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ABSTRAKT

Liposomy jsou jiz desitky let intenzivné zkoumany pro své unikatni vlastnosti, diky kterym
jsou pouzitelné napriklad jako systémy pro cilené doruovani 1éciv ¢i ke konstrukei vakcein.
Tato diplomova prace pifinasi prehled ojejich nejdilezitéjSich vlastnostech, moznostech
ptipravy a modifikacich. Cilem prace je pak samotna pfiprava, charakterizace a nasledna
povrchova modifikace nanoliposomt. Liposomy byly pfipraveny metodou hydratace
lipidového filmu, pro povrchovou modifikaci byl pouzit polysacharid manan. Diky vyuziti
lipidu s N-oxy skupinou probihala modifikace pfes oximovou vazbu prostfednictvim klik
chemie. Nanoliposomy byly charakterizovany tradou fyzikalné-chemickych metod jako je
TEM, DLS, FT-IR ¢i nano-prutokova cytometrie. Soucasti prace je také studium interakce
liposomil s vybranymi bunécnymi liniemi pro ovéfeni, zda stimuluji cesty imunitni odpovédi.
Vysledky této studie potvrzuji aktivaci inflamasomu NLRP3 vedouci k produkci
prozanétlivych cytokini (IL-1B). Pripravené liposomy jsou tedy potencialné pouzitelné jako
adjuvans vakcin.

ABSTRACT

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

KLIiCOVA SLOVA

nanoliposomy, manan, povrchova modifikace, klik chemie, aminooxy ligace, vakciny,
adjuvans, reportérova bunécna linie, inflamasom
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Vakciny na COVID-19 byly vyvinuty nebyvalou rychlosti, coz by nebylo mozné bez desitek
let vyzkumu v oblasti nanotechnologii a stim spojeného doruovani riznych molekul od
chemoterapeutik pfes vitaminy a enzymy k nukleovym kyselinam. Nanomateridlové nosice
maji obrovskou plochu povrchu a lze je snadno modifikovat tak, aby zapouzdfily velké
mnozstvi 1éCiva, zvySovaly akumulaci 1é¢iv v nadorech prostiednictvim efektu zvysSené
permeability a retence (EPR) ¢i diky selektivnimu cileni na nadorové buiky. Nanonosice také
zlepSuji rozpustnost, biologickou dostupnost a farmakokinetické vlastnosti chemoterapeutik.’
V této oblasti jsou za prukopniky povazovany nanocastice na bazi lipidi. Liposomy byly také
prvni nano-platformou pro dorucovani 1éCiv, ktera uspé$né presla od konceptu ke klinické
aplikaci; ptikladem je Doxil, prvni nanonosi¢ovy systém s doxorubicinem pouzivany k 1écbé
rakoviny prsu, vajecnikli a dalSich solidnich nadori, ktery byl schvalen FDA v roce 1995. Od
té doby byla schvalena velka tfada produkti na bazi nanocastic pro klinické pouziti vCetné

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

Liposomy, vezikuly fosfolipidové dvojvrstvy, mohou enkapsulovat jak hydrofilni, tak i lipofilni
1éCiva a chranit je pred degradaci. Liposomy jsou od svého objeveni v roce 1961 intenzivné
studovany a stale tvoii zajimavou oblast vyzkumu. A prave o jejich vlastnostech, moznostech
ptipravy a vyuziti v oblasti mediciny bude pojednavat tato diplomova prace. V experimentalni
Casti se pak zaméfim na samotnou pfipravu, povrchovou modifikaci a charakterizaci

nanoliposomu; jejich interakci in vitro pak budu zkoumat na vybranych bunécnych liniich.
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1 NANOLIPOSOMY

Liposomy muizeme definovat jako sférické vezikuly slozené z biodegradabilnich pfirodnich
nebo syntetickych fosfolipida. Fosfolipidy jsou amfipatické molekuly — maji jak lipofilni, tak
1 hydrofilni cast. Polarni hlavicky se orientuji smérem k vodné fazi, zatimco hydrofobni konce
tvoti vnitini oblast membrany a tvori tak dvojvrstvu. Struktura liposomu je znazornéna na Obr.
1. Pravé takové sloZzeni umoziuje liposomum zapouzdfit do hydrofilni slozky ve vodé
rozpustné komponenty a ty rozpustné v tucich zase do slozky lipofilni. Této vlastnosti se
vyuziva ke zlepSeni farmakodynamického profilu 1éCiv, vitamini i enzymui, a proto jsou
liposomy zkoumany jako nosiCovy systém ke zvySeni ucinnosti 1é¢iv zvySenim rozpustnosti,
zlepSenim biologické dostupnosti, zménou farmakokinetiky a zlepSenim stability in vitro
a in vivo. Liposomalni nosi¢ové systémy mohou také zvysit terapeutickou ucinnost 1éciva jeho

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

Hydrofébni konec L o o Hydrofilni hlavicka

Vodna faze

Obr. 1 Struktura liposomu. Dostupné z hitps.//www.inprocess-Isp.com/liposomes, upraveno.
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Velikost liposomt se mize pohybovat od velmi malych 0,025 um az po velké 10 um vezikuly
(gigantické liposomy). Samotna velikost je jednim z limitujicich omezeni, které urcuje polocas
cirkulace liposomu v téle a spolecné s poctem lipidovych dvojvrstev ovliviiuje 1 mnozstvi
1éciva, které muze byt do liposomu enkapsulovano. Na zakladé jejich velikosti a poctu
dvojvrstev, mizeme liposomy rozdélit do dvou kategorii, a to na multilamelamelarni (MLV)
aunilamelarni vezikuly (UV). Unilamelarni liposomy mohou byt rozdéleny na dalsi
2 kategorie: velké (LUV) a malé (SUV). Unilamelarni vezikuly maji jen jednu fosfolipidovou
dvojvrstvu obklopujici vodnou fazi, multilamelarni liposomy jsou vezikuly s cibulovou
strukturou — uvnitf liposomu se vytvori nékolik jednolamelarnich vezikul, ¢imz vznikne
multilamelarni struktura s koncentrickymi fosfolipidovymi vrstvami oddélenymi vrstvami

vody. Klasifikace liposomd je schematicky vyobrazena na Obr. 2. 3

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

Obr. 2 Kiasifikace liposomii na zdkladé jejich velikosti a poctu dvojvrstev. Dostupné

z https://integratedhealthblog.com/recent-advances-liposomes-technology/.
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Hlavnimi chemickymi slozkami nanoliposomu jsou fosfolipidové molekuly. Jak je jiz napsano
vySe, fosfolipidy jsou amfifilni molekuly, hlavicka je hydrofilni a jeji acylovy fetézec je
hydrofobni. Pfirodni fosfolipidy, zdrojem jsou vajecné zloutky nebo so6ja, obsahuji znac¢né
mnozstvi polynenasycenych mastnych kyselin, diky ¢emuz jsou méné chemicky stabilni nez
syntetické ekvivalenty.* Nejbézngjsi fosfolipidovou slozkou liposomti je 2-distearoyl-sn-
glycerofosfocholin (DSPC). Chemicka struktura DSPC je na Obr. 3A. Tato molekula se sklada
z polarni fosfatové hlavni skupiny, ktera tvoti vnéjSek a hydrofobniho uhlovodikového fetézce,
ktery tvoii vnitfek liposomové dvojvrstvy. Hlavovou ¢ast 1ze modifikovat pomoci funkcnich
skupin. Jako ptiklad funkcionalizovaného fosfolipidu, ktery se pouziva k pfipojovani jinych
polymert (napf. polyethylenglykolu PEG) je 1,2- distearoyl-sn-glycero-3-fosfoethanolamin
(DSPE) (Obr. 3C).> Typ, molarni procento zastoupeni (55-100 %) a orientace fosfolipidu uréuje
konecny tvar i velikost liposomu. Orientaci fosfolipida ve dvojvrstvé ovliviiuje délka lipidové

molekuly a velikost hlavni skupiny.*

kO/Y\ o0 X
AT AV LT a T AT LT ¥ & v —P
071 O~/ K(OCHZCH2)45OCH3

V\/W\/W\/\(O H O H

Yvovew

Obr. 3 Chemické struktury nejbéznéjsich liposomalnich komponentii. (A4) DSPC, (B) cholesterol,

