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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).

13



sSuv Luv Guv MLV MVV
<100 nm 100-1000 nm =1 ym

77
/// ;‘\\

,
\
ey

o

AN o
o v
o s
£

o
(-

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)
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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
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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 Biomembranes Inc. (Vancouver, Kanada) viz obrazek 13. Kde lze dobie
temperovat extruzni celu i vzorek a k dispozici je Siroka Skala rozsahu tlaku [44].
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Obrazek 13: Extrudeér Lipex 10 (Laborator NanoPharm, VUVel, Brno )

Velmi vyuzivanou sekundarni metodou na tupravu liposomil je i proces zmrazovani
a rozmrazovani. Tato metoda je vyhodna pro zvySeni objemu vodné faze v MLV, zvySuje
se tak enkapsula¢ni UCinnost. Pfi tomto procesu dochazi k rozruSovani fosfolipidovych
dvojvrstev liposomd, pravdépodobné v disledku ledovych krystalkii, vznikajicich v priabéhu
procesu tuhnuti, a nasati vodné faze do vezikulu [45][46]. Enkapsula¢ni uc€innost se pohybuje
mezi 20 a 60 % v zavislosti na koncentraci lipidi a iontové sile vodné faze.

Mezi sekundarni procesni metody také patti sonifikace. Je to jedna z nejvice pouzivanych
metod pro pfipravu SUV. Pro MLV se pouZiva sonifikace ve vodni lazni nebo sonifikace
pod inertni atmosférou (dusik, argon). Velkou nevyhodou je nizka enkapsula¢ni Gc¢innost,
mozna degradace fosfolipidii oxidaci nebo kontaminace kovem z kovové sondy a také
ptitomnost frakce MLV ve vyslednych SUV [1][25].

2.1.7 Stabilizace a lyofilizace liposomu

Stejné jako u vSech produktd i u liposomi je zadouci urcita trvanlivost produktu, a to delsi
nez jeden rok. Stabilita liposomi je dilezitd hlavné pfi vyvoji liposoml pro farmaceutické
aplikace. Zvysit stabilitu liposoml je mozné pomoci vhodné zvoleného lipidového slozeni
a koncentrace, nebo také pomoci pridavku latek, které zlepsi skladovatelnost liposomi.

Napriklad jak jiz bylo zminéno vyuziti cholesterolu nebo jeho derivatl, které snizuji
permeabilitu membrany a brani Uniku enkapsulované latky zliposomi pii skladovéni
ve vodné suspenzi.

Vyznamnymi degrada¢nimi procesy lipidii jsou hydrolyza a oxidace. Obecné Ize fici,
ze nenasycené lipidy podléhaji oxidaci a proto se vyuzivaji antioxidanty nebo chelatacni
¢inidla riznych kovi, uchovavani liposomtl pod inertni atmosférou. Hydrolyzu Ize potladit
adjustaci pH do neutralnich hodnot. Lyofilizace (vakuové suseni) piedstavuje nejefektivnéjsi
metodu pro stabilizaci liposomalnich preparata [47][48].
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Proces lyofilizace probihéd v nékolika krocich:

Mrazeni, tato faze probihd za atmosférického tlaku, mrazi se vétSinou na teploty
—15 az =50 °C, kdy se analyt zmrazi pod eutekticky bod (eutekticka teplota, je nejnizsi
teplota, kdy se v soustavé jesté vyskytuje kapalna faze). Rychlost mrazeni ovlivituje velikost
vzniklych krystalii, naptiklad u pomalého chlazeni vnika vétsi mnozstvi velkych krystali.
U biologickych materialii se upiednostiiuje rychlé chlazeni. Zde se vytvari malé krystalky
a nehrozi tak poskozeni materialu.

Naslednym krokem je proces sublimace ledu, kdy dochazi ke snizovani tlaku
nad zmrazenym roztokem. Hodnota vakua se vétSinou pohybuje okolo nékolika desitek
az jednotek pascalt (tlak je pod hodnotou trojného bodu).

Vzniklé pary jsou rychle odvadény, aby nedochazelo k snizeni vakua. Sublimacni proces
odstrani okolo 95 % vody.

V treti fazi lyofilizace se odstraniuje zbytkova vlhkost. Tlak je stale nizky, avSak teplota
se postupné zvySuje nad 0 °C, dochdzi k tzv. vakuovému suSeni. Na konci této faze obsahuje
materiadl pouze n¢kolik malo procent vlhkosti, ¢asto i méné€ nez 1 %.

Posledni fazi je vyrovnani tlaku, to se provadi vhanénim suchého filtrovaného vzduchu
nebo inertniho plynu (vétSinou dusik nebo argon) [49].

Pokud jsou liposomy lyofilizovany, mize u nich dojit k Giniku enkapsulovaného materialu
v pribéhu procesu rehydratace v dasledku zmény struktury lipidni dvojvrstvy (pfechod
ze struktury uspotfadaného gelu sol na kapalny krystal). Proto se k nim pfidava adekvatni
mnozstvi kryoprotektiv na bazi disacharidii, jako je napf. trehaléoza. Ta je idealnim
kryoprotektivem, které brani tvorbé ledovych krystalii poSkozujicich liposomalni membrany.
Zarovenn uchovavd lipidni membrany tvofené nenasycenymi fosfolipidy ve struktuie
kapalnych krystalti, coz zabrani permeabilizaci membran pii rehydrataci [6].

2.2 Nuklearni magneticka rezonance (NMR)

Magnetick4 rezonance (MR) patii mezi moderni zobrazovaci metody. Jeji velkou vyhodou
je vyrazny tkanovy kontrast —schopnost odliSeni jednotlivych tkéni i tkdni s podobnou
strukturou. Tohoto se vyuZiva pfi odliSeni normalni tkané od tkané€ patologické. V tomto
ohledu m4 MR vysadni postaveni mezi v§emi zobrazovacimi metodami.

Vyuziti MR je velmi S$iroké, od klasického zobrazeni centrdlni nervové soustavy
po zobrazeni cév (MR angiografie), kloubti, organii hrudniku (srdce) a bficha ¢i dalsi
specialni techniky jako napftiklad funkéni MR mozku. Doba MR vySetfeni je riizna, podle
vySetfované oblasti, vétSinou kolem 30—60 minut [50].

NMR je fyzikdlné-chemicka analytickd metoda. Jeji nazev lze rozlozit na:

nuklearni - protoze metoda vyuziva vlastnosti jader

magneticka - magnetické momenty jader zaujimaji v homogennim magnetickém poli
21+ 1 orientaci liSicich se energii, vektor magnetického momentu
jadra vykonavéa kolem vektoru magnetického pole precesni pohyb

rezonance - jadra na nizsi energetické hladiné jsou schopna absorbovat energii
a prechazet do excitovaného stavu [51].
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Absorpce radiofrekvencniho zateni u NMR je podminéna ptitomnosti silného magnetického

pole, které je homogenni.

Magnetické vlastnosti jader, mizeme dle spinového kvantového ¢isla rozdélit na:

[=0 ... protonové i1 neutronové ¢islo je sudé, nemaji magneticky moment, neposkytuji NMR
signal (ljc, 1;0)

[>0 ... jadra s lichym pocet protonti, neutronii nebo obojiho, maji magneticky moment, jsou

aktivni v NMR experimentu.

[ =7 ... NMR aktivni, maji dipolarni magneticky moment (jsou vyhodné, maji jednoducha

spektra s velkou vypovédni hodnotou) (}H, c, 175N)

[>1 ... jadra s kvadrup6lovym magnetickym momentem, NMR aktivni, komplikované NMR
méfeni ('SLi, !N) [51].

Vsechna jadra, ktera maji nenulovy magneticky moment, zaujmou po umisténi
do homogenniho magnetického pole urcity konecny pocet orientaci, konkrétné¢ (2I+1),
ke sméru vloZzeného magnetického pole. Jednotlivé orientace se energeticky 1iSi a je mozné
dodédnim vhodného energetického kvanta vynutit zménu orientace jaderného magnetického
momentu a zpusobit tak pfechod z niz$i energetické hladiny na vyssi [52].

Jadra mnoha atomu s jadernym spinem (spin — forma thlového momentu) se tedy chovaji
jako magnetické dipoly a mohou se vyskytovat bud v excitovaném stavu (kdy jsou
orientovany proti vnéjSimu magnetickému poli) nebo v zédkladnim stavu (zde jsou orientovany
souhlasné s vnéj$Sim magnetickym polem). Pfechod mezi t€mito stavy je doprovazen absorpci
nebo emisi energie v radiofrekvenénim pasmu. Frekvence energie emitované excitovanymi
jadry je pifimo umérna intenzit€¢ vnéjSiho magnetického pole. Vztah mezi rezonanéni
frekvenci a vnéj$im magnetickym polem je zavisly na typu rezonujiciho jadra, tim je mozné
v NMR detekovat riznd atomova jadra.

Rezonanéni frekvence je modulovana stinicimi efekty elektroni, které obihaji kolem jadra
(elektron nese zaporny naboj a protoZe se pohybuje, vytvafi kolem sebe lokalni magnetické
pole, které ovliviiuje vnéjsi (vlozené) magnetické pole). Tyto nepatrné rozdily rezonanc¢ni
frekvence protonli v riznych strukturnich skupinach se vyuZzivaji pro NMR [53].

