 16 1ze vidét, ze
pii vyssich teplotach klesa aktivita luciferazy, jejiz teplotni optimum se pohybuje kolem
25 °C a pii 45 °C dochazi k jeji kompletni inhibici (Noori et al., 2014). Tento fakt
vSeobecné predstavuje znacnou komplikaci pifi praktickém pouziti luciferazy jako
detekcniho systému eluce, nebot’ nemalé mnozstvi lipidu disponuje T>40 °C (viz katalog
Avanti Polar Lipids Inc.).

Pokud by ovSem byla zvySena sonosenzitivita liposomd, bylo by mozné méfeni
provadét i pii pokojové teplote (kolem maxima aktivity luciferazy), kdy se jedna o velice
senzitivni metodu. Ve srovnani s fluorescenci si lze v§imnout nasobné vétsiho nartstu
signalu. Problematiku teplot by také bylo mozné zcela obejit pouzitim
chemiluminiscencni latky, ktera neni termosenzitivni.

Hodnota T pro nemodifikovany DPPC nicméné dosahuje 41 °C, coz je stale pod
inhibi¢ni teplotou. Jak je vSak mozné z vySe zminéného grafu odecist, US teploty vzorku
v nijak teploté neregulované kyveté navysuje i na 42 °C i vice. Bylo jiz také feceno, ze
permeabilita liposomu je nejvyssi praveé pii Ty, a to i ve srovnani s teplotami vyS$Simi

(Schoeder et al., 2009).
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Na zéklade Obr. X lze usoudit, ze vzhledem k mife signalu pfi aplikaci kontroly
v ptipadé kiivky pro LFUS liposomalni formulace obsahujici ¢isty DPPC neni pfili§
echogenni. V ptipadé HFUS doslo k signifikantnéj§imu uvolnéni, které ale bylo spiSe

zapticinéno termickym efektem, nikoliv vlivem kavitace.

Luminiscence [RU]

60

20

25 28 33,6 42,9
T[°C]

Obrazek 16: Zavislost luminiscence na teploté, cervené body znaci
ozvuceni US; Vzorek obsahuje smés 10mM pufru (PBS) s liposomy,
50 mM luciferinu, 40 pg/ml luciferazy a SmM hotciku; HFUS: I =
1 W/em?, f=1 MHz
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Obrazek 17: Kinetické méfeni luminiscenéniho signalu pfi uvoliiovani ATP
z liposomii (HSPC) po dobu 700 s; Cervend: kfivka lipidu bez piidavku
cholesterolu; Modre: kfivka lipidu s pridavkem 30 % cholesterolu; 1)
ozvuceni s pomoci HFUS (f= 1 MHz, I = 3 W/cm?), 2) ozvuceni s pomoci
LFUS (=30 kHz, I = 130 W/cm?), 3) kontrola s pomoci detergentu Triton
X-100

Oproti prechozimu grafu se na Obr. 17 vyskytuje nékolik zmén. Kinetické kiivky
byly zhotoveny pro lipid HSPC jednak bez ptidavku cholesterolu, ale také v 30% molarni
koncentraci. Soucasné k ozvuceni obéma typy ultrazvuku doslo v ramci jediného méteni
kvuli Casové optimalizaci. Signal je také znatelné slabsi, neZ tomu bylo u minulého grafu.
Odtvodnénim muze byt fakt, ze purifikacni metoda, s niz byl vzorek ¢aste¢né ocistén od
extravezikularni ATP, je zna¢n€¢ hruba. Je tudiz pravdépodobné, ze koncentrace
jednotlivych reagens nejsou ve vzorcich zcela identické. Taktéz lze timto vysvétlit
ptritomnost pozadi. Preciznéj$i metodou by nepochybné byla napt. dialyza, nicméné
jednalo by se o zdlouhavy proces. Dalsi variantu predstavuje ultracentrifugace (viz
kapitola ,,Modulace intenzity US s pomoci odrazeCe v méfici komirce™), ktera vsak
podobné jako dialyza trva pii zpracovani liposomt neimérné dlouho.

Pti ozvuceni vzorki HFUS po uplynuti 200 s od pocatku méfeni lze pozorovat
zcela odliSnou odezvu liposomi obohacenych o cholesterol proti vezikulam bez
modifikace slozeni. Fluidita membrany byla pfidavkem cholesterolu zjevné snizena
vlivem stabilizace mebran, coz odpovida zjiSténim ze starSich studii, kde pravé 30%

molarni koncentrace zpisobuje konformacni zménu ke stabilni fazi, kdy dochazi ke
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zmenSeni objemu dvojvrstev. To konsekutivné vede ke snizeni permeability a teplotni
senzitivity (Barenholz & Cevc, 1999; Mouritsen, 2005). V piipadé kfivky pro 0% obsah
cholesterolu doslo bezprostfedné po ozvuceni k narustu signalu o 21,2 % (R=0,85;
R2=0,73), zatimco u modifikovanych liposomd byl zaznamenam pouze maly peak
predstavujici pozitivni zménu detekované luminiscence o 6,2 % (R=0,5; R?=0,13), jenz
ihned poté nasleduje pravidelny pokles kfivky. Byt v ptfipadé zminéného peaku se miize
jednat také o pouhy artefakt.