(C) DSPE-PEG. Prevzato z Himanshu Pandey et al.®
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Dulezitym kritériem pro vybér fosfolipidu k pfipravé liposomu je také teplota fazového
prechodu (T¢). Tato teplota T¢ je definovana jako teplota, pii které lipid prechazi z usporadané
faze acylovych fetézcl na neusporadanou strukturu dvojvrstvy tzv. tekutého krystalu. Konverze

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

Krome lipida ¢i fosfolipidi mohou nanoliposomy obsahovat ve své struktufe dalsi molekuly
jako napftiklad steroly. Zabudovani sterolti do liposomové dvojvrstvy maze vyznamné ovlivnit
vlastnosti celé vezikuly. Nejpouzivanéj§im sterolem pii priprave takovych lipidovych vezikul
je cholesterol (Obr. 3B). Cholesterol sam o sobé dvojvrstvu nevytvaii, ale muze byt do ni
zabudovan ve vysokych koncentracich (napfiklad v molarnim poméru cholesterolu
k fosfolipidu az 1:1 ¢i dokonce 2:1).8 Mnozstvi pouzitého cholesterolu zavisi na predpokladané
aplikaci. Pouziva se zejména ke zlepSeni stability vezikul; tim, Ze brani krystalizaci fosfolipidi,

moduluje tekutost a elasticitu dvojvrstvy.

1.1 Piiprava nanoliposomu
Liposomy maji diky své velikosti a vlastnosti mozné cilené distribuce Siroké vyuziti v medicing,
farmaceutickém priimyslu, nutraceutikach &i ve funkénich potravinach.’ Vyuzivaji se napiiklad
jako nanocasticové noside 1é¢iv — cytostatik, antibiotik nebo tieba anestetickych latek.!® Pro
takové aplikace vSak hraje zasadni roli samotna piiprava nanoliposomu. Idealni metoda
pfipravy spliiuje tii zakladni parametry: efektivni zachyceni 1éciva, uzkou velikostni distribuci
a dlouhodobou stabilitu téchto liposomalnich produkti. VSechny metody pfipravy
nanoliposomt zahrnuji hydrataci lipidu, dimenzovani Castic a odstranéni nezapouzdieného

1éciva.

Na velikost, lamelaritu i stabilitu nanoliposmti ma vliv nejen metoda piipravy, ale také druh

pouzitého organického rozpoustédla & fosfolipidd.!! Nejb&zngji pouzivanymi metodami jsou
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hydratace tenkého lipidniho filmu, mikroemulzifikace, sonikace, membranova extruze, metoda
vstiikovani etheru ¢i ethanolu do vodného roztoku, mikrofluidizace a mikrofluidni miseni,
metoda odpafovani reverzni faze, metoda dehydratace/hydratace a zamrazeni/rozmrazeni
liposomii.'2 Na Obr. 4 jsou shrnuty hlavni vyhody a nevyhody téchto metod. Déle jsou ve vy&tu

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

Metoda Vyhody Nevyhody

Vysoka rozpustnost pisad v poéate¢ni Pouziti toxickych rozpoustédel, ¢asové

Hydratace tenkého filmu L. L, L
fazi procesu naro¢né, obtizné v méfitku

Zbytky organickych rozpoustédel,
Vstiikovani etheru/ethanolu Jednoduchy postup zablokovani trysek v etherovém systému,
casové narocné, problém se sterilizaci

Nevhodné pro enkapsulaci citlivych materidli

. e Jednoduché, pfijatelna lovtali velkému objemu organickych
Odparovéni reverzni faze e exdal X TR ;
uc¢innost enkapsulace rozpoustédel, casové ndro¢né, problém se
sterilizaci

Rizeni velikosti &astic, vyroba velkého
Mikrofluidizace objemu kontinudlnim a
reprodukovatelnym zptsobem

Pouziti vysokych tlaki (az 10 000 psi)

Rizeni velikosti &astic, moZnost
Superkriticky fluidni proces (SFP) sterilizace in-situ, nizka spotfeba
organického rozpoustédla

Vysoké ndklady, nizky vytézek, vysoky tlak az
350 bar

Jednoduchd metoda, vytézek produkti s
Dualni asymetrickd centrifugace tuzkou distribuci velikosti,
vysoka u¢innost enkapsulace

Nevhodné pro hromadnou vyrobu, vysoky
tlak

Prehrati vzorku zpusobuje degradaci, $picky

Sonikace Jednoducha a rychld metoda sonikatoru uvolnuji kovové castice do
produktu
Tepelné metody Bez organickych rozpoustédél Nutnost vysokych teplot

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

Ali Zarrabi et al.©

K enkapsulaci 1éCiva do nanoliposomi vedou dva hlavni typy metod: pasivni a aktivni
zapouzdieni. Schéma obou typa enkapsulace znazoriuje Obr. 5. V piipadé metod pasivniho
nanasSeni je 1éCivo zapouzdieno pied nebo v urCité fazi béhem piipravy liposomd, a to
zavedenim vodné faze ve vodé rozpustného 1éCiva nebo organické faze 1éciva rozpustného
v tucich. Vysoké tcinnosti enkapsulace 1éCiva lze docilit pouzitim 1éka rozpustnych v tucich,

které maji vysokou afinitu k lipidové membrané nanoliposomu. U metody aktivniho zavadéni
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mohou byt 1é¢iva zapouzdiena do nanoliposomu vytvorenim difuznich gradientt pro ionty nebo
1é¢iva napii¢ vnéjsi a vnitini vodnou fazi. '* Tato metoda umoznuje dosahovat enkapsulacni

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

PASIVNI ENKAPSULACE

Miseni lé€iva a lipid *
“1 Q’ b wf Hydrofilni Ié&ivo
&» p* ﬁ tvorba liposomti -
-~ o =t & » ; * Hydrofébni Iéivo
R 70 S
’L‘- Lipidy Cholesterol
AKTIVNI ENKAPSULACE
Liposomy s pH/iontovym Enkapsulace fizena pH/iontovym Tvorba agregatu |é&iva uvnitf
gradientem gradientem O

@

(.Zachycuijici latka u
mﬁr Amfifilni lé&ivo ]m@ III‘I\D"*

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

Upraveno podle Griffin Pauli et al.*®

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

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

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

dosazeni uplné hydratace lipidu se liposomalni suspenze ponechava pres noc pii 4 °C.7
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Metoda hydratace tenkého filmu muze byt pouzita pro v§echny rizné druhy lipidovych smési.

Jeji hlavni nevyhodou je vSak nizk4a enkapsulace a heterogenni distribuce pfipravenych

8

liposomi.!