Samotny NMR experiment lze shrnout tak, Ze po vloZeni do silného magnetického pole,
dojde k rozstépeni ptivodné jednotné energetické hladiny jader na 2I+1 hladin (Zeemaniv
jev); u nejcastéji sledovanych prvka se spinovym kvantovym c¢islem I = % jde o Sté€peni
na dvé hladiny. Dochazi k uspofadani magnetickych momentii jader ve sméru souhlasném
(niz8i energetickd hladina, populace o) nebo proti sméru magnetického pole (vyssi
energetickd hladina, populace p), pfi¢emZ velmi nepatrné ptevazuje populace o.. Magneticky
moment jader vykonava tzv. precesni pohyb, jehoZ frekvence (tzv. Larmorova frekvence)
zavisi na typu atomového jadra (vyjadfeném gyromagnetickym pomérem — charakteristika
j&dra) a na intenzit¢ efektivniho magnetického pole. Soucasné odpovida frekvenci (energii)
fotonu schopného excitovat jadro (tj. prevést jej z populace o do populace B) [51].

Frekvenci lze vyjadrit vztahem, viz rovnice (3):

1 1
f0=—-y-BO-(l—0')=—-y-Beﬁr €)
2n 21
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kde: f je frekvence, y je gyromagneticky pomér, By je magneticka indukce vlozeného
magnetického pole, o je stinici konstanta a B je intenzita efektivniho magnetického pole
pusobiciho na konkrétni jadro.

S cCasem se méni smér magnetického momentu, kazdého precesujiciho protonu.
Tyto protony se pohybuji v riznych fazich, tim dochézi k vzajemnému vyruseni jejich vlivu
na celkovy vektor matrice tkdn¢ v ose x a y [53].

Dulezit¢ je chovani vektoru vysledné makroskopické magnetizace M (tj. soucet
magnetickych momentt vSech jader, jehoz velikost je pfimo umérna rozdilu Cetnosti populaci
a a B). K tomu, abychom zmé&fili — “zviditelnili“ vektor makroskopické magnetizace, snazime
se ho vychylit ze sméru osy zdo roviny xy. K preklopeni dochazi plsobenim
radiofrekvencniho pulsu, tj. dodanim energie, ktera prevede ¢ast jader z populace a do f.
Pohyb vektoru M se pak jevi jako sklapéni do roviny xy, kdy uhel sklopeni zavisi na integralu
dodané energie, tzn. na intenzit¢ radiofrekvencniho impulsu a na délce jeho trvani [51].

Obrazek 14: Piisobeni radiofrekvencniho pulsuf53]

Po dodani energie radiofrekvenénim impulsem, se vektor M sklopi v idealnim ptipadé o 90°
(dojde k vyrovnani Cetnosti populaci o a B) a rotuje v rovin€ xy s Larmorovou frekvenci.
Po ukonceni impulsu dochézi k deexcitaci — ustavuje se pivodni Cetnost populaci o a 8
a vektor makroskopické magnetizace se navraci zpatky do plivodniho stavu, tj. do souhlasné
orientace s osou z. Kdyz do roviny xy umistime pfijimaci civku, bude se v ni indukovat napéti.
Signal, ktery takto ziskame, se oznacuje FID (free induction decay), zavislost intenzity
signdlu (napéti) na Case. Tuto zavislost poté pietransformujeme Fourierovou transformaci
(matematickd metoda, kterd zméni funkci z asové domény do domény frekvenéni) [51].

Proces navratu systému z vybuzeného stavu do stavu piivodniho, se nazyva relaxace, jadro
se zbavuje energie, kterou absorbovalo bez jejiho vyzafeni. Casova konstanta, ktera uréuje
jak rychle v dané latce (tkani) tento proces probiha, se oznacuje T,. Jde o spin-mfiiZkovou
(podélnou) relaxaci - T.

PreruSenim elektromagnetického impulsu se pterusi 1 synchronizacni efekt, protony nemusi
nadale vykondavat svilj precesni pohyb s naprosto stejnou (Larmorovou) frekvenci. Diky
malym nehomogenitdm v magnetickém poli MR magnetu a vlivem slabych magnetickych
poli, které vznikaji v okolni tkani, se jednotlivé protony za¢nou od této frekvence odchylovat.
Tedy protony se nepohybuji synchronné a ma to za nasledek ztratu magnetizace. Rychlost
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tohoto déje popisuje pficny (spin-spinovy) relaxacni ¢as T,, jehoz velikost zavisi (stejné
jak u ¢asu T;) na chemické struktufe zkoumané latky.
V praxi je vSak tézké urcit okamzik, kdy je podélnd nebo pficné relaxace Uplné ukoncena,
proto si zde pomahame “poloCasem rozpadu® a T, definujeme jako dobu potifebnou k tomu,
aby vektor podélné magnetizace ziskal zpct 63 % svoji plvodni velikosti. A T, jako cas,
za ktery velikost pficné magnetizace klesne na 37 % ptvodni hodnoty.

Obecné plati, ze tkané s vysokym obsahem tekutin (vody) mivaji dlouhé ¢asy T, T; a tkdné
s obsahem tuku maji ve srovnani s tekutinou oba Casy relativné kratké. Molekuly tuka jsou
totiz o dost vétsi nez molekuly vody a proto se ve svém prostfedi pohybuji pomaleji. Protony
diky tomu snadnéji ptedaji svou piebytecnou energii molekuldm tuku. Protony tedy relaxuji
zpét do svého paralelniho uspofadéni v tukovém prostiedi rychleji, T; je kratsi. Relaxaéni Cas
T, je v tukové tkani také krat$i. Tim, Ze se molekuly tuku pohybuji pomaleji, vytvari tak delsi
dobu vétsi nehomogenity v magnetickém poli tkang, a tak naruSuji piivodné synchronni
precesi vSech protont [4]. Pro Iékaiské zobrazovani je nejvyznamnéjsi vodik 1H, ktery tvoii
skoro 2/3 vSech atomu lidského téla. Proto se vyuzivaji predevsim vodikova NMR spektra
[53].

2.2.1 Kontrastni latky pro MRI

Pii vySetfeni MR mitiZze byt aplikovana kontrastni latka (vétSinou intraven6zng). Samotné
kontrastni latky usnadiiuji relaxaci protond a tim zkracuji relaxacni ¢as T; a T,. Jedna
se 0 paramagnetické substance (nejb&zn&jsi z uzivanych latek je gadolinium ve formé Gd*"),
které tim, Ze zkracuji cas T;, davaji v T; vazenych obrazech silnéjSich signal z téch tkani,
do kterych tato latka pronika. Tyto kontrast zvysujici substance v nékterych ptipadech
umoziuji zviditelnit i struktury, které by nebylo mozné od sebe odliSit na nativnim MR
obrazu. Kontrastni latky pouzivané pro MR obsahuji nejcastéji slouceniny gadolinia, vzacné
manganu nebo zeleza vazané ve stabilnich slouceninéch, tzv. chelatech [54][4].

V soucasné dob¢ nejvice vyuzivané kontrastni latky jsou termodynamicky i kineticky
stabilni. Gd-DTPA byla prvni ve vodé¢ rozpustnd, ledvinami vylucovatelna kontrastni latka,
ktera byla schvalend 1 pro klinické pouziti. V dnesSni dobé& je pouZivana pod komerénim
jménem Active Ingredient™. B&zné se dnes pouzivaji v klinické praxi i jiné kontrastni latky
obsahujici Gd**, napi: Gd-DOTA nebo HP-DO3A (obréazek 15).
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Obrazek 15: Kontrastni latky pouzivané v klinické praxi obsahujici gadolinium [4]
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Nevyhodou nizkomolekularnich chelati gadolinia, které se vyuzivaji v MRI, je fakt
ze rychle difunduji do tkdn€ a do intersticidlniho prostoru, coz vede ke snizeni intenzity
signalu v poSkozené oblasti nebo v oblasti, kterou chceme zobrazit, a soucasné se zvysuje
signal okolnich tkani. Mezi dalsi nevyhodu téchto latek lze zaradit i to, Ze jsou rychle
vyluCovany z krevniho obé&hu. Kvili témto nevyhodam je tfeba ptesného injekcniho
davkovani a optimalni naCasovani pro ziskani diagnosticky vyznamnych obrazii z MR.
Uvedené rychlé snizovani koncentrace v krvi téchto latek limituje mnoZzstvi zobrazovaciho
Casu, ktery mame k dispozici pro post-injek¢ni zobrazovani, a Cini tak tyto kontrastni latky
nevhodné napftiklad pro kvantitativni perfzni zobrazovani [4].

Perflizni zobrazovani je zpusob zobrazeni tkani, které jsou pro klasickou MR pfili§
nevyrazné nebo malé. Typickym piikladem jsou cévy, kapilary a nekrotické tkan€. Objekty
se na MR snimcich jednoduSe zvyrazni pomoci kontrastni latky. Pii vyhodnocovani se poté
analyzuje série snimkl v riznych ¢astech téla a v riznych Casovych intervalech. Na zaklad¢
ziskanych informaci se sestavi model pritoku kontrastni latky tkanémi [55].