Nasledné ozvuceni prostiednictvim LFUS (400 s) se projevilo u obou vzorku
v podobé€ naruastu signalu. V pfipadé nemodifikovanych liposoma doslo ke skokovému
navyseni o 37 %(R=0,75; R?=0,56), kdezto ptidavek cholesterolu tento pfiriistek omezil
na 30 % (R=0,76; R?=0,57). Kontrola v obou piipadech prokazala pfitomnost dosud
neuvolnéného ATP 1 po dvojitém ozvuceni. Zda se, ze HSPC piedstavuji perspektivnéjsi
volbu lipidu oproti DPPC, a to i navzdory vyssi T; (52 °C). Mizeme tedy hovoiit o
pusobeni kavitacniho efektu.

Volba cholesterolu jako mebranového konstituentu spociva v nutnosti stabilizace
liposomu pii uskladnéni. I pfi pokojové teploté dochazi k jejich postupné degradaci a je
proto nutné je uchovavat v chladni¢ce nebo na ledé. Vzhledem k tomu, ze prakticky
vSechny vzorky v této praci byly méfeny teprve az den po jejich ptipravé, je vhodné je
stabilizovat. K tomuto ucelu slouzi rozli¢né polymery (chitosan, pektin, alginat a dalsi) a
napiiklad také cholesterol (Pasarin et al., 2023). Jelikoz liposomy bez cholesterolu tuto
stabilizaci postradaji, 1ze pon€kud nizsi signal kontroly vysvétlit i tak, ze vezikuly byly
do jisté miry rozruSeny uz pfed samotnym meérenim, coz by vSak doprovazely vysoké
hodnoty pozadi (z tohoto divodu byly také vzorky pred méfenim jest€ jednou ocistény

od extravezikularni znacky).
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Obrazek 18: Kinetické méfeni luminiscenéniho signalu pfi uvoliiovani ATP z
liposomi (PC) po dobu 700 s; Cervené: kiivka lipidu bez piidavku
cholesterolu; Modre: kfivka lipidu s pridavkem 30 % cholesterolu; 1) ozvuceni
s pomoci HFUS (f= 1 MHz, I = 3 W/cm?), 2) ozvuceni s pomoci LFUS (f= 30
kHz, I = 130 W/cm?), 3) kontrola s pomoci detergentu Triton X-100

Pti ozvuceni EggPC (PC) bylo dosazeno podobnych vysledkt (na Obr. 18) jako u
HSPC. Inkorporovany cholesterol jednak stabilizoval liposomy, ¢imz byla snizena
membranova fluidita, ale také luminiscencni signal kontroly dosahuje vysokych hodnot.
Opacna situace nastala u nestabilizovanych vzorkl. Zde aplikaci HFUS doslo k navyseni
signalu o 15,7 % (R=74; R?=0,54) s naslednym trendem poklesu. Posléze ozvuceni LFUS
vedlo k riistu signalu o 40 % (R=0,79; R?=0,63). Kavitacni efekt HFUS tedy nedosahl
urovné LFUS, coz je konzistentni jev, nebot ke kavitaci dochézi spiSe pii nizSich
frekvencich. Ke stejnému zjisténi pfiSel 1 Al Sawaftah s kolegy, kdy HFUS o =3 MHz a
1=158 W/cm? (in vitro zcela nerealisticka/nepouzitelna uroveri vedouci k mechanickému
poskozeni tkani) vedl kuvolnéni pouze 2,87 % enkapsulovaného kalceinu b&hem
celkovych 200 min sonikacniho oSetfeni. Nizsi frekvence (1 MHz) a zarover i intenzita
(22,59 W/cm?) ukazaly az trojnasobny uginek, tedy eluce 6,39 % kalceinu (Al Sawaftah
etal., 2022).

62



Pridavek 30 % cholesterolu opét snizil, narust signalu, ba dokonce prakticky
eliminoval odezvu vezikul vi¢ci HFUS, nebot’ signal pouze v jediném peaku vzrostl 0 2,7
% (R=0,52; R2=0,23) snaslednym sestupnym pribshem kiivky. Ozvuceni LFUS
zpusobilo narlist 0 9,5 % (R=0,81; R?=0,67).

4.2 Vliv koncentrace cholesterolu na sonosenzitivitu liposomu
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Obrazek 19: Kinetické méfeni luminiscenéniho signalu pfi uvoliiovani

ATP z liposomu (HSPC) po dobu 450 s; Cerven¢: kfivka lipidu bez

pridavku cholesterolu; Modrfe: krivka lipidu s pfidavkem 40 %

cholesterolu; 1) ozvuceni s pomoci HFUS (=1 MHz, I = 3 W/cm?), 2)

kontrola s pomoci detergentu Triton X-100

V dal$i casti prace je predmétem zajmu specificky vliv koncentrace cholesterolu
inkorporovaného v lipidové membrané (Obr. 19), ackoliv se tato tématika objevila jiz
v minulé podkapitole. Lipid DPPC se ukazal jako nejméné senzitivni k ultrazvuku, a
proto zde neni uveden. Soucasné u HSPC chybi jedna kiivka, a to z divodu ztraty vzorku
pii sonikaci ve zkumavce (jiz nevySel Cas na opakovani). Co se tedy tohoto lipidu tyce,
1ze si pov§imnout zajimavého jevu, a sice ze pii 40% molarnim podilu cholesterolu doslo
ke zvyseni fluidity membran oproti ostatnim vzorkiim s niz§im obsahem této latky, a to
navzdory jeho stabiliza¢ni funkci. Schroeder a kolektiv uvadéji, ze i obsah cholesterolu
do 50 % stabilizuje membranu (Schroeder ez al., 2009), avSak vysledky uvedené na Obr.