Vodna faze

Lipidy rozpusténé v organické fazi Liposomalni formulace obsahujici

MLV

Sonikace | Zmenseni velikost

Cm

Liposomalni suspenze

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

Kesharwani el al."®

1.1.2 Vysokotlaka extruze
Extruze je technika, pii které se suspenze liposomi vede pod tlakem pres membranovy
polykarbonatovy filtr o definované velikosti port (Obr. 7). Vezikuly 1ze extrudovat pies 0,2 um
membrany, coz uz umoziuje produkci sterilniho pfipravku pro in vivo injekce. Extruze je

snadno reprodukovatelna, nezavadi negistoty do vezikul a neindukuje rozklad fosfolipid{.2°
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Metodou extruze se piipravuji liposomy s homogenni a kontrolovanou primérnou velikosti bez
jakychkoli kontaminaci. Riizné parametry procesu extruze (aplikovany tlak, pocet opakovanych
cykli a velikost pora filtrd) ovliviiuji stfedni pramér i polydisperzitu produkovanych
liposomii.2! V porovnani s ostatnimi metodami, které redukuji velikost liposom, je extruze
nejefektivnéjsi, zmensujici velikost liposomi 0 67,9 %. Technikou extruze se také produkuji

nejmensi a nejvice homogenni liposomy.?2

Hlavni nevyhodou této metody je vSak dlouha pfiprava — pied samotnou extruzi je potfeba mit
jiz predem vytvorené liposomy (napt. mikrometrické MLV, které se dale strukturné modifiku;i

na nanoliposomy).?

polykarbonatovy filtr
(200, 100, 50 nm)
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liposomy _ i ) ! !
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© 050 T eletce
0 Lo iposomy 0% %0

Obr. 7 Extruze liposomii pres polykarbondtovy filtr. Upraveno podle Amrita Dikpati et al.**
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1.2 Metody charakterizace
Biologické chovani nanoliposomt je ovlivnéno velikosti, tvarem, mikrostrukturou,
polydisperzitou, ale i povrchem. K urCeni téchto parametri existuje cela fada fyzikalne-

chemickych metod, nejb&zn€jsi z nich shrnuje Obr. 8.

Vlastnost Metoda

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

3) Povrchovy naboj 3) Elektroforéza

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

5) Lamelarita 5)  P;i-NMR

6) Uvolnovani lééiva 6) Dialyza, difazni cela

7)  Uginnost enkapsulace 7)  Gelova permeacni chromatogratie

Obr. 8 Nejbéznéjsi fyzikdalné-chemické metody k charakterizaci nanoliposomii. Upraveno podle Sachin

Salunkhe et al >

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

v ramci experimentalni Casti této prace.

1.2.1 Dynamicky rozptyl svétla (DLS)

Dynamicky rozptyl svétla je jednou z nejbéznéjsich metod k urceni velikosti a koloidni stability
nanocastic se sférickou nebo anizotropni strukturou. Pfi vlastnim méfeni interaguje laserovy
paprsek s Casticemi, dochazi k rozptylu a nasledné interferenci zafeni. Intenzita dopadajiciho
zafeni se méni v dusledku Brownova pohybu castic, tzn. tyto zmény davaji informaci
o ndhodném pohybu ¢astic, coz je pouzito k méfeni difizniho koeficientu potiebného pro
vypocet samotného hydrodynamického priiméru ¢astice.?® Princip méfeni je znazornén na
Obr. 9.
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Obr. 9 Princip méreni metodou DLS. Upraveno podle Ram Chandra Choudhary et al.*’

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

konkrétni molekulu. 28

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

Fourierovy transformace vypoditano kone¢né spektrum. %°
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FT-IR s ATR modulem poskytuje informace o pfitomnosti ¢i nepfitomnosti specifickych
funk¢nich skupin i o chemické struktufe povrchu. ATR technika zeslabeného uplného odrazu
je vhodna pro silné absorbujici vzorky, prasky i polymerni vrstvy, které lze snadno méfit
nanesenim na mérny krystal s vysokym indexem lomu. Nejbéznéji vyuzivanymi krystaly jsou
selenid zineCnaty, germanium, diamant nebo smés bromidu-jodidu thallného KRS-5. Princip
meéfteni je znazornén na Obr. 10; svazek IR zafeni dopada na rozhrani mezi krystalem a vzorkem
pod thlem totalniho odrazu a vzniké4 evanescentni vina prostupujici vzorkem, ktery ¢ast zafeni
absorbuje. Odrazeny paprsek, oslabeny o absorbovanou energii, je zaznamenan jako
interferogramovy signal a pfeveden na kone¢né IR-spektrum *°

®

Vzorek

[ o ]
.

1 g
Krystal

Vzorek

| L

Vzorek

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

& Williams, A. (2001).%°
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1.2.3 Nano-prutokova cytometrie
Nano-pratokova cytometrie (nFCM) je druhem prutokové cytometrie vyuzivajici optické
a mechanické upravy pro analyzu ¢astic v submikronovém méfitku, az na velikosti Castic
nedosazitelné jinymi prutokovymi cytometry (10-40 nm v zavislosti na povaze substratu). Tato
metoda tak umoznuje efektivni méfeni extracelularnich vezikul, nanoliposoma, virQ,
mitochondrii a podobnych entit. Jednotlivé Castice jsou v proudu tekutiny hydrodynamicky
fokusovany a nasledné vystaveny laserové excitaci. Jednofotonové detektory méfi jak
rozptylené svétlo, tak i fluorescenéni fotony emitované piipojenymi fluorofory.’! Intenzita
boc¢niho rozptyleného svétla se porovnava se standardni kfivkou vytvofenou méfenim smési
nanokuli¢ek oxidu kfemicitého s indexem lomu pfiblizné 1,45. Koncentrace vzorki je

stanovovana porovhanim s 250 nm nano&asticemi oxidu kiemicitého o znamé koncentraci.*?

V experimentalni ¢asti byl pouzit NanoAnalyzer od firmy nanoFCM; tento analyzator lze
pouzit pro multiparametrovou charakterizaci ptirodnich 1 syntetickych nanocastic (7-1000 nm)
na arovni jedné nanocastice. Rozptyl svétla se vyuziva pro méfeni distribuce velikosti

nanocastic a fluorescencni detekce k analyze chemickych vlastnosti.

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

indikovaly proces trvalého uvoliiovani 1é¢iva pii zvysené koncentraci H,0,.%*

20



- — z 't
104 Lipo@BODIPY11&‘MXT !
L

_ A o

Llpzs:.r?v - ‘ . a' I.; 101.
% . / )
1 / Cervend m

fluorescence

la.e'_‘ca % 2 ; ROS sensing
- iy Zelend - and triggered

e ‘\ / : .fluorescen:e e <= drug release ca
"51‘2,,,» - ‘s“‘-s-,.-,e - o=
i Rozptyl et -
svétla AN
W .
- 2 | -
2 | Soing ‘H e
E 0.4 ! | 04
] |
E 02 y 02 i\
zD Y 0.0+ J_ A _ &N
w 1w w wow w0 10" " 10 w
SS Burst Area Green FL Burst Area  Red FL Burst Area
Obr. 11 Instrumentace a vystup mérent na NanoAnalyzeru. Dostupné

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

1.3 Modifikace liposomu

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

experimentu.
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1.3.1 Manan
Polysacharidy jsou pfirodni, netoxické a biodegradabilni polymery, které pokryvaji povrch
vétSiny bunék a hraji dilezitou roli v riznych biologickych mechanismech jako je napfiklad
imunitni odpovéd’, adheze, infekce ¢&i prenos signalu.**

Manany a xylany jsou dvé nejdilezitéjsi hemicelulozy, a proto se mnoho vyzkumui zamétuje

na jejich aplikace s ptidanou hodnotou a hydrolyzu.’