2.2.2 Liposomy znacené gadoliniem

Jeden ze zpuisobt jak zvysit G€innost zobrazovani s kontrastnimi latkami je zajisténi vysoké
koncentrace gadoliniovych skupin v pozadované oblasti. Tento piistup vedl k navrzeni
a syntetizovani makromolekularniho Gd**, napt. ve form& liposomil, které tedy obsahuji
kontrastni cinidla, jako jsou Gd-DOTA nebo Gd-DTPA. Navic tyto makromolekularni
systémy mohou byt i bi-funkéni, to znamend, Ze mohou piisobit soucasn¢ jako zobrazovaci
kontrastni ¢inidla a zéroven jako nosiCe léCiv (teranostika). Nejb&znéji se do liposomi
zabudovavaji kontrastni latky, které jsou schvalené FDA.

Kabalka a kol. pfed vice nez 20 lety jako prvni demonstrovali, jak zaclenit Gd-lipid
do liposomt. Také dokazali, Ze liposomy obsahujici Gd-lipidy skute¢né zvySuji intenzitu
signalu MR a vypozorovali, Ze jejich paramagnetické liposomy byly vhodné na zobrazeni
jater, sleziny, kostni dfen¢ a dalSich organd. Oliver a kol. v roce 2006 a Kamaly a kol. v roce
2008 popsali bi-funkéni paramagnetické liposomy. Takovéto systémy piedstavuji zacatek
nového a vétsiho posunu smérem k vytvofeni multi-funkéniho zobrazovani paramagnetickymi
liposomalnimi systémy. Pro Uspésné aplikace in vivo bylo zapotiebi zvysit polocas cirkulace
liposom1 v krvi. Toho bylo dosaZeno modifikaci liposomalniho povrchu polyethylenglykolem
(PEG) [4].
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Napftiklad Ayyagari a kol. pfipravovali PEGylované liposomy (samotné liposomy byly
slozeny z DPPC, cholesterol, mPEGyp-DSPE v poméru 55:40:5) s enkapsulovanym
gadoliniem (hydratace 0,5M gadodiamidem coZ je G¢inna latka, kterd je v piipravku Active
Ingredient”) s velikosti okolo 100 nm. Tyto liposomy v krysim modelu vykazovaly vyznamné
zvysSeni kontrastniho zobrazeni cév (které vydrzelo vice jak 4 hodiny) po aplikaci takto
znacenych liposomu dochazelo i ke zlepSeni prostorovych detailti [56].

Obrazek 16: Potkani MR-angiogramy, oblasti krku a hlavy [56]

Na obrazku 16 jde vidét ziskané potkani MR-angiogramy oblasti krku a hlavy, kde jsou
zobrazeny snimky:

A. Pre-kontrastni snimek mozku a hrudniku.

B. Post-kontrastni obraz mozku a hrudniku, po 4 hodinach od aplikace 0,2 mmol Gd/kg, kdy
byly pouZity Gd-liposomy s PEG. Na snimku Ize jasné¢ vidét bazilarni tepny (které jsou
oznaceny Cisly 1-4), krkavici (5) a kréni Zily (6).

C. Post-kontrastni obraz mozku a hrudniku, 1 hodinu po injekci 0,2 mmol Gd/kg klinicky
uzivaného gadodiamidu (Active Ingredient®).

Ze studie vyplyva, Ze pouziti Gd-liposomli s PEG poskytuje vynikajici vizualizaci cév.
A je lepsi alternativou neZ nizkomolekularni Gd-chelaty. Navic 1 n€kolik hodin po aplikaci
zde je moznost opakovat snimky, pokud by byl vysledek po prvnim zobrazeni nejednoznacny
[56].

Do budoucna by multi-funkéni Gd-liposomy mohly byt vpravovany intravendzné
do krevniho feCiSté¢ pacienta, ndsledné¢ by dochdzelo k jejich akumulaci v cilovém,
postizeném, misté. Pacient by podstoupil MR, kde by liposomy slouzily jako kontrastni latka
a zaroven by dochazelo k uvoliiovani enkapsulovanych 1é¢ebnych latek ptfimo v postizeném
misté, viz obrazek 17. Jednim z moznych vyuziti je 1écba tumoru, kde by aplikace téchto
nanocastic mohla vést k diagnosticky i terapeuticky ucinnégjsi 1écbe [57].

27



. Gd-chelaty

%
é;, Léciva latka

—_—
ég Polymer 8.
Q\__\ Specificky ligand ) ) . Terapie
- Teranostikum (liposom) Aplikace a kumulace liposomi

Obrazek 17: Schéma slozeni multi-funkcnich Gd-liposomii, jejich aplikace, nasledna diagnoza
a terapie[57][58]

Jednou z dalSich moZnych variant vyuZiti téchto liposomil je 1 zobrazeni a 1écba trombd,
viz obrazek 18. Kdy by bylo mozné pouzit jako specifické ligandy naptiklad RGD peptidy
cilené k aktivovanym krevnim desti¢kdm, nebo proteinové bindery rozpoznavajici vlakna
fibrinu. Liposomy by tedy opét slouzily jako cileny nosi¢ kontrastni latky (diagnostikum)
a zéroven by obsahovaly enkapsulované trombolytikum, napf. plasmin (terapeutikum), které
zpusobi postupnou degradaci trombu [59]. Dohromady tento systém tvoii moderni
teranostikum (diagnostikum plus terapeutikum).

trombus teranostikum liposomy uvoliiujici trombolitikum,
rozpad trombu

aplikace teranostika zobrazeni trombu pomoci MR

Obrazek 18: Zobrazeni aplikace a vyuziti liposomii znacenych gadoliniem, pri lécbé a zobrazeni
trombii [59]
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2.3 Vybrané metody pro charakterizaci liposomii

Liposomy mohou byt charakterizovany nékolika metodami, dle toho jakou informaci chceme
pfesn¢ ziskat. K analyze lipidi se vyuziva napiiklad chromatografie na tenké vrstve,
vysokouc¢inna kapalinova chromatografie a plynova chromatografie spojena s hmotnostni
spektrometrii, zfidka také NMR. Pro urceni velikosti liposomil se nej¢astéji vyuzivaji metody
jako je analyza pomoci dynamického rozptylu svétla (DLS), analyzy trajektorie ¢astic (NTA,
nanoparticle tracking analysis). KomplexnéjSimi metody pro zobrazeni struktury liposomi
jsou napiiklad: transmisni elektronovd mikroskopie (TEM), skenovaci elektronova
mikroskopie (SEM), kryo-transmisni elektronova mikroskopie (cryo-TEM) atp. [60].

2.3.1 Dynamicky rozptyl svétla

Tato metoda slouzi ke stanoveni velikosti ¢astic v nesedimentujicich koloidnich disperzich.
DLS je také znama jako fotonova korelacni spektroskopie nebo kvazielasticky rozptyl svétla
(QLS). Castice se vkapaling pohybuji Brownovym pohybem, nahodnymi sméry,
vzdalenost, kterou musi rozptylené svétlo urazit k detektoru je tedy funkei casu. Vysledkem
jsou fluktuace intenzity rozptylené¢ho svétla okolo jeji primérné hodnoty. Z téchto fluktuaci
se ziska korela¢ni funkce, ktera predstavuje vztah mezi primérem intenzity v Case (t+7)
av Case t. Pfi velké hodnoté 7 (7 je zpozdéni) jsou I(t) a I(t+7) na sob€ nezéavislé. Naopak
pii kratkém zpozdéni na sobé zavislé jsou. V piipad€ kulovitych astic, které maji stejnou
velikost lze korela¢ni funkei vyjadfit v exponencialnim tvaru, rovnice (4):
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kde 7. je imérné difiznimu koeficientu ¢astic D, rovnice (5)
1
te= DQZ (5)

0 je vlnovy vektor. 7, mé Casovy vyznam, je to doba, za kterou se intenzita vrati z fluktuace
zpét na primérnou hodnotu. Ziska se vynesenim In g(r) proti 7. Hydrodynamicky polomér

castic R je poté, za pouziti Stokes-Einsteinovy rovnice pro difizni koeficient dan vztahem, viz

kTN o
(2o
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kde R je hydrodynamicky polomér, k je Botzmannova konstanta a # je dynamické viskozita
rozpoustédla [60][61][62].
DLS je neinvazivni metoda velmi vyuziva pro urCeni velikosti, nebo stanoveni velikostni
distribuce koloidnich ¢astic. Vysledky byvaji v dobré shodé¢ s vysledky ziskanymi pomoci
elektronové mikroskopie [61].

Ptistroje DLS (naptiklad Zetasizer Nano ZSP, of firmy Malvern, viz obrazek 19) méfi tedy
rychlost fluktuace intenzity, kterou vyuzivaji pro vypocitani velikosti ¢astic pomoci korelacni
funkce.

29



Obrizek 19: Zetasizer Nano ZSP, of firmy Malvern (Laboratoi NanoPharm, VUVeL, Brno)

Pokud se méfi velké ¢astice, které se pohybuji pomalu, fluktuace intenzity rozptyleného svétla
bude niZsi nez v pripadé malych castic, které se pohybuji rychleji. Viz obrazek 20 [63].
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Obrazek 20: Korelacni funkce pro malé a velké castice[63]
Z korelaéni kiivky je poté vypocitana distribuce velikosti. Metoda DLS nabizi tfi mody
vyjadieni distribuce: distribuce intenzity, objemu a poc¢tu. Dobry zptsob jak popsat rozdil
téchto distribuci je vzorek, obsahujici jen dvé velikosti ¢astic (napf. 5 a 50 nm) s rovnajicim
se poctem kazdé velikosti. Viz obrazek 21.