X naopak ukazuji, ze jiz 40 % vede k destabilizaci.
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Nasledna kontrola (Obr. 20) se neprojevila nartistem signalu (po provedeni
experimentu bylo také zvlast provedeno meéfeni alikvotu, kde se signal projevil jen
mirnym narustem). Je tedy mozné, ze enkapsulovany ATP byl ¢astecné z vezikul uvolnén
pfed samotnym méfenim praveé z divodu nestabilniho charakteru takto upravenych
liposomu. Za ptitomnosti cholesterolu tedy doslo k nartstu signalu o 10,6 % (R=0,96;
R2=0,93), zatimco v pfipadé liposomi bez této upravy se jednalo o 16 % (R=0,81;
R2=0,65). Efekt vysokych teplot lze vylougit, nebot vzorky byly nové externé chlazeny
vodou pfimo ve vzorkové komurce. Nebylo tak na druhou stranu dosazeno T, ¢imz
utrpé€la sonosenzitivita liposomd.

Opét se zde objevuje problém spocivajici v konfliktu teplotniho optima luciferazy
a transientnich teplot lipidi, coz lze fesit bud navySenim intenzity US k dosazeni
kavitacniho efektu, anebo navrzenim jiného detekéniho mechanismu (viz kapitola
,Meéfeni fluorescen¢niho signalu pii uvolnéni kalceinu z liposomi®). Nejjednodussi
postup by samoziejmée zahrnoval pouziti LFUS, nebot’ sonosenzitivita liposomu nejlépe
odpovida frekvencim s korespondujici vlnovou délkou pohybujici se fadoveé v oblasti
rozméra vezikul. Jestlize je liposom vystaven u¢inkiim vinéni s vétsi A nez jsou rozméry
vezikul, akusticky tlak 1ze povazovat za prakticky uniformni, coz v dasledku znamena,

ze tlakovy gradient je zanedbatelny (Pong et al., 2006).
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Obrazek 20: Kontrola s pomoci detér:gentu Triton X-100 (1)
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Obrazek 21: Kinetické méfeni luminiscenéniho signalu pfi uvoliiovani ATP z
liposomi (PC) po dobu 500 s; Cervené: kiivka lipidu bez piidavku cholesterolu;
Modre: kfivka lipidu s pfidavkem 30 % cholesterolu; Zelené: kfivka lipidu
s ptidavkem 40 % cholesterolu; 1) ozvuceni s pomoci HFUS (f = 1 MHz, I=3
W/cm?), 2) kontrola s pomoci detergentu Triton X-100

Na snimku vySe (Obr. 21) je uvedena vysledna kineticka ktivka pro EggPC bez
obsahu cholesterolu, a nasledn¢ také se 30% a 40% piidavkem. Dle ocekavani byly
nejvyssi hodnoty signalu nameéfeny v ramci kinetické kiivky nemodifikovaného lipidu, a
to predevsim v oblasti inicialniho pozadi (prvotni peak). Nasleduje kiivka nalezici PC
modifikaci 40 % cholesterolu a na zavér 30 %. Naruast signalu po ozvuceni s pomoci
HFUS dosahl 6,8 % pro prvni zmin&nou kiivku (R=0,86; R?>=0,73), pro 40 % cholesterolu
pak 18,7 % (R=0,71; R?>=0,46) a pro 30 % cholesterolu dokonce relativni narist o 26 %
(R=0,95; R?=0,92). Posledni kiivka nicméné vykazuje vSeobecné nejnizsi hodnoty
signalu. Soucasn¢ lze vyloucit teplotni inhibici, nebot’ pti kontrole, respektive solubilizaci

liposomu detergentem. signal skokové vzrostl u vSech vzorki.
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4.3 Vliv koncentrace PEG-8000 na sonosenzitivitu liposomu

100

\——5 % PEG-8000 !
i——15 % PEG-8000

80

Luminiscence (cps x 10%)

T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500
Cas (s)
Obrazek 22: Kinetické méfeni luminiscenéniho signalu pfi uvoliiovani ATP z
liposomu (PC) po dobu 550 s; Cervené: kiivka lipidu s prfidavkem 5 % PEG-
8000 a 30 % cholesterolu; Modre: kiivka lipidu s pridavkem 15 % PEG a 30 %

cholesterolu; 1) ozvuéeni s pomoci HFUS (f= 1 MHz, I = 3 W/cm?), 2) kontrola
s pomoci detergentu Triton X-100

Dalsi modifikaci lipidovych membran, jejiz vliv na sonosenzitivitu byl patfi¢né provéfen,
je takzvana PEGylace. Na Obr. 22 Ize pozorovat dvé kiivky, z nichz jedna nalezi EggPC
modifikovanému s pomoci inkorporace PEG-8000 pfi procentualni moléarni koncentraci
5 %. Bézné se v praxi pouziva predevsim PEG-2000 spolu s DSPE, jez jsou soucasti
formulace zvané ThermoDox® (Lyon et al., 2018). V teoretické roving by PEG s vétsi
molekulovou hmotnosti mohl pii inkorporaci do membrany a nasledné hydrataci utvaret
objemn¢;jsi koronu kolem liposom1, coz by mohlo zlepsit jejich interakci s US. Na druhou
stranu se pfi extruzi ukazalo, ze vzorky je velice obtizné protlalit pies polykarbonatové
membrany. Naskytd se tak otazka, jaké mnozstvi pouzitétho PEG-8000 bylo
inkorporovano do lipidovych membran, pokud vibec.

