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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva ptipravou liposomil obsahujicich metalochelate¢ni lipidy
s Gd*" pro kontrastni zobrazovani magnetickou rezonanci. Liposomy byly piipravovany
pomoci hydratace lipidniho filmu s néslednou extruzi a také pomoci nové metody
nanofluidniho miseni na pfistroji NanoAssemblr™ Benchtop. Technologie piipravy byla
optimalizovdna na parametry, jako je slozeni lipidni kompozice, rychlost pratoku a pomér
vodné a organické faze. Byla vypracovana metoda povrchové modifikace liposomt komplexy
gadolinia s vyuzitim konjugacni reakce mezi lipidy nesoucimi kyselinou kyanurovou a Gd-
DOTA. Piipravené liposomy obsahujici gadolinium byly komplexné charakterizovany
pomoci DLS a NTA. Morfologie liposomil byla pozorovana pomoci TEM a cryo-TEM. Byly
vyuzity metody na stanoveni obsahu fosfolipidii (Stewartv test) a zbytkové vody
v lyofilizatech liposomti (Karl-Fischer titrace). Gadolinium v liposomalnich preparatech bylo
stanoveno na ICP-OES. Pomoci MR byl ovéfen koncept gadoliniovych liposomt, uré¢enych
pro MRI zobrazovani trombt. Byl vytvofen koncept popisujici mechanismus tvorby liposomi
metodou nanofluidniho miseni, ktery je zaloZzen na experimentalné dolozné existenci
fragmentu fosfolipidové dvojvrstvy.

ABSTRACT

This diploma thesis focuses on the preparation of the liposomes, containing lipids with Gd*,
which are used for a contrast magnetic resonance imaging. The liposomes were prepared
by the lipid film hydration followed by an extrusion and also by a new nanofluid mixing
method on the NanoAssemblr™ Benchtop. The preparation technology has been optimized
for parameters such as the composition of lipids, the flow rate ratio and total flow rate.
The method of modification of the liposomes surface by gadolinium complexes has been
developed. This method is using a conjugation reaction between the lipids containing cyanuric
acid and Gd-DOTA. Prepared Gd-liposomes, which contain gadolinium, were complexly
defined by the characterization techniques of DLS and NTA. The morphology of liposomes
was observed by TEM and cryo-TEM. Methods for the determination of phospholipid content
(Stewart test) and residual water in the lyophylisates of liposomes (Karl-Fischer titration)
were used. Gadolinium in liposomal preparations was determined by ICP-OES. Using MR,
the concept of gadolinium liposomes was verified and designed for MRI imaging of thrombi.
The concept describing the mechanism of liposomes formation based on the experimentally
proven existence of a phospholipid bilayer fragment has been developed. This concept
is based on the experimentally proven existence of a phospholipid bilayer fragment.
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1 UVOD

Liposomy patii mezi prvni nanocastice, které byly pouzity v medicin¢ a jsou schvaleny FDA
(Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv) a EMA (Evropskou agenturou pro 1é¢iva) pro huménni
pro cilenou distribuci 1éCiv. Majici schopnost inkorporace riiznych latek. Lze je pouzit
1 ke konstrukci nosict pro rekombinantni vakciny [2].

Povrch liposomll 1ze modifikovat navézanim specifickych ligandii, napiiklad pfipojenim
protilatky ziskdvame tzv. imunoliposomy [3]. Liposomy mohou mit i multi-funkéni vyuziti,
napfiklad teranostické¢ liposomy obsahuji jak lécebnou latku, tak vhodnou zobrazovaci
komponentu. Byly popsany naptiklad paramagnetické bi-funk¢ni liposomalni systémy, které
predstavuji zacatek velkého posunu smérem k vytvofeni multi-funkéniho zobrazovani
paramagnetickymi liposomalnimi systémy [4]. Jde o vezikuly majici obrovsky potencial
predevsim na poli mediciny, diagnostiky a farmakologie.

Moje diplomova prace je soucasti projektu: Nanoliposomalni systémy pro rychlou diagnozu
trombii pomoci MRI. Vyzkumnym cilem tohoto projektu, je vyvoj pokrocilych bifunkénich
nanocasticovych systémi na bazi liposomu se specifickou afinitou k trombu. Tyto nanocastice
jsou ur¢eny k rychlému zobrazeni trombu v kardiovaskuldrnim systému, zejména v mozku,
za pouziti in vivo zobrazovaci techniky MRI. Mym ukolem je piiprava liposoml pomoci
nanofluidniho sméSovani a jejich charakterizace. Liposomy budou modifikovany pomoci
syntetickych funkcializovanych lipidi pro vazbu peptidovych ligandi a lipidy s chelata¢nimi
komplexy vazajicimi gadolinium (ve form& Gd*"). Tyto liposomy poté budou testovany jako
kontrastni latky pro zobrazeni magnetickou rezonanci a jako nanocésticové nosice cilené¢
dopravujici trombolytika.