Distribuce poctu: maxima maji stejnou velikost (1:1), protoZe je ve vzorku stejny pocet
castic.

Distribuce objemu:  plocha maxima pro 50 nm ¢astici je 1000krat vétsi nez maxima pro 5 nm
(pomér je 1:1000), to proto, Ze objem 50 nm cCastice je 1000krat vetsi

. NP . . 4
nez 5 nm castice (objem koule se rovna 3 7-r)
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Distribuce intenzity: plocha maxima pro 50 nm je milionkrat vétSi, nez maximum pro 5 nm
(pomér 1:1 000 000), protoze velké castice rozptyluji mnohem vice
svétla nez malé Castice, intenzita rozptylu Céstice je imérna Sesté
mocning jejiho praméru [63]
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Obrazek 21:Distribuce cdstic na pocet, objem a intenzitu.[64]

DLS je mozné také vyuzit pro méteni {-potencidlu. Vznik sitového naboje na povrchu ¢astic
ovlivituje distribuci iontd. To mé za nasledek zvySenou koncentraci opacnych iontd tésné
u povrchu castice. Kolem kazdé ¢astice tedy existuje elektrickd dvojvrstva [60].

Zjisténa velikost C-potencidlu vypovida o stabilité¢ koloidniho systému. Pokud by méli
castice v suspenzi velky nebo maly zaporny (-potencial budou se navzajem odpuzovat
a snizuje se pravdépodobnost flokulace. Jestlize je hodnota zeta potencidlu nizkd, pak neni
v suspenzi pfitomna sila, ktera by flokulaci zabranovala. Obecné lze fici, Ze pokud je -
potencial vétsi nez +30 mV, nebo mensi nez —30 mV, lze povazovat koloidni systém
za stabilni. Velmi dileZitym faktorem je hodnota pH, kterd vyrazné ovlivituje {-potencial
[65]. V elektrickou dvojvrstvu miizeme tedy rozdélit na dvé zakladni ¢asti. Kompaktni blizsi
cast k povrchu castice zde pusobi sily adsorpéni a elektrostatické, tzv. Sternova vrstva.
A vzdalenéjsi, vnéjsi diftizni ¢ést, kde mizeme tyto sily zanedbat, ionty jsou zde méné pevné
pfipojené. Uvnitf difuzni vrstvy existuje pomyslna hranice, kde ¢éstice a ionty tvofi stabilni
jednotku. KdyZ se dana Castice pohybuje, ionty uvniti hranice putuji spolu s ni, kdezto ionty
za touto hranici s ¢astici neputuji. Tato hranice se oznacuje, jako rovina skluzu nebo povrch
hydrodynamického smyku. Existujici potencial na této hranici se oznacuje jako {-potencidl
(obrazek 22) [65][66].
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Obrazek 22: Zobrazeni elektrické dvojvrstvy, (-potencialu[67]

2.3.2 Analyza trajektorie ¢astic, NTA

Analyza trajektorie Castic je pomérné nova technika, kterd vyuziva jak rozptylu svétla,
tak Brownova pohybu k ziskani distribuce velikosti Castic vzorku v kapalné suspenzi.
Browntiv pohyb nanoc¢éstic je analyzovan v redlném case vysoko citlivostni CMOS kamerou.
Castice jsou soub&zng, ale oddélené vizualizovany a sledovany. Diky tomu, Ze ¢astice jsou
vizualizovany a analyzovany oddélené, ziskand velikost Castic a distribuce velikosti neni
brana jako Z-average distribuce, jako je tomu standardné u metody DLS a vysledek je diky
tomu piesnéjsi [68].

Princip metody spocivd ve vedeni laserového paprsku pies komoru se vzorkem,
kde dochazi k rozptylu svétla na casticich vzorku, coz umoZziuje jejich vizualizaci
(obrazek 23). Kamera poté zachycuje video soubor s Brownovym pohybem &astic. Castice
jsou sledovany jednotlivé apomoci Stokes-Einsteinovi rovnice jsou vypocitané
hydrodynamické primeéry [69].

Mikroskop se sklad4d znékolika hlavnich €asti a to z: tubusu s elektronovou optikou,
vakuového systému, nezbytné elektroniky (jako je napf. napdjeni coCek pro zaostfeni nebo
vychylovani elektronového paprsku) a softwaru.

NTA analyzou Ize sledovat ¢astice s primérem okolo 50 az 2 000 nm. Analyza je zavisla
na typu Castic. Napiiklad vizualizace nejmenSich Castic je mozna, pokud maji vysoky index
lomu, jako je zlato nebo stiibro.

NTA ma vyuziti v celé fad¢ aplikaci, od nanotoxikologie, agregace proteini nebo u nosic
1é¢iv [70]. Na obrazku 24 1ze vidét piistroj NanoSight NS500 od firmy Malvern Instruments
Ltd.
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Obrazek 23: znazornéni optického usporadani pouzitého v NTA[69]

Obrizek 24: NanoSight NS500 (Malvern Instruments) (Laboratoi NanoPharm, VUVelL, Brno)
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2.3.3 Opticka emisni spektrometrie s induk¢éné vazanym plazmatem

Pro urceni slozeni liposomd, respektive k jejich prvkové analyze lze vyuzit metodu optické
emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-OES). Pti této technice, jak jiz
nazev napovida, se vyuziva emisni atomové spektrometrie a indukéné vazaného plazmatu.

Analyzované vzorky jsou v kapalné form¢. Pevné latky se pfed analyzou musi pievést
do jemné suspenze. Vzorek vstupuje zpravidla pomoci peristaltické pumpy do zmlzovace,
kde dochazi k vytvoreni aerosolu. Velké kapky aerosolu se diky odstfedivym sildm odseparuji
v mlzné komote. Jemné kapicky aerosolu se poté pomoci injektoru piivadi do plazmatu [71].
Plazma je soubor nabitych a neutralnich ¢astic, kdy plati, ze jeho prostorovy néboj je ptiblizné
roven nule (je tedy kvazineutrdlni) [72]. Plasma slouzi k atomizaci a je zdrojem energie
pro excitaci ¢astic. Vznika piisobenim vysokofrekvencniho elektromagnetického pole pomoci
induk¢ni civky, obvykle v prostfedi argonu a dosahuje teploty, az 10 000 K. Excitované
castice vzorku poté emituji zafeni o danych vinovych délkach, které se dale detekuje [71]
[73]. Dalsi casti pristroje jsou disperzni prvky monochromator nebo polychroméator
(napt. Czerny-Turner, Paschen-Runge) a detektor (nejcastéji fotonasobice, popiipade
fotodiody, diodova pole, CCD detektor), viz obrazek 25.

Ml
peristalticles Cerpadlo

Obrazek 25: Schema ICP-OES[74]

Kazdy prvek ma své vlastni charakteristické spektrum. Emisni zafeni, které je detekovano
se prevadi na elektronické signaly, které jsou dale zpracovéany, a vysledkem je stanoveni
koncentrace daného prvku v analytu [73].

2.4 FElektronové mikroskopy

Elektronové mikroskopy, jsou optické piistroje, které na rozdil od svételnych mikroskopt
vyuzivaji elektrickym polem urychlené elektrony a misto sklenénych cocek se vyuzivaji
cocky elektromagnetické. Vzorek musi byt po celou dobu sledovani umistén ve vakuu, aby
nedochézelo k interakci elektronii s molekulami plynu a nedochazelo tak k ovlivnéni drahy
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letu elektronti. Velmi dilezity je fakt, ze elektronové mikroskopy pracuji s podstatné kratsi
vlnovou délkou (~0,01-0,001 nm), nez ma viditelné svétlo (400-700 nm), ndm umoznuji
dosdhnout mnohem vys$siho rozliSeni. Elektronové mikroskopy nam mohou poskytnout
informaci o mikrostruktufe vzorku, jeho krystalografii nebo o jeho chemickém sloZeni.
Obecné lze rozlisit elektronové mikroskopy do dvou kategorii. Na transmisni elektronové
mikroskopy (TEM) a na skenovaci (rastrovaci) elektronovou mikroskopii (SEM) [75].

2.4.1 Transmisni elektronovy mikroskop — TEM

TEM byl poprvé sestrojen v roce 1930 Ruskou a Knollem, vyvoj tohoto mikroskopu byl
zapocat predevs§im kviili omezené rozliSovaci schopnosti svételného mikroskopu [75].

Z transmisni elektronové mikroskopie ziskdvame obraz nebo difrakéni obrazec tenkého
vzorku, ktery se prozafuje rychlymi elektrony, elektrony tedy prochézi skrz vzorek a az poté
jsou detekovany. Mikroskop muze byt vybaven spektrometry rentgenového zéafeni a poté
je mozné provadét i lokalni kvantitativni chemickou analyzu prvki, s prostorovym rozli§enim
okolo 1 nm a citlivosti blizici se n¢kolika atomim [76].