Tuto myslenku podporuje i relativné nedavna komparativni studie PEGylovanych
liposomi, kde byla stanovena molarni procentualni koncentrace o hodnoté 2 % jako
maximum, které lze extruzi pfipravit. Pii vétSich koncentracich jsou vzorky jiz pfili§

viskozni a jejich priachod filtraénimi pory se stava obtiznym. (Nakamura et al., 2012).
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Tento problém lze nicméné obejit pfidanim PEG az ke zformovanym vezikulam.
Pfi nizSich koncentracich dochazi k osmotickému naruseni stability membrany, coz
zlepSuje echogenni vlastnosti. Jsou-li vSak koncentrace az pfili§ vysoké, dochazi
k absorbci US hydratovanymi molekulami PEG, coz podstatné omezuje mnozstvi
akustické energie ptisobici na lamelarni dvojvrstvu. Uginek US v tomto piipadé spoléha
spiSe na vysoké teploty (Schroeder et al., 2009).

VySe zminéné informace tak do znacné miry vysvétluji naméfené vysledky na
Obr. X. Kineticka kiivka vzorku s obsahem 15 % PEG-8000 se vyznacuje dvéma malymi
peaky po ozvuceni HFUS. Vétsi peak predstavuje relativni narast signalu o 6 % (R=0,95;
R2=0,89), mensi peak pak 3,2 %. 15% koncentrace PEG jiz pravdépodobné negativné
ovliviiuje interakci US s vezikulami.

V ptipadé mensi pitimési PEG, tedy 5 %, nejprve doslo k relativnimu navySeni
signalu v ramci velmi vyrazného peaku o 26,4 % (R=0,95; R?=0,91), a poté v peaku
mensim o 21,3 % (R=0,94; R2=0,87). Existenci dvou odlisnych peaki mize objasnit
agregace modifikovanych vezikul, k jejichz oddé€leni doslo teprve po sonikaci. Jelikoz
kontrola s pomoci detergentu nevedla k vyraznému navySeni signalu, 1ze tvrdit, Ze doslo

k nezanedbatelnému uvolnéni enkapsulovaného ATP.
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4.4 Modulace intenzity US s pomoci fokusace nastavce
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Obrazek 23: Kinetické méteni luminiscencniho signalu pii uvoliiovani
ATP z liposomi (DPPC) po dobu 450 s; Cervené: kfivka lipidu bez
pridavku cholesterolu; Modre: kfivka lipidu s pfidavkem 30 %
cholesterolu; 1) ozvuéeni s pomoci HFUS (= 1 MHz, I = 30 W/cm?-
teoreticka hodnotal!), 2) kontrola s pomoci detergentu Triton X-100

Nasledujici tfi grafy znazorfiuji méfeni luminiscence pifi fokusaci US s pomoci
experimentalniho nastavce pfipojeného k hlavici o plose 1 cm? Obr. 23 znazorfuje
kinetické kiivky pro lipid DPPC bez cholesterolu a s 30% piimési. Nastavec by teoreticky
mel az desetkrat znasobit intenzitu US a vyvolat tak vétsi narGst signalu prostiednictvim
indukovaného kavitacniho efektu. Jak 1ze ale vidét, ke kyzenému efektu zjevné nedoslo.
Mozné vysvétleni spociva pravdépodobné v konstrukei nastavce, jenz namisto fokusace
spiSe akustické viny disipuje, nebot bylo dosazeno vysledkti horSich ve srovnani
s méfenimi bez nastavce. Kfivka liposomu bez cholesterolu projevuje mirny narust
signalu o 6,8 % (R=0,88; R?>=0,78). Nejedna se viak o signifikantni udaj vzhledem
k pozadi a nasledné kontrole. Kfivka s pfidavkem 30 % cholesterolu po ozvuceni na
chvili vzrostla o pouhych 5 % (R=0,71; R?=0,46) s naslednym prudkym poklesem.
Vysledky jsou tedy obecné v souladu s ofekavanimi, co se srovnani stabilizovanych

liposomu s nemodifikovanymi tyce.
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Obrazek 24: Kinetické méfeni luminiscenéniho signalu pfi uvoliiovani ATP z
liposomi (HSPC) po dobu 450 s; Cervené: kiivka lipidu bez pfidavku cholesterolu;
Modfre: kiivka lipidu s pfidavkem 30 % cholesterolu; 1) ozvuceni s pomoci HFUS
(f= 1 MHz, I = 20 W/cm?2-teoreticka hodnota!), 2) kontrola s pomoci detergentu
Triton X-100

Na Obr. 24 jsou opét viditelné dvé kiivky kinetického méfeni s nebo bez cholesterolu,
pticemz v ptipadé HSPC pravdépodobné doslo k uvolnéni vétSiny ATP jes§té¢ pred
meétenim. Na zakladé tohoto 1 pfedchozich méfeni s timto lipidem si Ize vSimnout, Ze se
oproti ostatnim vzorkiim vyznaCuje zvySenou nestabilitou (viditelné primarné u

kontroly). U obou méfeni doslo k naprosto zanedbatelné zméné signalu, jez nevypovida

o uéinku US.
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Obrizek 25: Kinetické méfeni luminiscenéniho signalu pii uvoliiovani ATP z
liposomu (PC) po dobu 450 s; Cerven¢: kiivka lipidu bez pfidavku
cholesterolu; Modre: kfivka lipidu s pridavkem 30 % cholesterolu; 1) ozvuceni

s pomoci HFUS (=1 MHz, I = 30 W/cm?-teoreticka hodnotal!), 2) kontrola s
pomoci detergentu Triton X-100