Liposomy obsahujici Gd*" budou intravendzné vpraveny do krevniho fe¢i§té pacienta. Poté
dojde kjejich akumulaci v postizeném misté. Cileni liposoml k trombu bude dosazeno
vazbou specifickych ligandli na povrch liposomu pomoci aktivovanych polyethylenovych
spacerti. Napiiklad RGD peptidy (arginin-glycin-aspartat) piedstavuji specifické ligandy
cilené k aktivovanym krevnim destickam a vlakniim fibrinu. Pro cileni k vlakniim fibrinu jsou
také vyvijeny specifické proteinové bindery, které budou navazany na liposomy.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Liposomy

Liposomy jsou uméle ptipravované vezikuly, které¢ se vyuzivaji predev§im pro vyzkumné
a pro terapeutické  aplikace [5]. Poprvé byly popsany  britskym  hematologem
Dr. A. D. Banghamem a kol., z univerzity Cambridge, v roce 1964. Diky tomu se liposomy
od roku 1970 zacaly intenzivné zkoumat, piedevSim jako systémy pro cileni 1éciv [6][7].
Liposomy jsou velmi ¢asto vyuzivany v riznych védnich oborech vcetné biofyziky, koloidni
chemie, biochemie, biologie, farmakologie atp. [1].

V dnesni dob¢ jsou liposomy cenény diky svym biologickym a fyzikalné-chemickym
vakciny, cytostatika). Liposomy se vyznacuji vysokou biokompatibilitou, nebot’ jejich
struktura je podobna struktuie lipidni dvojvrstvy v bunénych membranach a jsou snadno
biodegradovatelné v organismu. Diky své struktuie maji schopnost enkapsulace celé fady
molekul s rozlicnymi fyzikélné-chemickymi parametry (molekuldrni hmotnost, hydrofilita/
hydrofobicita) [8]. Klicovou vyhodou liposomil a liposomalnich vakcin je tedy zejména jejich
biokompatibilita, univerzalnost pouziti jako nosict 1é¢iv a vakein.

Slozeni liposomil i jejich pfiprava predikuji findlni vlastnosti liposomdlniho ptipravku
s ohledem na zamyslené pouziti. Faktory ovliviiujici vlastnosti liposomi jsou zejména lipidni
kompozice, povrchovy naboj a jeho velikost, distribuce velikosti liposomt, lamelarita,
charakter enkapsulované latky nebo povrchovad modifikace liposomu. U liposomélnich vakein
je klicovym parametrem také forma asociace antigenti a adjuvans s liposomalnim nosi¢em [2].

2.1.1 Fyzikalné-chemicka charakterizace liposomi

Samotny nazev liposom byl odvozen ze dvou feckych slov: lipds — tuk, soma — coz znaci
Htelo“ [6]. Zakladni stavebni slozkou liposomu jsou amfipatické lipidy, Casto fosfolipidy,
které se ve vodném prostfedi samouspotadavaji do koloidnich ¢astic. Molekuly fosfolipidu
obsahuji hydrofilni ¢ast (tzv. hlavicku) a hydrofobni ¢ast (tzv. ocas).

Ve vodé a ve vodnych roztocich se fosfolipidy zformuji tak, Ze hydrofobni ¢asti jsou
orientovany proti sob¢ a vytvofi se tak bimolekularni membréna. V této membrang, kterd tvoii
liposom, jsou utvarejici lipidové dvojvrstvy uspotadany tak, aby polarni hlavicky lipida
sméfovaly do vnitini dutiny a do extravezikularniho prostfedi a hydrofobni fetézce opét
smetovaly k sobé (Obrazek 1) [5][9].

linosom

linidova dvoivrstva

hydrofilni ¢ast
(tzv. hydrofilni hlavicka)

hydrofobni ¢ast
(tzv. hydrofobni ocas)

Obrazek 1: Liposom a lipidova dvojvrstva [8]