Mikroskop se sklada z nékolika hlavnich ¢asti: tubusu s elektronovou optikou, vakuového
systému, nezbytné elektroniky (napf. napdjeni cCofek pro zaostiovani a vychylovani
elektronového paprsku, zdroj vysokého napéti pro zdroj elektronil) a softwaru [77].
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Obrazek 26: Schéma transmisniho elektronového mikroskopu[78]
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TEM pracuje, naptiklad v piipadé¢ materidlového vyzkumu, s urychlovacim napétim
od 100 az 400 kV. S nov¢ vyvijejicimi se korektory magnetickych Cocek roste v posledni
dobé izijem o urychlovaci napéti i pod 100 kV, pfi pouziti niz§i energie dopadajicich
elektronti nedochézi k tak velkému radiacnimu poskozeni citlivych vzorka [76].

V zékladni skiini je umistén vakuovy systém mikroskopu a fidici elektronika. Ve svislém
tubusu je elektronova tryska, akcelerdtor elektrond, magnetické cocky osvétlovaci
a zobrazovaci soustavy a také pozorovaci a fotografickd komora (obrazek 26). V celém tomto
systému je neustdle udrzovano vakuum 107 az 107 Pa. Kolem elektronové trysky nebo
v prostoru vzorku, ktery se vklada do tubusu, je potfeba nejvyssiho vakua [79].

U elektronového mikroskopu je tieba, aby elektronovy zdroj poskytoval koherentni svazek
elektront, ty by meély vychazet z bodového zdroje a mély by mit stejnou energii [80].
Nejcastéji emisi elektronti zajistuje katoda z wolframového dratku, ktera je ve tvaru pismene
V, zhavi se na teplotu okolo 2 800 K. Mén¢ se pouzivaji autoemisni elektronové trysky, jejich
nevyhodou je nutné dosaZeni ultravakua, 10”7 az 10 Pa, coZ je velmi nakladné [79].

Anoda, s kruhovym otvorem ve svém stiedu, elektrony ptitahuje a dava jim dostatecné
zrychleni na prilet tubusem mikroskopu. Katodové vldkno je vystfedéno do otvoru tzv.
Wehneltova vélce, se zdpornym piedpctim, kde se diky jeho pisobeni, okolo emitujiciho
hrotu katody vytvofi mrak elektroni. Ty jsou postupné odsavany z Wehneltova valce k anodé,
elektrony maji dostate€nou rychlost a spravny smér, aby prolétly dale do tubusu. Wehneltiv
valec tak v podstaté funguje jako prvni elektrostatickd ¢ocka mikroskopu.

Elektronova optika elektronové trysky promitd obraz emisniho hrotu vladkna do prostoru
kiizisté. To slouzi jako zdroj elektronii a jeho poloha lze ménit centrovanim katody. Cim

vvvvvvvv

vvvvv

vvvvv

obraz zaostfujeme do roviny preparatu [79][80].

Elektronova tryska skondenzorovymi cockami, tvoii osvétlovaci ¢€ast transmisniho
elektronového mikroskopu. Cast zobrazovaci se skladd z drzaku na preparat, do kterého
se vkladaji sitky. Na kterych je preparat, ktery chceme pozorovat. Dalsi ¢asti je objektiv, ten
je nejvykonnéjsi cockou mikroskopu. Mé nejvétsi zvétSeni a nejkratsi ohniskovou vzdalenost.
Samotna civka objektivu ma velky pocet zaviti, aby se dosédhlo poZadovaného vykonu.
Zobrazovaci ¢ast mikroskopu také tvofi mezicocky, projektivy a pozorovaci stinitko [80].

Pro zobrazeni elektronti, které proSly preparitem a zobrazovacim systémem, je tieba
prevést informace, které nesou, do oblasti viditelného svétla pomoci stinitka. Stinitko byva
pokryto nejcastéji ZnS, ktery je schopny v zdvislosti na energii a mnozstvi dopadajicich
elektronli emitovat svétlo s vinovou délkou 450 nm. Kvili necistotdm se vSak emise posouva
blize k 550 nm, tedy k zelenému svétlu [77].

Po dopadu elektroni na vzorek, mize dochéazet napiiklad k amplitudovému kontrastu
obrazu (kdy nékteré elektrony jsou absorbovany v zévislosti na tloust’ce a sloZeni vzorku),
fazovému kontrastu v obraze (n€které elektrony jsou rozptyleny pod malymi uhly, velikost
uhlu zavisi na slozeni vzorku), difrakcnim kontrastu obrazu (v krystalickych preparatech jsou
elektrony rozptyleny do odliSnych smért, v zavislosti na krystalické struktute), zpeétné
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rozptylenym elektroniim (nékteré dopadajici elektrony jsou odrazeny) nebo mize dochazet
ke vzniku sekundarnich elektronii (dopadajici elektrony, zplsobi, ze vzorek sam zalne
dva jevy. Celkovym vystupem z TEM je trvaly zaznam snimku, ktery se ziskd pomoci CCD
(charge coupled device) kamer [77][80].

2.4.2 Skenovaci elektronova mikroskopie — SEM

Prvni funkéni skenovaci elektronovy mikroskop byl zkonstruovan V. K. Zworykinem a kol.
jiz vroce 1942. SEM umoziuje ziskavat informaci o povrsich Sirokého spektra materidlt
[75]. U SEM dochazi k interakci primarnich elektroni se vzorkem za uvolnéni sekundarnich
elektronti, které se vyuzivaji k zobrazeni. Druhou moznosti je zobrazeni pomoci zpétné
odrazenych elektrond. Vzorek se tedy ozaii koncentrovanym svazkem elektroni. Zdrojem
elektront je zhavena katoda z wolframového vlakna [81].

Elektronovy svazek se pohybuje po vzorku fadek po fadku a vysledny obraz se tedy vytvari
postupnym skenovanim. Jednoducha piiprava vzorkll a snadnd interpretace obrazu ¢ini SEM
popularnim a rozSifenym [82]. Skenovaci mikroskop ma statisicindsobné zvétSeni.
Rozlisovaci mez SEM zavisi predevSim na pruméru stopy fokusovaného elektronového
svazku na povrchu preparatu. U piistroji s wolframovou piimo Zzhavenou katodou
se rozliSovaci mez dostava do rozmezi 10 az 15 nm. U novéjsich typl, které pouZivaji
autoemisni elektronové trysky dosahuji rozliSovaci meze az na 1 nm. RozliSovaci mez SEM
(stejné€ jako je tomu u TEM) je ovlivnéna mnoha vadami zobrazeni (napf. chromaticka vada,
astigmatismus aj.). Tyto vady lze minimalizovat pouZzitim clonek a specidlnimi druhy
elektromagnetickych cocek. S rostoucim zvétSenim u SEM klesé hloubka ostrosti vzniklého
obrazu. Proto se pii zobrazovani musi volit kompromis mezi zvétSenim a hloubkou ostrosti
obrazu tak, aby bylo ziskdno optimalni hloubky ostrosti v zobrazenych detailech povrchu
preparatu [83].

Rozdily mezi mikroskopy, jsou pro lepsi pochopeni, zndzornény na obrazku 27.
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Obrazek 27: Rozdil mezi elektronovymi mikroskopy (TEM, SEM) a svetelnym mikroskopem [84]
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2.4.3 Kryo-transmisni elektronova mikroskopie

Transmisni elektronové kryo-mikroskopie (Cryo-TEM) ndm umoziuje zobrazit a studovat
struktury nanoobjektl (napf. viry, proteinové komplexy) na urovni atomarniho rozliseni [85].
Jde o techniku, pii které se vzorek pozoruje pifi kryogennich podminkach. Mikroskop
je vybaven specialnim kryogennim drzdkem, ktery je chlazen pomoci kapalného dusiku
a funkci, kterd umoziluje minimalni osvit vzorku. Z divodu, aby pfi pozorovani vzorku
nedochdzelo k jeho zahtivani diky dopadajicim elektroniim a nedochazelo tak k sublimaci
ledu z jeho povrchu. Mtizou se pouzivat dva typy vzorkl a to tenké fezy nebo tenké filmy.
Napiiklad tenky film pfipravime nanesenim suspenze na sitku, ktera je pokryta uhlikovou
blankou. Po odsani pfebyte¢né kapaliny se provede mrazova fixace ponofenim do kapalného
chladiciho média [76].
Samotna pfiprava vzorkli je celkem narocna, proto se pro zajiSténi spolehlivych
a opakovatelnych vysledkii pouzivd automat Vitrobot (obrazek 28). Ten umozni ptesné
definované, opakovatelné a vysoce kvalitni zmrazeni vzorku [86].