Fokusace US nevedla k vyrazné eluci ani pfi ozvuceni vzorki PC. (Obr 25).
Neupravené liposomy se opét vyznacuji svou nestabilitou, coz lze nadzorné vidét diky
vysokému pozadi, nizkému efektu US a také prakticky nulové odezveé pii aplikaci
kontroly. Bezprostiedné po ozvuceni doSlo k témer dokonale linearnimu (R=0,98;
R?=0,96) relativnimu nér@istu signalu o 12 %. Druha kiivka poukazuje na jiz znamy
stabilizacni efekt cholesterolu pii 30% koncentraci. Signal byl pisobenim US zvysen
pouze prechodné, tedy pokud viibec (narust 1,5 % nelze povazovat za prukazny), pficemz
posléze opét linearné klesl. Efekt stabilizace dokazuje piedevsim signal kontroly a nizka
eluce. Vysoké pozadi pravdépodobné zapficinuje nedokonalé piredchozi procisténi vzorku
na kolonce. Soucasné nebylo dosazeno Ty, tudiz je omezena permeabilita vezikularni

membrany.
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4.5 Modulace intenzity US s pomoci odrazece v mérici komurce

o, 7 z

——0 % Chol
2 ——30 % Chol
40 % Chol

Luminiscence [cps x 10°]
B 6}
1 1
__’ . —-
A

0 T T T T T T T T
0 100 200 300 400
Cas [s]

Obrazek 26: Kinetické méreni luminiscenc¢niho signalu pfi uvoliiovani ATP
z liposoma (PC) po dobu 450 s; Cervené: kiivka lipidu bez piidavku
cholesterolu; Modre: kfivka lipidu s pridavkem 30 % cholesterolu; Zelené:
kfivka lipidu s pfidavkem 40 % cholesterolu; 1) ozvuceni s pomoci HFUS
(f = 1 MHz, I = 6 W/cm?-teoreticka hodnota!), 2) kontrola s pomoci
detergentu Triton X-100

Jednim z dalSich zptsobu, jak 1ze modulovat intenzitu US ptsobiciho na vzorky v kyveté
umisténé v méfici komurce, muze teoreticky byt reflexe akustického vinéni nazpét ke
zdroji ozvuceni, tedy US sondé€ s hlavici. Podobného principu je hojné vyuzivano
v oblasti sonografie. Odrazem vln, respektive jejich neabsorbovaného ¢i nerozptyleného
podilu, dojde k dalsi interakci se vzorkem, ¢imz teoreticky dochazi ke zdvojnasobeni
intenzity.

Co se tyCe vysledkt znazorménych na Obr. 26, je nejprve nutné zminit nezvykle
nizké hodnoty luminiscen¢niho signalu a nevyraznost kontrolnich peaki (tedy pfi aplikaci
detergentu). Pro tuto sadu vzorka byla vyzkousena odli$na purifikacni metoda, konkrétné
se jednalo o ultracentrifugaci s pomoci specialnich filtri. Podafilo se tak do zna¢né miry
eliminovat signal pozadi, avSak jedna se o metodu pomérné casoveé narocnou.

Muzeme pozorovat mirné zvyseni luminiscen¢niho signalu diky zvySeni intenzity
US, pfi¢emz opét pozorujeme trend nizsi eluce ze stabilizovanych liposomt obohacenych
30% cholesterolem. Ozvucenim tohoto vzorku s pomoci HFUS doslo k naprosto

minimalnimu navySeni signalu o pouhych 2,7 %.
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Naproti tomu ozvucenim vzorku nestabilizovanych vezikul pomoci US doslo
k relativnimu nartstu signalu o 15,6 % (R=0,86; R2=0,72) nasledovaném strmym
poklesem. Na zavér opét plati, ze ptidavek 40% jiz vede k destabilizaci membran a
nahlému rastu luminiscence, v tomto pfipadé o 13,5 % (R=0,77; R2=0,56) v ramci
prvniho peaku, po némz nasleduje nékolik mensich. Vzhledem k nizkému signalu
kontroly Ize usoudit, ze znacné mnozstvi enkapsulovaného ATP bylo eluovano z vezikul
pred provedeném méfeni vlivem nestability. Je také pomémné pravdépodobné, ze vlivem

rapidniho nartstu teploty v kyveté navzdory chlazeni doslo k teplotni inhibici luciferazy.
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4.6 Meéreni fluorescencéniho sisnalu pri uvolnéni kalceinu z liposomu
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Obriazek 27: Cervené: Kineticka kiivka fluorescenéniho signalu pii eluci kalceinu
z liposomi (DPPC, 800 s); Cernd: méfeni teploty; 1) aplikace zhasede fluorescence
(CoCly), 2) ozvuceni spomoci HFUS (f = 1 MHz, I = 10 W/cm?), 3) kontrola
prostrednictvim detergentu Triton X-100

Na zakladé predchozich provedenych méfeni bylo zjisténo, ze detekCni systém na bazi
luminiscenc¢niho signalu produkovaného reakci ATP a luciferinu je znacné citlivy vici
teplotam. Sonosenzitivita liposomt dosahuje maxima pii T, v dasledku Cehoz je ale
nemozné piesné kvantifikovat uvolnéni enkapsulované latky z diivodu inhibice enzymu.
Dal§im faktorem, jenz komplikuje pfesné stanoveni, je také povaha pfipravnych metod.
Purifikace na sephadexovych kolonach poskytuje vzorky s variabilnimi finalnimi
koncentracemi liposomu, coz také znemoziiuje presny vypocet mnozstvi enkapsulované
latky. Dle specifikaci uvedenych v praci Huang & MacDonald (2004) byl tedy navrzen
experiment s vyuzitim fluorescencniho znaceni, konkrétné kalceinu, jenz ve srovnani
s luciferazou tolik nezavisi na teploté.