Vlastnosti liposomt jsou ovlivnény mnoha faktory. Jak bylo jiz uvedeno vyse, piredev§im
zélezi na slozeni lipidl, na povrchovém naboji, velikosti a zpusobu piipravy. Krom¢ toho
volba komponent lipidové dvojvrstvy urCuje ,,pevnost”, ,tekutost“ (souhrnn¢ elasticitu
membrany) a naboj této dvojvrstvy. Naptiklad nenasycené fosfatidylcholiny, ziskané
z ptirodnich zdroji (vajecny nebo sojovy fosfatydylcholin), poskytuji vice elastické,
permeabilngj$i a méné stabilni lipidové dvojvrstvy, zatimco nasycené fosfolipidy s dlouhym
acylovymi fetézci (napi. dipalmitoylfosfatidylcholin) vytvaifi pevnou, rigidni a pomérné
nepropustnou lipidovou dvojvrstvu pii teplotach pod hodnotou fazového prechodu [1].

Charakteristicka teplota fazového piechodu (7;) lipidi piedstavuje teplotu, pii které
se lipidy transformuji z pevné, nebo gelové faze do faze kapalné nebo fluidni (Obrazek 2).
Teplota, pfi které dojde k tomuto prechodu je zavisla piedevSim na délce fetézce lipida
a stupni nenasycenosti [10][11].

L il - gRRRRREE
~ S

i
B

o
vzristajici teplota

Obrazek 2: Usporadani lipidové dvojvrstvy v zavislosti na teploté [10]

Napftiklad hodnoty 7. pro DMPC (1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-fosfocholin), DPPC (1,2-
dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfocholin) a DSPC (1,2-distearoyl-sn-glycero-3-fosfocholin) jsou
23, 41 a 55 OC Hydratace lipidi’l pfi piipravé liposomﬁ se provadi nad teplotou 7¢ (lipidni
stejné tak jako nékteré sekundarni procesy (napft. extruze), které vedou ke zméné morfologie
a distribuce velikosti liposomalnich preparata [11].

Agregace amfifilnich molekul

Lipidy pouzZivané pro pfipravu liposoml se fadi mezi amfifilni latky, tj latky které jsou
sloZzeny z Casti hydrofobni a hydrofilni. To znamena, ze latky amfifilniho charakteru mayji
tendenci tvofit v polarnim rozpoustédle samoskladné supramolekularni struktury (vesikly,
micely) nebo amorfni precipitaty. Amfifily se ve vodném roztoku rozpousti jako monomery
jen do urcité koncentrace. Nad touto koncentraci spontdnné agreguji, aby minimalizovaly
energeticky nevyhodné interakce hydrofobnich c¢asti molekuly s molekulami polarniho
rozpoustédla, napt. vody. Tato agregace nebo samouspotadani je doprovazena zvySovanim
entropie systému, diky uvolnéni molekul vody zuspofddanych struktur solvatujicich
hydrofobni uhlovodikové fetézce lipida [12]

dvojvrstvy. Tento d& je popsan kritickou miceldrni koncentra01 (CMC). S vzrustajici
koncentraci amfifilnich latek, v oblasti CMC, dochazi k agregaci téchto latek. Prekroceni
CMC vede k tvorbe micel nebo lipidovych dvojvrstev [13].
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Pojem ,,molecular packing parametr* nebo také tvarovy faktor, zaloZeny na geometrické
uvaze, je uplatiovan k vysvétleni, nebo dokonce k predikci struktury molekulového
samouspofadani uroztoku amfifili. Tento geometricky parametr je spojen s vlastnosti
molekuly lipidu podle néasledujici rovnice (1):

14

P=—o

P 6]

kde V' je objem hydrofobni ¢asti (pokud méa molekula 2 fetézce je ¥ rovno 2 v kde v je objem,

ktery zaujima jeden alkylovy fetézec), a je plocha polarni hlavy lipidu a / je maximalni délka

hydrofobniho fetézce [14]. Vzorec muize byt aplikovan nejen na Cisty lipid, ale 1 na smés
lipidii, kde je bran v tivahu 1 pomér lipidii ve smési.