Obrazek 28: Mikroskop TEM FEI Tecnai F20 (vievo), Vitrobot (vpravo) (Laborator elektronové
mikroskopie CEITEC)
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristroje a zafFizeni

- Zetasizer Nano ZSP, Malvern Instruments, UK

- NanoSight NS500, Malvern Instruments, UK

- NanoAssemblr™ Benchtop, Precision NanoSystems, Kanada

- Extrudér, Lipex Biomembranes Inc., Kanada

- Rotac¢ni odparka Heidolph Hei-VAP, Heidolph Instruments GmbH & Co., Némecko

- Vodni lazen Julabo U3-6A, JULABO GmbH, Némecko

- Analytické vahy Scaltec SBC-22, Scaltec Instruments GmbH, Némecko

- Mini pH metr Beckman ®110 ISFET, USA

- pH metr pH720 InoLab, WTW, Némecko

- Termoblok Cool-hotter dry bath incubator, Major Science, USA

- Lyofilizator Lyovac GT2, Leybold Hereaus, Némecko

- Karl Fischer titrator, Mettler Toledo, ngcarsko a USA

- Magnetickd michacka IKA Big Squid Froggy, /KA, Némecko

- Vortex IKA MS3 digital, /K4, Némecko

- Centrifuga Hermle Z200A, Hermle LaborTechnik GmbH, Némecko

- TEM: Jeol 2100, 100 kV, JEOL, USA s EDS: Oxford x-MAX 80T (SSD) Oxford
Instruments, UK

- TEM Philips EM 208, software Morgagni 268, FEI, Ceska republika

- Mikroskop cryo-TEM Tecnai F20, FEI, USA

- Cary 50 UV-VIS spektrofotometr, Agilent Technologies, USA

- ICP-OES model ULTIMA 2, Horiba Jobin Yvon, Francie

- 9,4 T NMR systém Bruker-BioSpec 94/30 USR, Bruker, Némecko

3.2 Pomiicky

- Dialyza¢ni membrana, Spectra/Por® 12-14 kD, Spectrum Laboratories, Inc., USA
Injekenti filtry Millex-GV PVDF 0.22 um, Merck Millipore + Sigma-Aldrich, USA
Strikacky INJ Braun Omnifix-f 1-3 ml, B. Braun Medical s.r.o., Ceska republika
Bézné laboratorni sklo a pomtcky

3.3 Chemikalie

- Soy PC, 840054, >99%, Avanti Lipids, USA

- Egg PC, 840051, >99%, Avanti Lipids, USA

- Cholesterol, >99%, Sigma-Aldrich, USA

- 18:0 DSPC, 850365, >99%, Avanti Lipids, USA

- Bis (18:0 PE)-DTPA (Gd), 791299, >99%, Avanti Lipids, USA
- 18:0 PE DTPA (Gd), 791275, >99%, Avanti Lipids, USA

- 16:0 Cyanur Cap PE, 870275, >99%, Avanti Lipids, USA

- DSPE-PEG(2000) Cyanur, 880122, >99%, Avanti Lipids, USA
- Gd-DOTA, Macrocyclics, USA
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- EDTA, >98%, Sigma-Aldrich, USA

- Hexahydrat chloridu gadolinitého, 99,999%, Sigma-Aldrich, USA
- Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethan), 99.9 %, Serva, USA
- Sacharosa 99,8%, Penta, Ceska republika

- Chlorid Zelezity hexahydrat 98%, Sigma-Aldrich, USA

- Thiokyanatan draselny 98%, Rodapis, Ceska republika

- Hydranal™ Coulomat AG Fluka, Sigma-Aldrich, USA

- Absolutni ethanol, Penta, Ceska republika

- Chloroform p.a., Penta, Ceska republika

- DMSO 99%, Sigma-Aldrich, USA

- Milli-Q voda

3.4 Optimalizace nanofluidiza¢ni metody

Pro ptipravu liposoml metodou nanofluidizace byl pouzit pfistroj NanoAssemblr™ Benchtop
(dale jen NanoAssemblr). Byl studovén vliv rychlosti priitoku a poméru organické:vodné faze
na velikost pfipravenych liposomil. Vodnou fazi byl SmM roztok Tris o pH = 7. Organickou
fazi byl absolutni ethanol s rozpusténymi lipidy (EPC). Koncentrace lipidl byla 6 mg/ml.

Na pfistroji NanoAssemblr byly nasledné nastaveny rtizné poméry pro michani organické
avodné faze (1:1, 1:3; 1:5) a rizné rychlosti priutoku (4 ml/min, 7 ml/min, 11 ml/min).
Velikost ziskanych liposomt byla proméfena na Zetasizeru Nano ZSP (Malvern Instruments).

3.5 Vliv lipidni kompozice a sloZeni vodné faze na velikost liposomii

Liposomy s riznou lipidni kompozici a vodnou fazi byly pfipraveny pomoci pfistroje
NanoAssemblr. Pomér organické a vodné faze byl 1:5, rychlost prutoku byla 7 ml/min.
Vodné faze byly miliQ voda, SmM Tris (pH = 7) a PBS. Jako organické faze byly pouzity
lipidy SoyPC, EPC a DSPC rozpu§téné v absolutnim ethanolu. Pfiprava liposomii z DSPC
lipidu probihala pfi teploté¢ 70 °C. Velikost liposomi byla proméfena na Zetasizeru Nano
ZSP.

3.6 Optimalizace obsahu cholesterolu v liposomech

Na pfistroji NanoAssemblr byly pfipraveny liposomy, obsahujici rizné molérni procenta
cholesterolu (10; 20; 30; 40 a 50 mol %). Pomér organické a vodné faze byl 1:5, rychlost
prutoku byla 7 ml/min. Vodnou fazi byl 5SmM pufr Tris o pH=7. Organickou fazi
piedstavoval ethanolovy roztok EPC lipidu s pfidanym mnozstvim cholesterolu.

Z hlediska dalsiho vyvoje liposomalnich preparatli pro ucely budouci intraven6zni aplikace
byl vybran DSPC a proto byl postup piipravy liposoma optimalizovan také pro tento lipid.
Pti ptiprave liposomli z DSPC byla nastavena teplota na termobloku pfistroje NanoAssemblr
na 70°C, tedy nad teplotu fazového ptechodu lipidni membrany tvofené z DSPC.
Koncentrace vyslednych liposomit byla 1 mg/ml. Velikost liposomd byla prométena
na Zetasizeru Nano ZSP.
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3.7 Porovnani liposomi, ziskanych metodou hydratace lipidniho filmu
s naslednou extruzi a pomoci metody nanofluidiniho sméSovani

Liposomy (70 mol % DSPC a 30 mol % cholesterolu) byly pfipravovany na pfistroji
NanoAssemblr. Kde pomér organické a vodné faze byl 1:5, rychlost pritoku byla 7 ml/min.
Vodnou fazi byl SmM pufr Tris o pH=7. Organicka, ethanolovd, faze byla slozena
ze 70 mol % DSPC a 30 mol % cholesterolu. Koncentrace vyslednych liposoma byla
1 mg/ml. Teplota termobloku na NanoAssemblru byla nastavena na 70 °C.

Liposomy o identickém slozeni byly pfipraveny i1 hydrataci lipidniho filmu. Potiebné
mnozstvi DSPC lipidu a cholesterolu bylo navazeno a rozpusténo ve 3 ml chloroformu. Smés
byla pfevedena do baiiky s kulatym dnem. Rozpoustédlo bylo odpaieno pomoci vakuové
rotacni odparky, pii tlaku 50 mBar. Vznikly lipidovy film byl hydratovan SmM Tris o pH = 7.
Hydratace vzdy probihala nad teplotou fazového ptechodu, tedy pti 65 °C.

Liposomy ziskané z hydratace lipidniho filmu byly extrudovany, pomoci extrudéru Lipex
(viz obrazek 13), ptes polykarbondtové filtry o velikosti p6érd 100 nm. Extruze probihala
pfi teplote 65 °C.

Velikosti liposoml, ziskanych z obou metod, byly proméfeny na pfistrojich Zetasizer Nano
ZSP, NanoSight NS500. Pro zjisténi morfologie liposomt, byly vzorky pozorovany pomoci
TEM (TEM, Philips EM 208), na VUVeL, v laboratoii Elektronové mikroskopie, s pomoci
MVDr Pavla Kulicha, Ph.D.

Vzorky liposomii byly negativné barveny (molybdenan amonny, 2% roztok), z divodu
zvyseni kontrastu. Vzorek liposomt byl nanesen na karbonovou mftizku potazenou vrstvickou
médi. Po adhezi vzorku na sitku, byl vzorek odsan kouskem filtraéniho papiru. Poté byl
na miizku se vzorkem nakéapnut 2% roztok molybdenanu amonného, ten byl po minuté odsan
filtraénim papirem. Nasledné byl obarveny vzorek upevnén do néstavce a byl vlozen do TEM.

3.8 Charakterizace liposomii obsahujici gadolinium

Liposomy byly pfipraveny metodou hydratace lipidniho filmu a metodou nanofluidizace.
Byly nachystany vzorky o sloZeni:
Vzorky 1 a 3: DSPC 65 mol %, cholesterol 30 mol % a Gd-lipid 5 mol % [Bis (18:0 PE)-

DTPA (Gd)]
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Obrazek 29: Vzorec pouziteho Gd-lipidu; Bis (18:0 PE)-DTPA (Gd), 791299, od Avanti Lipids [87]
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Vzorky 2 a 4: DSPC 65 mol %, cholesterol 30 mol % a Cyanur Cap 5 mol % [16:0 Cyanur
Cap PE]

O gI'_I; 0
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Obrazek 30: Vzorec pouzitehol6:0 Cyanur Cap PE, 870275, od Avanti Lipids [88]

3.8.1 Priprava liposomi obsahujicich gadolinium pomoci hydratace lipidniho filmu
s naslednou extruzi

Pottebné mnozstvi jednotlivych lipidi dle pozadované kompozice bylo rozpusténo ve 3 ml
chloroformu. Roztoky byly pfevedeny do ban€k s kulatym dnem. Chloroform byl odpaien
pomoci vakuové rotaéni odparky, pii tlaku 50 mBar. Vznikly lipidovy film byl hydratovan
v3ml 5mM Tris o pH="7. Hydratace probihala pfi teplot¢ 65 °C. Vysledna koncentrace
liposomt byla 10 mg/ml. Nasledna extruze byla provedena pomoci extrudéru Lipex, ptes
100 nm filtr, extrudér i1 vzorky byly temperovany na 65 °C, extruze byla opakovana
5x pro kazdy vzorek.