Na obrazcich 27-29 jsou vyobrazeny kinetické kiivky fluorescen¢niho signalu pii
meéfeni trvajicim 800 s. Signal pozadi se podatilo eliminovat pfidavkem CoCl, jakozto
zhasede extravezikularni znacky. Posléze byl aplikovan HFUS o intenzité 10 W/cm?
(kratce zapujcené zafizeni), ¢cimz doslo k eluci kalceinu enkapsulovaného v liposomech

slozenych z DPPC.
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Ve vsech tfech pripadech doslo k relativné zanedbatelné odezve vici pusobeni US
ve vztahu ke kontrole (navySeni signalu o 5 %), pfi¢emz procentualni uvolnéni kalceinu
pro Obr. 27 ¢ini 7,2 %, pro Obr. 28 pak 7,5 % a pro Obr. 29 na zavér pouze 4 %. Pii
teploté 35 °C lze vidét, ze liposomy byly ¢astecné permeabilni, nebot’ se tato teploté jiz
postupné pfiblizuje hodnoté T, Pfi teploté¢ 38 °C, tedy blizko T, je propustnost l1épe
pozorovatelna.

Na zavér byla provedena kontrola s pomoci detergentu Triton X-100. Tti grafy, na
nichz jsou tyto vysledky vyznacCeny, slouzi jako ilustracni piiklad dalezitosti Ti vzhledem
k permeabilité vezikul, nebot’ ani s vykonnéj§im zdrojem US se nepodafilo navodit
vyrazny kavitacni efekt, pokud liposomy nejsou viici akustickym vinam senzitivni. Pokud
by v tomto experimentu byl pouzit napt. PEGylovany EggPC, pravdépodobné bychom
dosahli podstatné lepSich vysledka (jiz bohuZel na zbylé lipidy nevysSel ¢as). Dalsi
moznost predstavuji také echogenni liposomy obsahujici PFC (Lattin et al., 2012), které
se ovS§em vyznacuji svou toxicitou. Ke zvySeni sonosenzitivity by mohly téz pfispét
navazané biodegradabilni polymery, nicméné€ jejich inkorporace do membran je

komplikovana.
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Obriazek 28: Cervené: Kineticka kfivka fluorescenéniho signalu pfi eluci kalceinu
z liposomit (DPPC, 800 s); Cernd: méieni teploty; 1) aplikace zhageée fluorescence (CoCly),
2) ozvuéeni s pomoci HFUS (= 1 MHz, I = 10 W/cm?), 3) kontrola prostfednictvim
detergentu Triton X-100
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Obriazek 29: Cervené: Kineticka kiivka fluorescenéniho signalu pii eluci kalceinu
z liposomu (DPPC, 800 s): Pidavek 130 mM NaCl; Cems: méfeni teploty; 1) aplikace
zhasede fluorescence (CoCly), 2) ozvuleni s pomoci HFUS (f= 1 MHz, I = 10 W/cm?), 3)
kontrola prostfednictvim detergentu Triton X-100
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5 ZAVER

Vramci této prace byly ovéfeny rozlicné parametry ovliviiyjici pusobeni
vysokofrekvencniho a nizkofrekvencniho ultrazvuku na lipidové vezikuly o rizném
slozeni. Mimo jiné taktéz experimentalné probéhlo srovnani chemiluminiscencniho a
fluorescen¢niho systému detekce signalu vzniklého uvolnénim latek se zaméfenim na
ucinky vysokofrekvenéniho ultrazvukového vInéni. Liposomy, tedy nosice
enkapsulovanych latek, byly pfipraveny s pomoci tenkovrstevné hydratacni metody a
nasledné prostiednictvim extruze skrze sérii polykarbonatovych membran upraveny do
konecné podoby, tedy unilamelarnich vezikul o priméru 200 nm. Pfi volbé lipida byly
brany v potaz predevsim hodnoty tranzitnich teplot, aby nedosahovaly piili§ nizkych ani
vysokych hodnot.

Zakladni lipidové formulace, tedy cist¢ DPPC, EggPC a HSPC ve vysledné
koncentraci 10 mg/ml, byly eventualné v priabéhu vyrobniho procesu modifikovany
s cilem modulace sonosenzitivity. Prvotni upravu predstavuje inkorporace cholesterolu
v molarnim poméru 30 a 40 %. Dle literatury by zminéné koncentrace mély vyustit ve
stabilizaci liposomu za soucasného poklesu jejich akustické senzitivity (Schroeder et al .,
2009). Dale byly liposomy povrchové upraveny takzvanou PEGylaci, jez vede k navySeni
sonosenzitivity a termosenzitivity. Bézné se pouzivaji varianty s mensi molekularni
hmotnosti (napt. PEG-2000). Jelikoz jsou ucinky PEG-2000 pomémeé dobfe popsany,
namisto n¢j byl pro potieby této prace zvolen PEG-8000, jehoz inkorporace do lipidové
dvojvrstvy se ukazala jako problematicka z davodu fyzicky obtizné extruze.