v, as

v % 2 ikla
tvar molekuly P= =T hydrofobni &ist -411"5\ hydrofilni édst st‘;'zunl;tu:a
—)
I
kuiel
P<1/3 sféricka micela
komoly kuzel
1/3<P<1/2 cylindricka micela
komoly kuzel
-_— » ‘-1 L. (4 b
Geslclslelcista
12<P<1 “"‘%‘Eg\ E@Ejggg wesdial bvobens
\F'A,-&@-ﬁ % 9 ’-’f;_k, g dvojvrstvoun
L)
valec

inverzni micela

B
P-1 59 lamelirni
faze
B
: .
Kin
g J

Obrazek 3: Tvar amfifilni molekuly a vznikajici struktura dle hodnoty tvarového faktoru (molecular
packing parametr) [15]
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Pokud je P mensi nez 1/3 odpovida vznikld struktura sférické micele, pokud je P vétsi
nez 1/3 a zaroven mensi nez 1/2 vznika cylindricka micela, ptfi hodnoté P mezi 1/2 a 1 vznika
vezikul tvoreni (fosfolipidovou) dvojvrstvou a pii hodnoté P blizici se 1 vznika lamelarni faze
(struktura v liposomech), pokud je P vétsi nez 1 vznika inverzni micela, viz obrazek 3.
Molekularni geometrie vétsSiny lipidd muze byt aproximovana na valec a dle ,,molecular
packing parametr uptednostiuji lipidy tvorbu planarni dvojvrstvy. U vysSich koncentraci
lipidu dochazi k tvorbé lamelarni faze, kde se dvourozmérné planarni lipidové vrstvy stiidaji
s vrstvami vody (napf. u multilamelarnich liposomit) [12].

SloZeni liposom
Liposomy, které jsou urceny jako nosice pro diagnostické latky a teranostika, by mély byt
pfipraveny ze slozek, které jsou bezpecné pro pouziti v huméanni nebo veterindrni medicing.
S fosfatidylcholiny a fosfatidylglyceroly, které jsou ziskané z pfirodnich zdroj,
semisynteticky nebo zcela synteticky spolu s cholesterolem a PEGylovanymi
fosfatidylethanolaminy se Casto setkdme v liposomech, které jsou navrzeny jako nosice 1é¢iv
pro parenteralni podani nebo pro diagnostické ucely pti zobrazovani in vivo. BéZn¢ pouzivané
fosfolipidy a jejich struktura jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1: nekteré prirozené se vyskytujici fosfolipidy [17]

Obecny nazev

Fosfatidylova skupi Hil i skupi . ZKkratk
osfatidylova skupina avni skupina Fosfatidyl- ratka
'*I"! +
_G*‘CH:—CH-;‘*W -cholin PC
Me
+
=0-CHy—CH;—HH, -ethanolamin PE

‘D‘m'r‘m! -serin PS

~C00”
T "5 i o-c
~0-CH~CH=CH,
et rrirsermerye () 11 -glycerol PG
0 é 04 OH
1,2-diacylglycerol-
—0-H 3-fosforecna PA
kyselina
0H
-2 -inositol PI
oH
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Fosfatidylcholin (PC) se bézn¢ pouziva jako neutradlni lipid. Jako zaporné nabity lipid byva
Casto pouzivan fosfatidylglycerol (PG). Neékdy se zamémné vkladaji do lipidové dvojvrstvy
lipidy se specidlni afinitou pro urcité cilové bunky.

V piipadé, Ze je zadouci snizit permeabilitu ,kapalino-krystalického stavu“ dvojvrstvy,
piidava se do struktury dvojvrstvy cholesterol [17]. Cholesterol je dtilezitou soucasti
bunécnych membran. Ma strukturdlni a regulacni funkci, pomaha zachovavat spravnou
tekutost a tuhost dvojvrstvy. Hydroxylova skupina cholesterolu interaguje s polarni ¢asti
membranovych fosfolipidi. Sterolové jadro cholesterolu a uhlovodikovy fetézec
jsou zanofeny spolu s nepolarnimi mastnymi fetézci lipidi v membrané fosfolipidia [5],
viz obréazek 4.

cholesterol

HiC CH,
CH,

CHj

HO

Obrazek 4: a) vzorec cholesterolu; b) molekuly cholesterolu zanoreny mezi fosfolipidy

2.1.2 Strukturalni rozdéleni liposomui

Liposomy miizeme na zaklad¢ jejich morfologie rozdélit do nékolika kategorii. Liposomy
s jednou lipidovou dvojvrstvou jsou nazyvany unilamelarni vezikuly. Ty se podle velikosti
dale dé€li na malé unilamelarni vezikuly (small unilamellar vesicle — SUV) s typickou velikosti
20 az 100 nm, velké unilamelarni vezikuly (large unilamellar vesicle — LUV) s velikosti
100 nm az 1 pm, liposomy s velikosti vétsi nez 1 um se nazyvaji obfi unilamelarni vezikuly
(giant unilamellar vesicle — GUV). Tyto unilamelarni liposomy obsahuji pouze jednu
lipidovou dvojvrstvu, ktera obklopuje vodné jadro. Tento typ liposomt je vyuzivan naptiklad
pro studium fazovych separaci v membrané pomoci fluorescenéni mikroskopie.