Vzorek 1 byl ziedén na koncentraci 1 mg/ml a rozdélen na dvé casti. K jedné poloviné
vzorku byla pfiddna EDTA (tak aby jeji koncentrace v roztoku s liposomy byla 1 mM).
Po dvou hodinach byly liposomy spolu s EDTA dialyzovany v 5 mM Tris o pH =7.

EDTA (viz obrazek 31) byla ptidéna k liposomiim za uéelem odstranéni Gd** z vn&jsiho
povrchu liposomil. Gadolinium by mélo po této reakci ziistat pouze z vnitini strany liposomu.

H;EW o}

Obrazek 31: Strukturni vzorek EDTA[89]

Vzorek 2 byl zfedén na koncentraci 1 mg/ml. Byl pfipraven zasobni roztok Gd-DOTA
(c=10mg/ml) v TRIS o pH = 8,8. Gd-DOTA byla k liposomiim pifiddna v pétindsobném
nadbytku. Nadbytek byl vztazen k molarnimu procentu Cyanur Cap v liposomech. Nasledné
bylo pH liposomil upraveno na 8,8 pomoci 1mM NaOH. Reakce, navazani komplexu Gd-
DOTA na liposomy (viz obrazek 32), probihala 16 hodin, ve tmé¢, pfi laboratorni teploté.
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Obrazek 32: Vazba Gd-DOTA na Cyanur CAP

Reakce byla zastavena snizenim pH na hodnotu 7, pomoci ImM HCI. K jedné poloving
vzorku byla pfiddna EDTA (tak aby jeji koncentrace v roztoku s liposomy byla 1 mM).
Po dvou hodinach byly liposomy spolu s EDTA dialyzovany v 5SmM Tris o pH = 7.

Velikosti liposomi byly proméfeny pomoci piistrojii Zetasizer Nano ZSP a NanoSight
NS500; C-potencial byl proméfen pomoci pristroje Zetasizer Nano ZSP. V prubéhu ptipravy
liposomtl byla opakované proméfovana jejich velikost i {-potencial.

3.8.2 Priprava liposomii obsahujicich gadolinium pomoci nanofluidizace

Liposomy, se slozenim viz kapitola 3.8, byly pfipraveny pomoci pfistroje NanoAssemblr.
Gd-lipid nebyl rozpustny v ethanolu, proto byla zvolena smés EtOH:DMSO v poméru 1:1.
Tato smés byla vybrana s ohledem na kompatibilitu rozpoustédel se sméSovaci kazetou
v pfistroji NanoAssemblr. Lipidy byly tedy rozpuStény ve smési EtOH:DMSO. Organicka
faze byla pred vloZzenim do pfistroje NanoAssemblr, vortexovdna a temperovana na teplotu
65 °C. Pratok byl nastaven na 7 ml/min a pomér organické:vodné faze byl 1:5. Vysledné
liposomy (vzorek 3), o koncentraci 1 mg/ml, byly rozdéleny na dvé ¢asti. K jedné poloviné
liposoml byla pfidana EDTA, viz kapitola 3.8.1. Na zavér byly liposomy dialyzovany
24 hodin, v 5 mM Tris o pH = 7 pii laboratorni teploté.

Pro vzorek 4, byla nachystana potiebna smés lipidi (DSPC 65 mol %, cholesterol
30mol % a Cyanur Cap 5 mol %). Lipidy byly rozpustény v ethanolu. Na pfistroji
Nanoassemblr byl nastaven pratok 7 ml/min apomér organické:vodné faze byl 1:5.
Ethanolova 1 vodna faze byly temperovany na teplotu 65 °C. K ziskanym liposomim,
o koncentraci 1 mg/ml, byla pfidina Gd-DOTA, ktera byla rozpusténa v Tris o pH 8,8.
Gd-DOTA byla v pétindsobném nadbytku. Nadbytek byl vztazen k molarnimu
procentu Cyanur Cap v liposomech. Poté bylo pH liposoml upraveno pomoci ImM NaOH
na 8,8. Reakce, navdzani komplexu Gd-DOTA na liposomy, probihala 16 hodin, ve tm¢,
za laboratorni teploty. Reakce byla zastavena snizenim pH na hodnotu 7, pomoci 1 mM HCIL.
K jedné poloviné liposomi byla pfiddna EDTA, viz kapitola 3.8.1.Liposomy byly 24 hodin
dialyzovany v 5SmM Tris o pH = 7.
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Velikost liposomti a (-potencial byl proméfen na pfistroji Zetasizer Nano ZSP.
Tyto hodnoty byly opakované méteny v prabéhu piipravy liposomu. Velikost liposomu byla
prométena i na pristroji Nanosight NS500. Vysledky jsou uvedeny v kapitole 4.5.

3.9 Urceni morfologie liposomii, obsahujicich gadolinium, pomoci cryo-TEM

Pomoci nanofluidizace byly pfipraveny liposomy obsahujici komplexy gadolinia.

Vzorky o slozeni:

kontrola: DSPC 70 mol % a cholesterol 30 mol %

vzorek 1: DSPC 65 mol %, cholesterol 30 mol % a Gd-lipid 5 mol % (18:0 PE DTPA (Gd),
791275)
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Obrazek 33: Vzorec pouzitého Gd-lipidu, 18:0 PE DTPA (Gd), 791275, od Avanti Lipids[90]

vzorek 2: DSPC 65 mol %, cholesterol 30 mol %, Gd-lipid 5 mol % (18:0 PE DTPA (Gd),
791275) po reakci s EDTA

vzorek 3: DSPC 65 mol %, cholesterol 30 mol %, Cyanur-PEG (DSPE-PEG(2000) Cyanur,
880122)
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Obrazek 34: Vzorec pouziteho Cyanur-PEG,; DSPE-PEG(2000) Cyanur, 880122, od Avanti
Lipids[91]

byly ptipraveny dle postupu v kapitole 3.8.2, koncentrace liposomt byla 1 mg/ml. Morfologie
vzniklych liposomil byla pozorovdna pomoci mikroskopu cryo-TEM Tecnai F20, v Laboratofti
elektronové mikroskopie CEITEC, s pomoci Mgr. Dominika Hrebika.

Liposomy pro cryo-TEM byly naneseny na karbonovou sitku pomoci pfistroje Vitrobot
a zmrazeny v kapalném ethanu. Takto pfipravené vzorky byly upevnény do ndstavce a byly
postupné snimany pomoci cryo-TEM.

44



3.10 Ovéreni pritomnosti gadolinia v liposomech pomoci TEM se spektrometrem
rentgenového zareni

Liposomy o slozeni DSPC 65 mol %, cholesterol 30 mol %, Gd-lipid 5 mol % (18:0 PE
DTPA (Gd), 791275) spolu s kontrolnimi liposomy (70 mol % DSPC, 30 mol % cholesterol),
byly pfipraveny pomoci ptistroje NanoAssemblr. Postup piipravy liposomu byl identicky jako
v kapitole 3.8.2, koncentrace liposomt byla 1 mg/ml.

Vzorky byly proméieny v Regiondlnim centru pokrocilych technologii a materidlu
v Olomouci, s pomoci MVDr Pavla Kulicha, Ph.D na TEM (Jeol 2100, 100 kV) vybavenym
EDS (Oxford x-MAX 80T (SSD)). EDS je urceno k rychlé kvalitativni analyze vzorku.
Pti bombardovani zkoumaného vzorku primarnimi elektrony vznika rentgenové zareni, které
je detekovano praveé pomoci EDS.

3.11 Kvantifikace gadolinia pomoci ICP-OES

Liposomy o koncentraci 1 mg/ml, pfipravené na piistroji NanoAssemblr, obsahujici Gd-lipid
(18:0 PE DTPA (Gd), 791275), se slozenim DSPC 65 mol %, cholesterol 30 mol %, Gd-lipid
5 mol %, byly proméfeny na ICP-OES. Kalibra¢ni fada byla pfipravena z vodného roztoku
hexahydratu chloridu gadolinitého (o cistot¢ 99.999%), vrozsahu od 0,1 do 50 mg/l.
Kalibra¢ni roztoky spolu se vzorky byly umistény do autosampleru a postupné byly
promé&feny. Analyza probihala na Fakult¢ Chemické. VUT, v laboratoii 3062. Nastaveni
ptistroje ICP-OES, je uvedeno v tabulce 2:

Tabulka 2: Zdkladni nastaveni pristroje ICP -OES
Piistroj ICP-OES Ultima 2

Pl v plyn: 13,96 I/mi
Pratok argonu: azmov;i pyR- 22, n.nn
Pomocny plyn: 0,78 1/min

MIZné komora: Cyklonova
Rychlost otacek peristaltického Cerpadla: 15 rpm
Vlnova délka pro Gd: 342,246 nm
Vykon generatoru: 1400 W

Vysledky byly po analyze zpracovany v programu MS Excel 2010.