Manany jsou linearni polymery
1,4- vazanych manosovych zbytka a obsahuji méné nez 5 % galaktozy. V piirodé€ je manan
ptitomen ve Ctyfech riznych formach, z nichz kazda ma B-1,4-vazany hlavni fetézec obsahujici
manoézu (linearni manan) nebo kombinaci zbytkd glukézy a mandzy (glukomanan)
a prilezitostné postranni fetézce a-1,6-vazané galaktozové zbytky

(galaktomanan/galaktoglukomanan). Zbytky manozy a glukézy v zakladnim fetézci jsou nekdy

acetylovany v poloze C-2 nebo C-3.3¢ Jejich struktura je vyobrazena na Obr. 12.
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Obr. 12 Chemickd struktura riiznych forem mananu. Upraveno podle Prakram Singh Chauhan et al. ¥

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

az po nosice pro cilené dorucovani 1é¢iv ¢&i gent.™®
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Manosylované liposomy predstavuji alternativni systém pro dodavani antigent nebo
antimikrobialnich latek do makrofagti nebo dendritickych bunék. Manan muZze byt spojen
s lipidy O, N nebo S glykosidickou vazbou pies rozpérku rizné délky; jak délka, tak chemicky
charakter rozpérky mohou ovlivnit konformacni svobodu mananu a tim i jeho schopnost byt

rozpoznan vhodnym receptorem na bun&¢ném povrchu. ¥

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

polymerd, cilicich ligandi apod.

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

a naslednou redukci na amin. Oximové vazby jsou také mnohem odolnégjsi vii¢i hydrolyze nez

0 0 -h h
HoN" _ % 0.

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

iminy *!

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

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

Liposom

jodistanem
oxidovany glykan

| / =(m
HO -0 o
HO. CH,

o Qo2 hemiacetal
a-1,6 ‘e ‘-0

Nahodna vazba Orientovana selektivni vazba
oxidovanych mananii manani aminooxy ligaci

Obr. 14 Ndhodna a orientovand vazba mananii na povrch liposomu aminooxy ligaci. Upraveno podle

Elisky Bartheldyové et al.
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1.4 Vyuziti v mediciné
Liposomy jsou od svého prvniho popsani v roce 1961 A. Banghamem intenzivné studovany
ajejich vlastnosti se vyuziva v riznych oblastech — dorucovani 1éka, biomolekul ¢i gend.
Produkty na bazi liposomu jsou uz béznou soucasti pii 1écbé rakoviny, stejné tak jsou i dilezitou

slozkou vakcin.

1.4.1 Liposomy a lécba rakoviny
Rakovina je celosvétoveé hlavni pri¢inou umrti a bohuzel ucinnost béznych 1écebnych metod
neni v mnoha pfipadech idedlni. Hodné protinddorovych slouCenin je vysoce toxickych
anektera cytotoxicka chemoterapeutika maji kratky polocas in vivo kvili své vysoce
hydrofobni povaze a maji fadu vedlejSich G¢inkl, coz nakonec omezuje jejich uziteCnost pfi
16¢bé rakoviny.** Nosiovy systém na bazi liposom@i mlize byt vSak pii terapii obzvlaste
uziteCny. Zavedeni chemoterapeutik do liposomt muze zlepsSit jejich specificitu vuci
rakovinovym burikdm a nddorovym tkanim prostfednictvim pasivniho nebo ligandem
zprostifedkovaného aktivniho cileni, coz vede k minimalizaci negativnich vedlejSich ucinka

1éciv a vylepSené ucinnosti diky zvySené akumulaci liposomu v oblasti nadoru.

PEGylované liposomy s doxorubicinem (Doxil) se staly v roce 1995 prvnim nano-nosi¢ovym
systémem k 16¢bé rakoviny, které byly schvaleny FDA. Po 1éku Doxil® dostala povoleni k 1ébé
raznych typa rakoviny fada dalSich liposomalnich nosicu, a to jak Evropskou agenturou pro
16¢ivé pripravky (EMA), tak i americkou FDA.* Navzdory témto jejich usp&chtim, kterych
bylo dosazeno diky efektu zvysené propustnosti a retence (EPR, Obr. 15), existuje mnoho zprav
o konvencnich liposomech s nedostateCnou selektivitou. V téchto pfipadech se do nadorovych
tkani dostava minimalni terapeuticka koncentrace, zatimco 1écivo se hromadi ve zdravé tkani

a sliznici, coz vede k selhani 1é&by.*

26
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Obr. 15 Schematické zndazornéni efektu zvysené permeability a retence (EPR) nanocastic v nadorech.
Nové vzniklé nddorové cévy maji obvykle abnormalni strukturu, coz umoznuje zadrzovdani molekul

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

cileni na ndador). Upraveno podle Xiaodong Xie et al.¥’

Proto se diky zlepSenému intracelularnimu dodavani zaenkapsulovanych 1é¢iv dakladné
prozkoumaval aktivni, ligandem zprostiedkovany, pfistup. Ten zahrnuje propojeni liposomu
s peptidy, protilatkami, proteiny, nabitymi molekulami ¢i nizkomolekularnimi ligandy
a aptamery za ucelem zlepSeni protinddorové 1écby (Obr. 16). Pravé multifunk¢ni liposomy se
specifickymi rysy vyuzivajici rizné povrchové modifikace s moznosti fizeného uvolfiovani

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

K. Raiz at el *®

1.4.2 Liposomy a teranostika
Teranostika je kombinaci termint , terapeutika“ a ,,diagnostika® odkazuje na technologie, které
zahrnuji jak diagnostické, tak i terapeutické funkce v jednom celku. Teranostika prilakala
velkou pozornost a teranostické nanonosice jsou povazovany za dalezitou ¢ast mediciny nové
generace. Kvalitni teranostické nanocastice umoznuji monitorovani dodavky 1é¢iv v realném
Case, presnou diagndzu a hodnoceni biologickych signald, snazsi stanoveni odpoveédi na terapii,
zvySeni vyuziti minimaln€ invazivnich postupti a umoziuji lepsi rozhodnuti ohledné konce

terapie.*
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Flexibilita v povrchové funkcionalizaci liposomil poskytuje moznosti pro znaceni riznymi
zobrazovacimi sondami, které mohou pomahat dodavat terapeutické léky; to zliposomu
umoziuje udé€lat multifunkéni systém pro terapeutické a zaroven diagnostické ucely
(Obr. 16D). V pocatecni fazi spoléhaly liposomové systémy hlavné na EPR efekt, znamy jako
pasivni cileni. Ke zobrazeni u¢inku EPR u pacienti 1ze pouzit klinicky dostupnou technologii,
jako jsou CT a MRI, ale v soucasné dob¢ je toto zobrazovani pouze ve vyvojoveé fazi. Doposud
jen nékolik studii referovalo nebo klinicky analyzovalo u¢inek EPR u pacientt. Borresen et al.
nedavno zkoumal korelaci mezi stupném udinku EPR efektu (**Cu-liposom) a nadorovou
neoangiogenezi (**Ga-RGD), tlakem tekutin, glykolytickou aktivitou (‘**F-FDG) a difuzivitou
(difuzni vazena MRI) k identifikaci potencialniho biomarkeru vhodného pro prfedpoveéd ucinku
EPR u dvou experimentalnich model rakoviny.* Zjistili, ze absorpce **Cu-liposomu a **Ga-
RGD byla mirné korelovana a autofi nakonec dospéli pouze k zavéru, ze se *®Ga-RGD
nekvalifikuje jako nahradni laboratorni biomarker a ze |F-FDG (metabolicka aktivita)

a absorpce **Cu-liposomu spolu nesouvisi.