Neupravené 1 modifikované lipidy byly nasledné purifikovany s pomoci
sephadexovych kolonek jejich nanesenim a centrifugaci, ¢imz byla odstranéna
extravezikularni znacka. Posléze probéhlo kinetické méteni uvoliiovani enkapsulovanych
latek na spektrometru FLS980 s experimentalnim pfidavnym modulem pro umisténi
kyvet se vzorky a ultrazvukové hlavice. Metodika detekce spociva ve dvou odlisnych
principech. Zprvu byl k enkapsulaci zvolen ATP, jehoz eluci dojde k reakci s luciferinem
pii katalyze zprostiedkované enzymem luciferdzou. Ta vyvol4d oxidaci luciferinu za
tvorby luminiscen¢niho signélu. Jako kontrola byl zvolen detergent Triton X-100.

Na zakladé provedenych experimenti bylo zjiSténo, ze pusobenim ultrazvuku
dochazi v nechlazenych kyvetach ke znacnému naristu teploty vedoucimu k termické
inhibici luciferazy, coz samoziejme znemoziuje detekci signalu. Vznika tedy jisté dilema,

kdy pfi teplotach nizSich lipidy nedosahuji své tranzitni teploty vyznacujici se praveé

76



nejvyssi sonosenzitivitou. Na druhou stranu, jak jiz bylo feeno, vysoké teploty vedou
k inhibici enzymu. Pfi srovnéani efektu nizkofrekvencniho a vysokofrekvenéniho
ultrazvuku lze vyvodit zaver, ze nizsi frekvence zpravidla vedly k lepsimu ucinku na
liposomy, nebot’ doslo k indukci kavitace. Toto tvrzeni se shoduje s literaturou (Al
Sawaftah et al., 2022). Vzhledem k niZzsi intenzité potiebné k eluci ATP byl pozorovan i
vyssi signal., a to predevSim u EggPC a HSPC. DPPC se prokazal jako nejméné
sonosenzitivni lipid. Je v8ak potfeba fici, ze akusticka intenzita 130 W/cm? je jiz pomérmné
extrémni a v klinické praxi nepouzitelna, nebot’ pii aplikaci by US s témito parametry
zpusobil poskozeni tkani.

Jako dalsi poznatek lze uvést faktor molarniho podilu cholesterolu a jeho vliv na
echogenitu vezikul. V rozporu s literaturou (Schroeder et al., 2009) bylo zji§téno, ze pfi
40% podilu cholesterolu v lipidové membrané dochazi k jeji destabilizaci, zatimco 30%
podil jiz vsouladu suvedenou studii naopak vezikuly stabilizuje a snizuje jejich
echogenitu, coZ je jev konzistentni v priabéhu celé této prace. Provéfen byl také efekt
PEGylace u EggPC (na zakladé nameétenych vysledka nejperspektivngjsi lipid, byt spolu
s HSPC bez ptfidavku cholesterolu pon€kud nestabilni pfi skladovani). Zde byly
potvrzena zjiSténi z jiz publikované literatury (Schroeder et al., 2009; Nakamura et al.,
2012). Nizky molarni podil PEG zpusobil vyrazné zvySeni sonosenzitivity. Naopak podil
vyS$si echogenitu snizil.

Postupné doslo k optimalizaci experimentu s pomoci vodniho chlazeni kyvet se
vzorky, coz omezilo termicky efekt ultrazvuku a zaroveri 1 inhibici luciferazy. Zde se vSak
opét vyskytly komplikace v podobé jednak nedostatecné vysokych teplot
k permeabilizaci membran, respektive teploty tranzitni, a také nedostateCné intenzity
vysokofrekvenéniho ultrazvuku k dostacujici indukci mechanické kavitace liposomu.

Vysokofrekvenéni ultrazvukovy generator pouzity v ramci této prace je komercné
dostupny, terapeuticky model, jenz neumoziiuje nastaveni vysokych intenzit (maximum
2 W/em?), které by dokazaly vyvinout patfiény akusticky tlak k rozruSeni i slabé
echogennich lipidovych vezikul.

Dalsi strategie postupu by tedy mely zahrnovat jednak zvysSeni akustické senzitivity
liposomu, ale také optimalné pouziti vykonnéjSiho zafizeni, pfipadné modulovat
mechanické vinéni generované zarizenim stavajicim. Pokusy o fokusaci s pomoci
nastavce skoncily netspésné, proto byl do méfici komurky umistén kovovy odrazec, jenz

by teoreticky mél navysit celkovou intenzitu vinéni. Zde skute¢né doslo k navySeni
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luminiscenc¢niho signalu, avSak spolu s teplotami, které opét mohly zplsobit inhibici
luciferazy.

Z tohoto divodu v samém zavéru prace probéhly experimenty inspirované jiz
ponekud starsi studii (Huang & MacDonald, 2004), kde jako detek¢ni znacka slouzi
kalcein produkujici fluorescencni signal nezavisly na teploté. S pomoci zhaSece CoCl,
bylo taktéz eliminovano pozadi vzniklé nedokonalou purifikaci vzorkt na kolonach.
Ackoliv v tomto piipade doslo ke spolehlivé detekci signalu, s jehoz pomoci bylo mozné
kvantifikovat 1 podil eluce enkapsulovaného kalceinu, stidle pretrvava potiz se
sonosenzitivitou liposomd, které nerozrusil ani vykonnéjsi, tentokrat pramyslovy zdroj
ultrazvuku (10 W/cm?), jenz je viak v CR ponékud slozité ziskat (alespoil tedy za
rozumnou cenu).