Liposomy, které obsahuji vétsi pocet soustfednych lipidovych dvojvrstev odd€lenych
vodnou fazi, senazyvaji multilamelarni vezikly (multilamellar vesicle — MLV).
Multilamelarni vezikuly ptedstavuji heterogenni skupinu co do velikosti a morfologie [11].
Dalsi skupinou jsou multivesikularni vesikuly (multivesicular vesicle - MVV), kde jsou
lamely nesoustiedné usporadany, velikost takovych to liposomt je obvykle vétsi nez 1 um
(obrazek 5).
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Obrazek 5: Struktura riiznych trid liposomii a detailni zobrazeni SUV [18][19]

Sitka lipidni membrany neni ve stejném méritku pro jednotlivé zobrazené liposomy. Detailni
zobrazeni membrany SUV ukazuje asymetrické usporadani molekul fosfolipidii ve vnéjsi
a vnitrni vrstvé. Minimalni velikost SUV je urcena prave maximalnim moznym zakiivenim
fosfolipidové dvojvrstvy

2.1.3 Rozdéleni liposomii podle funkce

Jedinecnd schopnost liposomalnich systémt, které jsou schopny zachytit jak hydrofilni,
tak lipofilni slouceniny, umoziuje enkapsulaci Siroké Skaly latek sriznym charakterem
hydrofobicity. Latka, ktera je enkapsulovana do liposomu muze byt chranéna naptiklad pred
pfed¢asnou metabolickou inaktivaci, enzymatickou degradaci nebo pted zfedénim v krevnim
ob¢hu a rychlejSim vyloucenim ledvinami. Liposomy miZeme rozdélit podle funkce
na nékolik typli: konvencni liposomy, stericky chranéné Iliposomy, cilené liposomy
a tzv. teranostické liposomy [20].

Konvencni liposomy se daji zafadit do ,prvni generace* liposomi, byly vyvinuty
pro nitrozilni podani 1éCiv na bazi nanocéésticovych nosiCovych systémi. Formulace
obsahujici konvekcni liposomy snizuji toxicitu sloucenin in vivo, a to prostfednictvim
modifikace farmakokinetiky a biodistribuce, coz zlepSuje dodani 1éCiva do postizené tkané
(oproti volnému lécivu) a eliminaci kumulace 1é¢iva v ostatnich tkanich, ¢imz se zvySuje
terapeuticky index lé¢iva. Nicméné 1ékovy nosi¢ je nachylny k rychlému odstranéni
z krevniho ob¢hu buiikami retikuloendotelového systému a tim se sniZzuje jeho terapeuticka
ucinnost [21][22].

Terapeuticky index (TI) je dilezitym farmakologickym parametrem, ktery charakterizuje
ucinnost 1é¢iva. Je to pomér davky 1éciva, ktera vyvolava toxické (TDsp) nebo smrtici Gi¢inky
(LDsp) k dévce zptsobujici pozadovany 1écebny ucinek (EDsg) [23][24], viz rovnice (2)

14



TD LD
TI= = % nebo —2 )

50 EDSO

Cim vy33i je terapeuticky index, tim vétsi, lepsi je uéinek 1é¢iva a nizsi vedlejsi uinky [24].

Stericky chranené liposomy predstavuji druhou generaci 1€kovych liposomalnich nosict
s povrchovou modifikaci pomoci hydrofilnich polymert (nejcastéji polyethylenglykol, PEG).
Takto upravené liposomy jsou méné rozpozndvané imunitnim systémem v podminkach
invivo a diky tomu mohou dlouhodobé cirkulovat v krevnim fecisti. Dochazi i k lepsi
selektivni lokalizaci liposomt v nadorech nebo jinych patologickych mistech [21][22].

Modifikace povrchu navézanim specifickych ligandi (napt. specifické protilatky, ligandy
receptorit) vede k vyvoji cilenych liposomu, které nabizi obrovsky potencidl pro presné
doruceni léciva do cilovych bunék, tkani nebo organii in vivo. Existuje mnoho typt ligandt
(resp. signdlnich molekul) naptiklad: protilatky, peptidy, proteiny, sacharidy. Tyto ligandy
jsou navazany biokonjugacnimi reakcemi na stericky chranéné liposomy, ¢imz lze ziskat
cilené liposomy, které specificky reaguji s odpovidajicim receptorem na cilové buiice.
Ptfipojenim protilatky, zvlasté monoklondlni protilatky, ziskdme tzv. imunoliposomy, schopné
vysoce selektivni interakce s membranovymi strukturami bunek.