Kromé strategii zaloZzenych na u¢inku EPR efektu, je dal§im zptasobem aktivni cileni
umoziujici dodavani 1€kt nebo terapeutik do mista léze, pficemz se vyhybaji normalni tkani.
Metody aktivniho cileni zahrnuji cileni na povrchovy receptor nadorovych bunék nebo na
mikroprostiedi nadoru a také metody, které spoléhaji na zmény pH, teploty ¢i redoxniho
potencialu zpusobujici uvolnéni 1é¢iva. Mezi nejvice zkoumané latky, které se vyuzivaji jako

tzv. ,target™ patfi protilatky a jejich podjednotky.

Liposomy konjugované s protilatkami, nazyvané imunoliposomy, budou v budoucnu
nepochybné hrat klicovou roli v presné diagnostice a 1é€bé nejen rakoviny. HlubS$i znalost
molekularnich d&ju spojenych s rakovinou, metod pfipravy liposomil a zobrazovacich technik

usnadni vyvoj budoucich teranostickych systémi.>!
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Obr. 17 predstavuje multimodalni zobrazovani a in vivo farmakokinetické chovani AQ4NhCe6-
liposomu, ktery se v dané studii prokazal jako u€inna zobrazovaci sonda. Multifunk¢ni liposom
obsahuje hypoxii-aktivované hydrofilni prolécivo AQ4N a fotosenzibilizator hCe6. Vlevo je
fotoakustické vyobrazeni oblasti nadoru pied a po 24 hodinach od intraven6zniho podani

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

injekci danych liposomii. Nadory jsou oznadeny &ernymi kruhy.>?

1h pos ! ecr;on
w \

Pre-injection

24 h post injection

oA

2 |

| PA-mode Low NSNS High

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

Feng et al >

1.4.3 Liposomy a vakciny
Ockovani je nakladoveé nejefektivnéjsi strategie proti mnoha typim onemocnéni jako jsou
patogenni infekce, rakovinné 1éze a dokonce revmatoidni artritida.>® V oblasti vyvoje vakein se
védci zajimaji uz po mnoho desetileti zejména o liposomy, a to z divodu jejich flexibility
a vSestrannosti. Slozeni liposomi muze byt pfizpisobeno pozadované imunitni odpoveédi
a charakteristice adjuvans pomoci uUpravy fyzikalné-chemickych vlastnosti vezikul jako je
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naboj, velikost, typ fosfolipidu, povrchova modifikace, vazba cilicich skupin a enkapsulace
antigenii.’* Fyzikalné-chemické vlastnosti proto do znaéné miry ovliviiuji celkovou imunitni
odpoveéd’; kromé toho targety pro vazbu k imunitnim butikam a typ pfipojeného adjuvans jsou
faktory, které urcuji snadnost a cenu vyroby, stejné€ jako moznou toxicitu. Prvni takova aplikace
liposomil byla popsana v roce 1974 a na soucasné pandemii COVID-19 muzeme vidét, ze

uspésny vyvoj vakcin na bazi liposomu stale pokracuje.

Bylo prokazano, ze liposomy stimuluji humoralni a butikami zprostfedkované protilatkové
odpovédi, coz vede ke kompletni imunologické ochrané proti riznym patogentim.> Tato jejich
jedine¢na vlastnost poskytuje nejen Th2 imunitni odpovédi, ale také dlouhodobou
Thl dependentni imunitni odpoveéd, kterd je uziteCnd zejména proti intracelularnim

patogentim.>®

Ucinek liposomalniho adjuvans spoc¢iva v ochrané enkapsulovaného antigenu proti okolnim
podminkach, prodlouzeni uvoliiovani, zvySeni jeho vychytavani dendritickymi butikami

a zvySeni antigen-specifické imunitni odpovédi.®’

Bylo zjisténo, ze kladné nabité liposomy jsou jako adjuvans vakciny ve srovnani s negativné
nabitymi a zwitteriontovymi liposomy G¢innéjsi. Je to zptisobeno schopnosti zacilit na antigeny
prostiednictvim antigen-prezentujicich bunék (APC) v duasledku elektrostatické interakce mezi
liposomalnimi kationtovymi skupinami a zaporné€ nabitymi molekulami na povrchu APC bun¢k
(makrofagy, dendritické buriky); to usnadiuje intracelularni lokalizaci liposomd a uvolnéni

nesenych antigenti.*®

Obr. 18 znazoriiuje mechanismus pusobeni vakcin na bazi lipidu s mRNA jako modelovym
antigenem. Po injekci vakciny se spusti imunitni systém a do mista vpichu se dostavaji rizné
imunitni buniky. Na zaklad¢ in vivo studii bylo zji§téno, ze priméarni monocyty a podskupiny

dendriticky bunék prekladaji mRNA, coz pravdépodobné zahrnuje endocytézu.’® Poté APC
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bunky prostfednictvim migrace do lymfatickych uzlin prezentuji mRNA-kodované antigeny
Ba T lymfocytim. mRNA vakciny také zapojuji vrozeny imunitni systém ke zlepSeni
schopnosti indukovat antigen-specifickou imunitni odpovéd. Lymfatickd migrace bunéck
pfirozené imunity je zesilena rozliSovanim zanétlivych stimulti. Navic se stimuluji i APC

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

[ 1‘,
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U= Spike protein
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Replikace RNA

- --.,___ﬁ_/“
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Proteinova translace e
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| B2,

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

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

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



2 CILE PRACE

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

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

e Vyuziti nanoliposoma v mediciné

Cilem experimentalni ¢asti bylo:

e Pripravit nanoliposomy a cilené modifikovat povrch téchto ¢astic polymery
e Charakterizovat jejich vlastnosti pomoci riznych fyzikalné-chemickych metod
e Studovat, jak tyto ¢astice stimuluji cesty imunitni odpovédi na vybranych bunécénych

liniich

35



3 MATERIALY A METODY

3.1 Materialy

3.1.1 Chemikalie

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

o Cisty etanol EtOH (Sigma-Aldrich)

e Chloroform CHCI; (Sigma-Aldrich)

e norAbu-MDP-Lys-L18 MTO0S5 (Nexars)

e Extrahovany polysacharid manan (Nexars)

e Fosfatovy pufr PBS o pH 7,4 (Serana)

e Kultivacni médium DMEM High Glucose (Biosera)

e Kultivacni médium RPMI-1640 (Biosera)

3.1.2 Pristroje

e Extrudér HandExtruder (Genizer)

e Rotacni vakuova odparka Hei-VAP Expert (Heidolph)

e ZetaSizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd)

e Nano-prutokovy cytometr NanoAnalyzer (NanoFCM)

e FT-IR spektrometr Invenio (Bruker)

e Opticky mikroskop Leica DM IL LED (Leica Microsystems)

e CO;inkubator CellXpert C1701 (Eppendorf)

e Laminarni biohazard flow-box Herasafe 20301 (ThermoFisher Scientific)

e Multidetekcni reader SynergyNeo (BioTek)
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3.1.3 Biologicky material
Pro ovéfeni stimulacniho efektu pfipravenych liposomi se testovala aktivace inflamasomu
NLRP3 na lidskych monocytarnich buitkach THP1-Null Cells a na reportérové bunécné linii
HEK-Blue™ IL-1f Cells. Veskeré buiiky vcetné piislusnych antibiotik a latek pro pozitivni

kontroly méfeni pochazi od firmy InvivoGen.