Do budoucna by tedy bylo vhodné bud’ aplikovat soucasné poznatky z této oblasti,
tedy eLiposomy s obsahem perfluorokarbont (Lattin et. al., 2012), lysolipida (Moon et
al., 2022), anebo spoléhat na smési lipida s konjugovanym PEG (Lyon et al., 2018; Kim
et al., 2022). Co se detekce uvolfiovani latek tyCe, luminiscencni postup sice poskytuje
zpravidla silngjsi signal, nicméné je nutné jej uplatnit pii nizSich teplotach v oblasti
optima aktivity specifického enzymu (25 °C), coz neodpovida fyziologickym podminkam
a soucasné je tak nutné znovu odkazat na aspekt sonosenzitivity liposoma pod hodnotou

tranzitni teploty.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

ACMF — alternating current magnetic field

AFM — mikroskopie atomarnich sil

APC — antigen prezentujici bunky

BSA — bovinni sérovy albumin

¢ — rychlost propagace

CARPA — c-activation related pseudo-allergy

CLR — c-type lectin receptor

CMD — karboxymethyl dextran

cRGD — cyklicky arginyl-glycyl-aspartat

CRP — c-reactive protein

CTAB — cetyltrimethylamoniumbromid

DAMPs — damage-associated molecular patterns

DC — dendritické burky

DC 8.9 PC — 1,2-bis (10,12-trikosadinoyl) sn-glycero-3-fosfatidylcholin
DLS — dynamic light scattering/dynamicky rozptyl svétla
DMPC — dimyristoylfosfatidylcholin

DOPA — dihydroxyfenylalanin

DOPC — dioleoylfosfatidylcholin

DOPE — dioleoylfosfoethanolamin

DOTAP — (2,3-dioleoyl-propyl)-trimethylamin

DOTMA — (2,3-dioleoyl-propyl)trimethylaminbromid
DOX — doxorubicin

DPPC — dipalmitoylfosfatidylcholin

DSPC — distearoylfosfatidylcholin

DSPE — 1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin
E — energie

EGF — epidermalni ristovy faktor

EggPC — vajecny fosfatidylcholin

EPR — elektronova paramagneticka rezonance

EPR — enhanced permeability effect/zlepSeny efekt permeability
f — frekvence

FGF — fibroblastovy rustovy faktor
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Fin — fluorescence po pfidani zhasece
FTIR — infraCervena spektroskopie s Fourierovou transformaci

Fiot — celkova fluorescence liposomové suspenze

Fiotqg — fluorescence pii rovnovazné koncentraci uvolnéného detek¢niho Cinidla

GSH — glutathion

HDL — high density lipoproteins/ vysokodenzitni lipoproteiny
HEPES — 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina
HER2 — lidsky epidermalni faktor

HFUS — vysokofrekvencni ultrazvuk

HIFU — vysokofrekvencni fokusovany ultrazvuk

HLA — human leukocyte antigen

HSPC —  hydro-soy  phosphatidylcholine  (hydrogenovany
fosfatidylcholin)

Hz — Hertz

CHEMS — hemisukcinat

Chol — cholesterol

I — intenzita

IPA — izopropylalkohol

Lo — kapalna usporadana faze

L. — pseudokrystalicka faze

LDL — low density lipoproteins/nizkodenzitni lipoproteiny
LFUS — nizkofrekvenc¢ni ultrazvuk

LUV — large unilamellar vesicles/velké unilamelarni vezikuly
Lq — kapalna neuspotadana faze

Lp — gelova usporadana faze

mAb — monoklonalni protilatka

sojovy

MHC — major histocompatibility complex/hlavni histokompatibilni komplex

MK — mastna kyselina

MLV — multilamellar vesicles/ multilamelarni vezikuly

MPPC — 1-myristoyl-2-palmitoyl-sn-glycero-3-fosfatidylcholin
MPS — mononukleéarni fagocytarni systém

MSPC — 1-myristoyl-2-stearoyl-sn-glycero-3-fosfatidylcholin
MVV — multivesicular vesicles/ multivezikularni vezikuly

NK — natural killer cells
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NMR — nuklearni magneticka rezonance

NP — nanoparticles/nanocastice

p — akusticky tlak

PA — kyselina fosfatidova

PACA — polyalkylcyanoakrylat

PAMPs — pathogen-associated molecular patterns
PBS — Phosphate Buffer Saline (fosfatovy pufr)

PC — fosfatidylcholin

PCS — fotonova korelacni spektroskopie

PE — fosfatidylethanolamin

PEG — polyethylenglykol

PFC — perfluorokarbon

PG — fosfatidylglycerol

PI — fosfatidylinositol

PLA — polylaktat

POE — polyoxyethylenové alkylové estery

PP — packing parametr

PRR — pattern-recognition receptor

PS — fosfatidylserin

PVA — polyvinyl alkohol

PP — zvlnéna faze

QD — quantum dots/kvantové tecky

r — faktor fedéni fluorescencniho ¢inidla po pfidani detergentu
RES — retikuloendotelialni systém

RGD — arginyl-glycyl-aspartat

ROS — reaktivni formy kysliku

SCF — supercritical fluid/superkriticka fluidni metoda
SEM — skenovaci/rastrovaci elektronova mikroskopie
SUV — small unilamellar vesicles/malé unilamelarni vezikuly
TEM — transmisni elektronova mikroskopie

TLL — toll-like receptor

TSL — termosenzitivni liposomy

Tt — transientni teplota

US — ultrazvuk
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V — volt

W — watt

Z — akusticka impedance

ZnDPA — dipikolylamin zine¢naty
{ — zeta potencial

A — vlnova délka
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