Teranostické liposomy kombinuji lécebnou latku s vhodnym kontrastnim agens
(zobrazovaci komponenta). Jde o formu diagnostické terapie, kterd vizualizuje v redlném case
proces kumulace 1éCiva v cilové tkani a zaroven také terapeuticky ucinek [20]. Pro ndzornost
je zde uveden obrazek 6, zobrazujici jednotlivé typy liposomd.

A. Konvenéni liposomy D. Teranosticke liposomy

h?'t?\z’ofébrﬁ
e G {@ €——— cileny ligand
pozitivnd
nabity lipid “ J // .".
% b2 1, W
et i @@*\C\\ z /j i
:\\: i\ o~ F_E,_ v\ﬁnﬂ{ciona]izované

> -
.r —— - v w
i o — zobrazovaci slo¥ka
léétvo s —

—— o w  —— e

s 7% g N
i 4 N )
Polyethylenglykol < V7, %% y PEG
LIS 77 N e
malad molelula

sacharid
VA2

protilatica

B. Stericky chranéné liposomy
(PEG liposomy)

C. Cilené¢ liposomy

Obrazek 6: Schematické znazornéni riiznych typu liposomdalnich systemii[20]
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2.1.4 Rozdéleni metod piipravy liposomii

Existuje mnoho metod pro ptipravu liposomi. Podle zptisobu piipravy liposoml se metody
daji rozde¢lit do ti hlavnich skupin[25]:

Mechanické disperzni metody

Do této skupiny patii asi nejstarsi a nejpouzivangj$i metoda na piipravu liposomt

- Hydratace lipidniho filmu (obrazek 7). Kde lipidy nebo smés lipidi musi byt nejprve
dikladné€ rozpusténa v organickém rozpoustédle, aby se zajistila homogenita smési lipida.
Jako rozpoustédlo se obvykle pouziva chloroform nebo smés chloroform-metanol. Jakmile
jsou lipidy dikladné rozpustény, rozpoustédlo se odstrani, ¢imz se ziské tenky lipidovy
film. U malych objemi (< 1 ml) je mozné rozpoustédlo odstranit za pouZiti suché¢ho dusiku
nebo argonu v digestofi. Pro vétsi objemy se organické rozpoustédlo odpafuje za pomoci
vakuové rotacni odparky. Po Gplném odpaieni rozpoustédla se do banky piidd vodny
roztok a dochazi k hydrataci lipidniho filmu. Teplota hydrata¢niho roztoku by méla byt nad
T, lipidu. Slozeni vodného hydratacniho média se obecné voli podle nasledné aplikace
liposomt. Obvykla hydratacni média jsou biokompatibilni pufry nebo fyziologicky roztok.
Napriklad pro aplikace in vivo se doporucuje fyziologickd osmolalita (290 mOsm/kg).
Hydrataci lipidniho filmu ziskdme MLV. Smés liposomt lze déale upravit pomoci
sekundarnich procesnich metod (napft. sonifikaci, extruzi, vysokotlakou homogenizaci,
mrazicim cyklem atd.) [26][27].

Lipidy a hydrofobni litky rozpuiténé L
v organickém rozpoustédle hydrofilm latky

rozpustné ve vodé

e

lipidovy film hydratace

sontkace © © cenfrifngace
extruze dialyza

homogenizace © ultrafiltrace
zmenSovani © purifikace findlni liposomy
michani MLV LUV nebo SUV

Obrazek 7: Hydratace lipidniho filmu a nasledné sekunddrni procesni metody [28]

Dvoufazové disperzni metody

- Etherovad injekce (odpafeni rozpoustédla): roztok lipidit je rozpustén v diethyletheru
nebo v ethero-methanolové smési a je postupné vstiikovan do vodného roztoku,
kde dochazi k tvorbé liposomil a enkapsulaci latek pii 55 az 65 °C. ZvySeni odpafovani
organického rozpousStédla lze také dosahnout pouzitim snizené¢ho tlaku. Hlavnimi
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nevyhody této techniky je vysokd teplota a zisk heterogenni populace liposomd, jejichz
velikost se pohybuje od 70 do 200 nm.