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

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

3.2 Metody

3.2.1 Syntéza a povrchova modifikace liposomu
Liposomy byly pfipraveny hydrataci lipidového filmu. Prvni typ liposoml obsahoval
299 % nosny lipid EPC a 1 % N-oxy lipidu. Smés dal$ich liposomii obsahovala EPC z 94 %,
N-oxy lipid (1 %) a latku MTOS z 5 %. Chemické vzorce pouzitych latek jsou zobrazeny na
Obr. 19. V kazdém piipadé se vychozi latky rozpustily v chloroformu a poté byla smés ve
sklenéné barice s kulatym dnem pfemisténa na rotacni vakuovou odparku. Po 4 hodinach se
chloroform kompletné odpafil a vznikly lipidovy film se hydratoval fosfatovym pufrem PBS.
Konecna koncentrace obou druha liposomt byla 20 mg/ml. Takto pfipravené liposomy se

extrudovaly pres 400 nm a poté pfes 100 nm extruzni polykarbonatovy filtr.
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Pro méfeni pak byly nachystany celkové 4 vzorky — liposomy Cisté, liposomy s MTOS,
liposomy s mananem a liposomy obsahujici MTOS5 i manan. K modifikaci liposomt byl pouzit
roztoku mananu rozpustény v PBS na celkovou koncentraci 1 mg/ml; mananu bylo ptidano tak,

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

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

norAbu-MDP-Lys-L18 (MT05).
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3.2.2 DLS méreni
Meéteni DLS vhodné koncentrované disperze bylo provedeno za pouziti ZetaSizer Nano ZS.
Pro mé&feni vzdy 50 pul vzorku byla pouzita kiemenna kyveta ZEN 2112. Castice byly méfeny
v prostiedi fosfatového pufru PBS. Kazdé meéfeni se provadélo 3x z divodu stanoveni

prumérné hodnoty.

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

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

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

pro kalibraci pfistroje.

3.2.5 Kultiva¢ni podminky a pasazovani
Vsechny experimenty s butikami byly provadény in vifro. Pro navozeni podminek prostredi
zivého organismu byly bunky kultivovany v pfislusném rdstovém médiu a uchovavany
v inkubatoru s 5% atmosférou CO; pii teploté 37 °C; sburikami se pracovalo sterilné

v laminarnim flow-boxu.
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Rist bun€k byl pravidelné kontrolovan pod optickym mikroskopem — pfii konfluenci 70-80 %
se buriky prenesly do nové kultiva¢ni nadoby s Cerstvym médiem, aby nedochéazelo ke kontaktni
inhibici rastu. Postup pasazovani piisedlé reportérové bunécné linie odvozené z HEK bunek
zahrnuje odstranéni starého média, promyti bunék fosfatovym pufrem PBS a uvolnéni bunék
ode dna kultivacni lahve poklepem. Poté se prida Cerstvé médium a buiky se jemné
resuspenduji pipetou. Suspenzni reportérova bunécna linie odvozena od lidské THP1 bunécné
linie se zcentrifuguje, odstrani se supernatant a k sedimentu se pfida Cerstvé médium. Nasledné
se do nové kultivaéni nadoby prepipetuje zhruba 0,5 ml roztoku a doplni se médiem do

vhodného objemu (5-10 ml).

Pro nasazeni bun€k do 96-ti jamkovych desticek se v Biirkerové komurce spo€italo mnozstvi
bunék v 1 ml roztoku, poté se buiiky natedily podle potieby a rozpipetovaly do jamek kultivacni
desticky. Z divodu stanoveni pruméru a smérodatné odchylky bylo kazdé meéfeni provadéno

v triplikatu.

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

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

buriku (Obr. 20, 21).
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Obr. 20 Produkce IL-1p stimulovanymi THP-1 burikami a jeho detekce pomoci reportérovych HEK-

Blue IL-15 bunék. Upraveno; dostupné na hitps://www.invivogen.com/alum.

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

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

reportérovych HEK-Blue I1-1f bunék. Upraveno podle katalogu bunék firmy InvivoGen.

Pro aktivaci THP1-Null Cells se prvni den pfipravila bunécné suspenze obsahujici pfiblizné
200 000 buné€k na ml; ta se v objemu 180 pl pridala do jamek kultivaéni desticky a doplnila
20 ul LPS o koncentraci 10 ug/ml. Buriky se s LPS nechaly 3 hodiny inkubovat. Na kultiva¢ni
desticku byly také vysazeny buiky bez LPS. Po inkubaci bylo médium odebrano a pfidano
nové. Jako pozitivni kontrola, induktor inflamasomu, se ptfidalo ATP o koncentraci 5 mM,
negativni kontrolou byly samotné bunky. Pfipravené rizné typy liposomt byly pfidany
v koncentraci 30, 75, 150 a 300 uM. Takto pfipravena kultivacni desticka se ponechala 2 dny

v inkubatoru.
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Pro detekci IL-1P byla pfipravena suspenze bunécné linie HEK-Blue IL-1 s obsahem pftiblizné
330 000 bunek na ml. Do nové kultivaéni desticky se odebralo 50 ul supernatantu z THP1-Null
Cells a doplnilo 150 pl buiikami HEK-Blue IL-1B. Pro pozitivni kontrolu se pfidalo 50 pl
rekombinantniho lidského proteinu IL-18 (0,25 pg/ml), negativni kontrolou bylo 50 ul
rekombinantniho lidského proteinu TNF-q, na ktery buriky nereaguji. Opét se buriky ponechaly

inkubovat 2 dny.

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

vlnové délce 630 nm.

Obr. 22 Ukdzka kultivacni desticky s detekcnim médiem QUANTI-Blue; 3 horni radky bunék byly
naznaceny jak LPS, tak liposomdlnimi preparcdty, spodni jsou bez signdlu LPS, tudiz nedochdzi k sekreci

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

4.1 Fyzikalné-chemicka charakterizace ¢astic

4.1.1 Transmisni elektronova mikroskopie
Morfologie liposomu a potvrzeni vazby mananu na liposomalni povrch byla zkoumana pomoci
transmisni elektronové mikroskopie. Obr. 23 vyobrazuje Cisté liposomy pfipravené metodou
hydratace lipidového filmu s jednotnym sférickym tvarem. Nanoliposomy s navazanym
mananem jsou vyobrazeny na Obr. 24. U modifikovanych castic se objevuje vysoky kontrast
po obarveni 2% fosfowolframanem amonnym — ¢erna vrstva mananu i rozmazanéjs§i okraje
liposomt zpusobené povrchovou modifikaci potvrzuji vazbu polysacharidu na povrch.
Liposomy s MTO5 nebyly podrobeny TEM analyze, protoze tato latka se zabudovava pifimo do

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

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

4.1.2 DLS analyza
Velikost a koncentrace pfipravenych i modifikovanych liposomi byla stanovena metodou DLS.
Na Obr. 25 je zobrazen vliv extruze na velikost liposomu; distribuce velikosti té€chto Castic je
znazornéna na zakladé intenzity. U pfipravenych neextrudovanych liposomu (znaceno Cern€)
muzeme pozorovat dva piky. Mensi z piki (Peak One) patii liposomim, jejichz primérna
velikost je 200 nm. Vétsi pik, o primémé velikosti Castic cca 3100 nm, odpovida vétsim
aglomeratim, které jsou pro dalsi méfeni nezadouci. Na to, Ze neextrudované liposomy jsou
velice heterogenni, poukazuje 1 znacn€ velka hodnota indexu polydisperzity PDI, kterd Cini
1,257. Koncentrace liposomii byla piiblizné 3,6:10° &astic na ml, zbytkové lipidy mély

koncentraci o 3 fady vyssi (2,5-108 astic/ml).
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Vliv extruze na velikost liposomu

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

Primér Peak One,osom,;= 200 nm
PDI = 1,257
Primér Peak One g, qom,= 187 nm
PDI =0,392
Primér Peak One u.somy= 179 nm
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Obr. 25 Viiv extruze na velikost liposomil pripravenych (Cerné), extrudovanych pres 200 nm filtr

(Cervené) a pres 100 nm filtr (modie). Velikostni distribuce je zndzornéna na zdkladé intenzity.

Liposomy byly dale extrudované pies 200 nm filtr (znaceno Cervené). Opét mizeme pozorovat
2 piky, ale jejich rozdéleni je témer opacné — zvysila se intenzita piku liposomu (Peak One),
zmensila se jejich primérna velikost na 187 nm a koncentrace se zvysila o 5 fad® na 1,7-10%
castic vml. Systém také zacCina byt podstatné¢ vice homogenni — hodnota PDI je 0,392.
Iu druhého piku nezadouci velikosti liposomi klesla intenzita, velikost (cca 1160 nm)
a koncentrace (5,4-107 &astic/ml). Pro kone&nou tipravu velikosti liposomt byl pouzit 100 nm
filtr (znaCeno modrou barvou). Touto finalni extruzi vznikla suspenze samotnych liposomu
o priimérné velikosti 179 nm a koncentraci 2-10'° ¢astic na ml. Homogenitu liposomi také
dosvédcuje hodnota PDI 0,133. Z grafu je tedy piehledné vidét, ze extruze je velice efektivni

metoda pro Upravu velikosti a homogenity pfipravenych liposomu.
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Na nasledujicich grafech (Obr. 26 a 27) jsou vysledky analyzy celkem 4 riznych typt liposomt
ptipravenych metodou hydratace lipidového filmu, které byly extrudovany pies 400 a 100 nm
filtr, viz kapitola 3.2.1. Prvni vyobrazené jsou Cisté extrudované liposomy spolecné s liposomy
modifikovanymi mananem; graf také obsahuje spektrum samotného mananu. Na druhém grafu
jsou liposomy, které uz byly pfipravovany spolecné s latkou MTO5 a také cast téchto liposomu
obsahuyjici 1 manan. Oba grafy vyobrazuji distribuci velikosti liposomd na zakladé poctu.

V grafech je uvedena primeérna velikost ze 3 méfeni a index polydisperzity PDI.

Cisté a manosylované liposomy

—&— Manan
—=&— Liposomy
—&— Liposomy s mananem

Primér,...= 17 nm
PDI = 0,358
;-\o: Primér,,= 116 nm
e PDI = 0,155
© Pramér;,.,= 139 nm
»Q -
ol PDI = 0,154
joR

1 10 100 1000 10000
hydrodynamicky pramér (nm)

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

barvou.

Horni i nasledujici graf opét potvrzuje, ze se podafilo pfipravit liposomy bez znatelné
pfitomnosti agregatd z divodu vyskytu pouze jednoho piku distribuce velikosti castic.
Vyobrazené liposomy byly pouzity i pro vSechny dal§i metody charakterizace vcetné in vitro

testovani na bunkach.
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Cisté liposomy z Obr. 26 (oznaleno Gervend) maji pramérné velikost 116 nm s PDI 0,155.
U liposomt modifikovanych mananem (modre) Ize pozorovat narust velikosti z divodu vazby
mananu na jejich povrch; konkrétné narust ¢ini 23 nm. Samotny manan (Cern€) vykazuje
prumérnou velikost 17 nm. Hydrodynamicky pramér modifikovanych castic by se mél diky
vazb€ mananu po celém povrchu liposomt zvysit 0 2x17 nm, tedy 34 nm. Mnou zméfené
spektrum mananu vSak vykazuje podstatné vétsi primérnou hodnotu nez je skutecna velikost
samostatného natazeného polymeru;, napiiklad DLS meéfeni nativniho mananu v publikaci
M. Rabyka et al. ukazuje na velikost 1,2 nm & publikace E. Bartheldyové et al. na 4 nm %% *
Roztok mananu, ktery byl pro méfeni pouzit, je zfejme mirné€ agregovany a jeho jednotlivé
fetézce tak nejsou uplné natazené. Z tohoto duvod i narust predkladanych 23 nm na velikosti

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

coz prokazuje i elektronova mikroskopie.

Poslednim vystupem z DLS je Obr. 27, kde jsou zbylé dva typy nanoliposomu. Tyto liposomy
byly pfipravovany s latkou MTO5, ktera uz je zabudovana pfimo ve struktufe liposoml a mirné
zvysuje jejich polydisperzitu. Samotné liposomy s MTO5 (Cervené) maji primérnou velikost
94 nm, ty modifikované mananem (modfe) 120 nm, tedy opét se velikost diky mananu zvysila

026 nm a i u tohoto typu ¢astic miZzeme potvrdit vazbu polymeru na povrch.
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Liposomy s MTOS i mananem

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

Prumér . yros= 94 nm
PDI =0,234
Pramér;,.yros+m= 120 nm
PDI=0,213
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1 10 100 1000 10000
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Obr. 27 Distribuce velikosti (na zdkladé poctu) liposomu pripravenych s MI05 (Cervené)

a modifikovanych liposomit s MT05 a mananem (modre).

Dulezité také je, ze i po modifikaci zistal poCet vSech druhti liposomt na ml zachovan
a pohybuje se ve stale stejném fadu (10'!), coz dokazuje, Ze vazba mananu neovliviiuje stabilitu

samotnych liposomu.

4.1.3 Nano-prutokova cytometrie
Velikost a koncentrace liposomu byla studovana i pomoci nano-pratokové cytometrie. Tato
metoda méfeni je v porovnani s metodou DLS presnéjsi, protoze méfi jednotlivé Castice vzorku.
Dale, na Obr. 28, 1ze pozorovat vysledky analyzy Cistych liposomi hydratovanych z lipidového
filmu extrudovanych pres 100 nm filtr; primérmna hodnota velikosti je cca 108 nm. Na Obr. 29
je vysledny graf méfeni manosylovanych liposomd, u kterych je primérna hodnota témér
112 nm. Narust na velikosti (+4 nm) modifikovanych liposomd opét potvrzuje vazbu

polysacharidu na povrch a tato velikost by méla odpovidat i skutecné velikost mananu.
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Size Infomation
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Total Events 2535
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Concentration Infomation

Particle Number Dilution Factor

STD 4880 100
Blank 203 —_—
Sample 2535 100
STD Concentration 4.40E+8 Particles/mL
Sample Flow Rate 1109 nL/min
Sample Concentration 2.10E+8  Particles/mL
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Obr. 28 Méreni velikosti a koncentrace neznacenych liposomii metodou nano-priitokové cytometrie.
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Obr. 29 Meéreni velikosti a koncentrace liposomii modifikovanych mananem metodou nano-pritokové

cytometrie.
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4.1.4 FT-IR analyza
Pro potvrzeni uspéSného navazdni mananu na liposomalni povrch byla provedena FT-IR
analyza. Obr. 30 porovnava ziskané spektrum mananu (modie) a liposomt modifikovanych
mananem (Cerven¢) méfenych na pozadi fosfatového pufru PBS. Z grafti je prehledné vidét, ze
se dany polymer na povrchu liposomt nachazi. Spektrum mananu také koresponduje
s naméfenym spektrem v ¢lanku Vishva Muru et al.; na zakladé tohoto ¢lanku by poté piky
mananu mély predstavovat pii vino&tu pfiblizné 3235 cm™ vazbu O-H, 2898 cm™ C-H,
1643 cm™ C=0 (pfipojené k amidu), 1622 cm™ N-H (amid), 1530 cm™ N-H (amid) a pfi vino&tu

cca 1040 cm™ vazbu C-O (alkohol).