- Ethanolova injekce: roztok lipidi v ethanolu se rychle vstfikuje do velkého piebytku pufru.
Jakmile ethanolovy roztok ptijde do kontaktu s vodnou fazi, dochéazi k spontanni tvorbé
MLV. Nevyhodou této metody je vznik heterogenni populace, liposomy jsou velmi
ziedéné a odstranéni veskerého ethanolu je obtizné (obvykle je zafazen nasledny
technologicky krok lyofilizace).

- Reverzné-fazova evaporace: je zalozena na tvorb¢ inverznich micel. Tyto micely jsou
formulovany pfi pouziti sonikace pufrové vodni faze, kterd obsahuje ve vod€ rozpustné
molekuly, které maji byt enkapsulovany do liposomu. Dalsi slozkou je organicka faze,
ve které jsou rozpuStény amfifilni molekuly. Pomalé odstranovani organického
rozpoustédla vede k pfeméné téchto prevracenych micel do viskozniho stavu a gelové faze.
V kritickém bod¢ tohoto procesu se gelova faze zacne hroutit a diky ptebytku fosfolipidii
v prostiedi dochazi k vytvofeni kompletni dvojvrstvy kolem zbytkovych micel, coz vede
k vytvoteni liposomi. Touto metodou mohou vznikat liposomy z mnoha lipidovych
formulaci a maji vétsi vnitini vodny objem oproti liposomlm, které vznikly mechanickymi
disperznimi metodami. Vyhodou metody je vysokéd enkapsulacni ti¢innost pro hydrofilni
latky, nevyhodou je nemoznost pievedeni do primyslového méfitka [1].

Detergentové dispersni metody

- Jsou zalozeny na tvorbé smésnych micel, které vznikaji pfi rozpousténi lipidi pomoci
vodného roztoku detergentu. Pro vytvofeni liposoml je tfeba, aby doSlo ke sniZeni
koncentrace detergentu pod CMC. Ktomu se vyuziva fedéni, gelovd permeacni
chromatografie (vyuZziva se naptiklad Sephadex G-50), adsorpce na sorbenty nebo dialyza.
U dialyzy je vyhodou kromé zisku homogenni liposomové populace i reprodukovatelnost
pfipravy liposomi. Jde o velmi jemnou techniku, diky které si i citlivé proteiny
(. proteiny, které pii fyzikalni a chemické upravé ztraci svou funkci) zachovavaji svoji
funkci a mohou byt v pfipadé membranové vazanych proteini rekonstruovany do lipidové
dvojvrstvy liposomt [29].

2.1.5 Priprava liposomu pomoci nanofluidizace
Nanofluidizace je pomérné novy zpusob pifipravy liposomi v laboratornim i primyslovém
méfitku. Tato technika je zaloZena na fizeném smeéSovani kapalin v nano/mikrokanalku.
Vyhody nanofluidizace oproti ostatnim technikdm spocivaji v niz$i spotteb¢ energie, v nizsich
vyrobnich nékladech i v ¢asovém zkraceni vyrobniho procesu [30][31][32].

Pro optimalizaci michani vnano 1 mikrofluidice se vyuzivd pasivnich mixéra
(bez pohyblivych casti), které umoznuji promichdvani reakénich slozek. Mezi nejpouzivangjsi
mixéry se fadi ,,the staggered herringbone mixer (SHM). SHM obsahuje specialn€ umisténé
Sikmé drazky na dn€ nano/mikrokanélku [30][31].

Drazky v nano/mikrokanalku zpisobuji pfi¢né proudéni, coz dava vzniku dvou proti sobé
se otacejicich virth podél délky tohoto kanalku. Vrcholky drazek jsou pfiblizné v 1/3 Sitky
kandlu. Kanal obsahuje sttidajici se polovi¢ni cykly, které jsou k sobé vzajemné zrcadlové
otoCeny (viz obrazek 8), diky ¢emuz se vytvari kompletni michaci cyklus. Dochéazi pfi ném
k pfeorientovani  cirkuluyjiciho  toku a  kvyraznému  zlepSeni v promichavani,
jde o tzv. ,,chaotic mixing* [33].
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Obrazek 8: Schéma ,,Staggered herringbone “ mixeru [34]

Pro nazornéjsi predstavu je zde uveden obrazek 9. Uvedena série snimkl ukazuje prifezy
ze sméSovaci kazety obsahujici SHM. Do kandlku byla vpravena fluorescenéni smés
(1mM roztok fluoresceinem znacenych polymert) a voda. Pfi prichodu kapalin kanalkem
byly potfizeny snimky znazorujici distribuci a miSeni jednotlivych slozek v riiznych cyklech
kanadlku. Z obrazku lze vidét, ze se zvysSujicim poctem cykli dochazi k dokonalejSimu
promichani jednotlivych slozek [35][86].

cykly 1-5

\ \ &
\ 0 cyklus \ 1/2 cyklu N 1 cyklus
l PlAENRE 8
"100 um T . !