Zvyraznény pik pii vlno¢tu ~ 1621 cm™, ktery lze pozorovat na spektru manosylovanych
liposomu, odpovida vazbé C=N. Tato vazba prokazuje prob€hlou oximovou ligaci a tudiz je

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

mananu u 2850-3000 cm™.

absorbance

oqoa

liposomy
liposomy s MTO5 ‘
liposomy s mananem Al

liposomy s mananem a MT05

300 380 3700 300 30 00 W0 300 IO 00 2AO0 2609 2700 2600 2560 280 2300 D 1800 10D 160 1500 140 19K 10 108 1000 90 6D 70 B0 00 400

2o om0 s 1
vinoéet{cm™)

Obr. 31 FT-IR spektra liposomil (Sedé), pripravenych s MT05 (modre), liposomii s mananem (hnéde) a

liposomii s MT05 modifikovanych mananem (fialové).
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4.2 Vysledky biologickych testu

4.2.1 Aktivace inflamasomu NLRP3
Tato diplomova prace je zaméfena na vyvoj adjuvantnich liposomd, které by se daly pouzit pro
konstrukci rekombinantnich vakcin. Adjuvans je latka, ktera zvySuje nebo moduluje
specifickou humoralni ¢i bunéénou imunitni odpoveéd proti antigenu, a tak hlavni funkcni
kritérium bézné pouzivané pro hodnoceni riznych novych adjuvans zahrnuje jejich schopnost
stimulovat buiiky imunitniho systému. Liposom slouzi jako nosi¢ téchto adjuvantnich latek.
V ptipadé vakcinacniho konstruktu obsahujiciho nejen adjuvans, ale 1 specificky antigen, je

také tento antigen navazan na liposomalni nosic.

Pro testovani stimulace aktivity inflamasomu NLRP3 k produkci prozanétlivych cytokint byly
pouzity Cisté liposomy, liposomy s MTOS, liposomy s mananem a liposomy obsahujici obé
latky. Bunky THP1 Null Cells byly nejprve vystaveny ucinku LPS (1. signal) a poté byly po
dobu 48 hodin inkubovany s liposomalnimi latkami o koncentracich 30, 75, 150 a 300 uM
(2. signal). Negativni kontrolou jsou THP1 Null Cells buiiky, které byly vystaveny jen LPS, ale
uz ne liposomalnim preparatim. Buriky osetfené LPS i ATP jsou kontrolou pozitivni, protoze

ATP je silnym stimulatorem NLRP3.

Vysledky studie shrnuje Obr. 32. Zakladnim parametrem hodnoceni je hodnota absorbance
negativni kontroly (THP1 buné€k). Znamena to tedy, Ze v§echny hodnoty nad touto hranici jsou

zpusobeny ucinky latek navazanych na liposomy.

Manan 1 MTO5 (modifikovany muramyldipeptid) patii mezi zastupce PAMP rozpoznavané
riznymi povrchovymi receptory exprimovanymi antigen prezentujicimi imunitnimi butikami
au obou zminénych latek byla uz adjuvantni aktivita prokazana. Studie J. Turanka et al.
potvrzuje vysoky adjuvantni u€inek MTOS srovnatelny nebo lepsi nez samotny nemodifikovany

muramyldipeptid MDP, ale modifikované MTOS5 se navic ukédzalo jako nepyrogenni
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a bezpecné ®® Stejné tak i manosylované liposomy ve studii Li-Ping Tseng et al. byly podrobeny

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

Vyse zminéné zaveéry potvrzuji i vysledky naseho testovani. Z piilozeného grafu vyplyva, ze
vsechny typy nami ptipravenych liposomalnich preparati maji schopnost aktivovat inflamasom
NLRP3, v mensi mife aktivuji inflamasom 1 prazdné liposomy. Manosylované liposomy
vykazuji oproti t€m piipravenym s latkou MTOS mirné€ lepsi schopnost aktivovat inflamasom
k produkeci cytokinti. Nejvyssi stimulacni Gi¢inek maji pak liposomy kombinujici obé adjuvans.
Z grafu lze také vycist to, ze nejvyssi koncentraci, ktera jesté negativné neovliviiyje buriky je
150 uM. U 300 uM koncentrace je stimulacni ucinek také patrny, ale nizsi hodnoty absorbance
mohou poukazovat na niz§i viabilitu buné€k. Nicméné uvSech koncentraci a typa
modifikovanych liposoma dosahuje P-hodnota, ktera udava mezni hladinu vyznamnosti testu,
hodnot velice blizkych nule (mensi nez 0,0001, zndzornéno jako 4 hvézdicky) a znamena to, ze

ve vSech pripadech je stimulace aktivity inflamasomu statisticky vyznamna.

54



THP1 Null Cells (9. pasaz) + testované latky
(prazdné lip., lip. MTO5, lip. manan, lip MT05+manan v koncentracich 300uM, 150puM, 75uM, 30uM)
Expozice latek - 48 hod.
HEK-Blue™ IL-1B cells (9. pasaz), expozice supernatantu z THP1-Null cells - 48 hodin

1.5

Hwn

ABSU

Dunnett’s multiple comparison test - porovnani
kontrolni skupiny (THP NullCells) vs. ostatni
skupiny.

P < 0.0001

= P < 0.001
* P < 0.01

* P < 0.05

Obr. 32 Vysledky testovani aktivace inflamasomu NLRP3 riiznymi typy liposomii pFidanych v koncentracich 30, 75, 150 a 300 uM po 48 h expozici.
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5 ZAVER

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

zkoumana jejich schopnost stimulovat buriky imunitniho systému in vitro.

Snimky z transmisniho elektronového mikroskopu prokazaly pravidelny sféricky tvar liposomu
s patrnou vrstvou povrchoveé vdzaného mananu, kterou doklada i provedend FT-IR analyza.
Velikost liposomu byla zjistovana metodou DLS; u kazdého typu liposomu se podafilo

pfipravit stabilni disperzi bez znatelnych agregatti s uzkou velikostni distribuci.

Dale se provadéla in vitro studie na bunécné linii THP1 Null Cells pro ovéteni, zda pfipravené
liposomalni latky aktivuji inflamasom NLRP3 k produkci prozanétlivych cytokint jako je
napiiklad IL-1B. Jeji vysledky dokazuji, ze pfipravené liposomy jsou schopny ve velké mite
stimulovat inflamasom a jsou tedy potencialné vhodné pro konstrukci nosic¢i vakcin

s adjuvantnimi G€inky.

Dalsi studie in vivo na imunizacnich modelech (mys, sele) budou zaméfeny na priukaz
imunogenicity rekombinantnich antigent pro konstrukci rekombinantnich vakcin. Tato prace
je prvnim krokem k vytyCenému cili, kterym jsou rekombinantni vakciny na bazi liposomalnich

nosicu a rekombinantnich antigend s vyuzitim metod klik chemie.
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