Obrazek 9: Promichavani slozek v mikrokanalku s SHM [35]

NanoAssemblr™ Benchtop

Systém nanofluidniho miseni na bazi SHM se vyuzivd i u pfistroje NanoAssemblr™
Benchtop (obréazek 11), jedna se o laboratorni zafizeni, které je navrzeno tak, aby velmi rychle
vyrabélo homogenni a reprodukovatelné nanocéstice definovanym nanofluidnim misenim.
Tvorba nanocastic (napf. liposoml) probiha v tzv. sméSovaci kazeté, ktera je opatfena
mikrokanalkem typu SHM. Kazeta mé& dva vstupy a jeden vystup. Do prvniho vstupu
je davkovan lipid rozpustény v organickém rozpoustédle misitelném s vodou (napf. ethanol)
a do druhého vstupu je davkovan vodny roztok. Tyto slozky se poté misi a reaguji spolu
v mikrokanalku (obrazek 10) [36].
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Obrazek 10: Smésovaci kazeta pro Nanoassemblr[37]

Diky rychlému promichavani vodné a organické faze vzristd polarita rozpoustédla. Cimz
dochazi k samouspotfaddani hydrofobnich komponenti do riiznych struktur v zavislosti
na smési lipidd [38]. ZvySovani polarity a nésledné vytvofeni liposomul lze ovliviiovat
zménou rychlosti pritoku nebo pomérem vodné a organické faze [36].

Rychlost prutoku Ize nastavit v rozmezi 2 az 12 ml/min, Ize nastavit i teplotu pro miseni
pomoci termobloku v rozsahu od 20 do 70 °C. Pomoci pfistroje NanoAssemblr lze pfipravit
nanocastice vétSinou od 20 nm do 120 nm. Vyhodou je, ze pfiprava nanocastic je rychla
(v rozmezi minut) [39].

Obrdzek 11: NanoAssemblr™ Benchtop (firma: Precision NanoSystems; Laboratoi NanoPharm,
VUVel, Brno)
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NanoAssemblr vyuziva samouspotfadani nanocastic, liposomi. Kdy jsme v jednom kroku
schopni vyrobit nanoc¢astice o volitelné velikosti, s nizkou polydisperzitou. Navic kvili dobré
automatizaci pfistroj umoznuje vysokou reprodukovatelnost Sarzi [39].

2.1.6 Sekundarni procesy upravy liposomu

Extruze liposomii patii mezi nejvice pouzivanou sekunddrni metodu upravy liposomu.
Pti extruzi dochazi pod tlakem k protlacovani liposomil pies polykarbondtové filtry. Extruzi
se ziskd homogenni populace liposomd, jejichz velikost ovlivnime volbou filtru s definovanou
velikosti pora [40]. Se vzristajicim primérem pori ve filtru klesa homogenita liposomt [41].
Spravné provedend extruze liposomi by méla probihat pii vyS$i  teploté,
nez je charakteristickd teplota faizového prechodu lipidi (7¢). Opakovanim extruze lze ziskat
liposomy s uzsi distribuci velikosti ¢astic (PdI pod 0,1) [26][41].

Extruzi lze provadét naptiklad pomoci ru¢niho extrudéru (obrazek 12). Ten se sklada
ze dvou sklenénych injekénich stiikacek a téla extrudéru, ktery je vyroben z nerezové oceli
nebo slitin titanu. Vlastni komirka pro polykarbonatové filtry je z inertniho teflonu. Injekéni
sttikacky se spoji s kovovym télem extrudéru. Tlakem na pist prochdzi vzorek membranou
tam a zpét, mezi dvéma injekénimi stiikackami. Extrudér mize byt ponofen a temperovan
ve vodé, pokud je potieba dosdhnout vyssi 7¢ [42][43].

Obrdzek 12: Rucni extrudér (Laboratoi NanoPharm, VUVel, Brno)

Dalsi z variant je extruze za vyuZiti stlateného plynu, nejcastéji dusiku. Naptiklad extrudér
od firmy Lipex 