3.12 Stanoveni obsahu fosfolipidii v Gd-liposomech

Pro stanoveni obsahu fosfolipidu v liposomech obsahujicich Gd-lipid (18:0 PE DTPA (Gd)
791275) byl vyuzit Stewartiv test. Princip této metody spoc¢iva ve schopnosti fosfolipidi
vytvaret komplex s ferothiokyanatem draselnym v organickém rozpoustédle (v chloroformu).
Vyhodou této metody je fakt, Ze anorganicky fosfat neovliviluje samotné stanoveni.

Reakéni Cinidlo, 0,1 M roztok hexa(thiokyanato)zelezitanu draselného, byl pfipraven
rozpusténim 2,307 g FeCls-6 H,O a 3,881 g KSCN ve 100 ml vody.

Kalibra¢ni kiivka byla pfipravena z DSPC 65 mol %, 30 mol % cholesterolu a 5 mol % Gd-
lipidu rozpusténych v chloroformu. Kalibra¢ni fada byla 0,005; 0,01; 0,02; 0,03; 0,04
a 0,05 mg/ml. Ke kazdému bodu kalibra¢ni kiivky byl pfidan 1 ml reakéniho cinidla.
Do zkumavek byly jednotlivé slozky pipetovany dle tabulky 3.
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Tabulka 3: Pipetovana mnozstvi standardu, chloroformu a regentu (ferothiokyandat):

Zkumavka ¢: Standard [ml] Chloroform [ml] Reagent [ml]
blank 0,00 1,00 1,00
1 0,05 0,95 1,00
2 0,10 0,90 1,00
3 0,20 0,80 1,00
4 0,30 0,70 1,00
5 0,40 0,60 1,00
6 0,50 0,50 1,00

Smés byla vortexovana 15 sekund a poté byla odstiedéna v centrifuze, po dobu 5 minut,
pii 1 000 ot/min. Po odstfedéni byla spodni, organickd faze, odebrana a promeétena
na spektrofotometru pii vinové délce 485 nm.

Vzorek liposomt (DSPC 65 mol %, cholesterol 30 mol %, Gd-lipid 5 mol %) byl ptipraven
pomoci nanofluidizace na pfistroji NanoAssemblr. Byl nastaven pritok 7 ml/min, pomér 1:5
organické:vodné (DMSO:EtOH a 5 mM Tris, pH 7) faze a teplota termobloku byla nastavena
na 70 °C. Ziskané liposomy o koncentraci 1 mg/ml byly zfedény na koncentraci 0,1 mg/ml.
Liposomy byly poté smiseny s chloroformem, tak aby obsah DSPC a Gd-lipidu v liposomech
byl vramci kalibra¢ni kfivky. Poté byl ke vzorku pfiddn 1 ml reagentu, dalSi postup byl
shodny jako u kalibra¢ni ktivky.

Z rovnice regrese kalibracni kiivky byl vypocitan obsah fosfolipidii ve vzorku. Stanoveni
vychazelo z knihy Liposomes: a practical approach [92].

3.13 Vliv lyofilizace na velikost a {-potencial liposomu

Liposomy (DSPC 65 mol %, cholesterol 30 mol %, Gd-lipid 5 mol % (18:0 PE DTPA (Gd)
791275)) ptipravené pomoci nanofluidizace (pfiprava viz kapitola 3.8.2), o koncentraci
1 mg/ml byly smichany s kryoprotektantem, sachar6zou, v molarnich pomérech 1:5, 1:7 a 1:9
(liposomy:kryoprotektant), jeden vzorek byl pfipraven bez obsahu kryoprotektantu. Ziskana
smes byla sterilizovana pomoci filtrace pies injekéni filtr s velikosti pora 0,22 pm. Piipravené
roztoky byly po 1 ml rozpipetovany do sklenénych vialek, ur€enych k lyofilizaci. Vialky byly
zvazeny pied a po naplnéni vzorkem. Poté byly zmrazeny na teplotu —80°C. Samotna
lyofilizace probihala na pfistroji Lyovac GT2. Vzorky byly umistény do suSici komory
vychlazené na —45°C. Proces lyofilizace probihal 24 hodin pfi tlaku 8 Pa. Po lyofilizace byly
vzorky uschovany v chladnicce.

Pro kazdy pomér vzorku a kryoprotektantu byly pfipraveny 2 ml vzorku, které byly
rozpipetovany do 2 sklenénych vialek. Po lyofilizaci byla jedna vialka s lyofilizatem pouZita
pro stanoveni zbytkové vody Karl-Fischerovou titraci. Druh4 vialka (se stejnym molarnim
pomérem vzorek:kryoprotektant) byla pouzita pro stanoveni stability. U stability byla
promé&iena velikost a {-potencial liposomi na piistroji Zetasizer Nano ZSP.
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3.14 Stanoveni zbytkové vody dle Karl-Fischera

Zbytkova voda, ktera byla obsazena v lyofilizovaném vzorku, byla stanovena Karl-
Fischerovou titraci na Karl-Fischer titratoru, Mettler Toledo (viz obrazek 35).

Obrazek 35: Karl Fischer titrator, Mettler Toledo, (Laborator NanoPharm, VUVel, Brno)

Jedna se o coulometrickou titraci s biamperometrickou indikaci. Jde o jednu z nejpiesnéjSich
metod pro stanoveni obsahu vody v reakéni smési, ve které je diky vlozenému napéti
generovan jod. Ten pak reaguje podle rovnice (7):

ROH + SO, +3RN +1, + H,0 — [RNH[SO,R + 2[RNH]I (7)
kde ROH je rozpoustédlo (byl pouzit methanol) a RN je baze (imidazol). Jakmile je vSechna
voda ztitrovana, objevi se volny jod a vyvold mezi elektrodami nahly pokles napéti. MnoZstvi
jodu, ktery byl vygenerovan na elektrodé a plné€ spotfebovan ve vyse uvedené reakci (7)
je ptimo umérny mnozstvi vody v reakéni smési [93].

Pomoci injekéni stiikacky bylo, pfes septum, do lyofilizatu liposoml piiddno urcité
mnozstvi roztoku HydranalTM Coulomat (pfesné mnozstvi bylo zaznamenano). Poté bylo
do injekéni stiikacky nabrano zndmé mnozstvi hydratovaného vzorku. Vzorek byl preveden
do Karl-Fischerovy titra¢ni nddoby. Po zadani mnozstvi vzorku bylo, pomoci Karl-Fischerova
titrdtoru, vypocitano procento zbytkové vody ve vzorku.

3.15 Ovéreni konceptu Gd-liposomi pro zobrazovani pomoci MRI

Pro ovéfeni konceptu Gd-liposomil jako kontrastniho agens pro zobrazovani trombt a dalSich
struktur in vivo, byly liposomy obsahujici gadolinium (DSPC 65 mol %, cholesterol
30 mol %, Gd-lipid 5 mol %) poslany na Ustav piistrojové techniky AV CR, k panu Ing.
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Radovanu Jifikovi, Ph.D. Zde byly liposomy proméfeny na 9,4 T NMR systému Bruker-
BioSpec 94/30 USR.
Liposomy byly pfipraveny tak, aby v 1 ml byla koncentrace gadoliniového lipidu (18:0 PE
DTPA (Gd), 791275, od Avanti Lipids) ImM. Liposomy byly pfipraveny pomoci hydratace
lipidniho filmu snaslednou extruzi pies 100 nm filtr, postup byl obdobny jako
v kapitole 3.8.1, pouze s rozdilem hydrata¢niho média, kdy zde byla pouzita MiliQ voda.
Liposomy byly natfedény do koncentracni fady:
I mM; 0,50 mM; 0,25 mM; 0,13 mM; 0,06 mM; 0,03 mM a 0,02 mM. Pro srovnéni byla
pfipravena stejnd koncentracni fada, bézn¢ pouzivané kontrastni latky, Gd-DOTA, ktera byla
rozpusténa v destilované vodé. U téchto sérii byl zméfen a porovnan relaxacni ¢as T, a T,
a vypocitana relaxivita.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Optimalizace nanofluidiza¢ni metody pro pripravu liposomi

Liposomy byly piipraveny pomoci nanofluidizace, za pouziti piistroje NanoAssemblr. Byly
nastaveny rtizné pomery organické a vodné faze (1:1; 1:3 a 1:5). Liposomy byly pfipravovany
pti tfech rychlostech pritoku (4 ml/min, 7 ml/min a 11 ml/min), pfesny postup je uveden
v kapitole 3.4. Z vysledku je patmé, zenejvétsi liposomy vznikaly pii  poméru
organické:vodné faze 1:1. U dalSich poméri nebyla zména velikosti tak patrnd, viz graf 2.

Pfi sméSovani vodné a organické faze, pfi vyuziti metody nanofluidizace, dochazi
k zvySovani polarity prostiedi, ¢imz se snizuje rozpustnost lipidd. Diky tomu se lipidy
uspotadavaji do rovinnych dvojvrstev, které se ve snaze minimalizovat kontakt s vodnym
prostiedim ohybaji a vezikuluji za tvorby liposomélnich ¢astic [94].

Vznik nejvétSich liposomll pfi poméru organické:vodné faze 1:1, lze odivodnit tim,
Ze pii tomto poméru se polarita ve sméSovacim kandlku méni pozvolna. A ¢éstice maji vice
Casu na to, aby spolu interagovaly a vytvarely tak vétsi liposomy. U poméru s vysSim
obsahem vodné faze, napiiklad 1:3 dochédzi k rychlejsi zméné polarity ve sméSovacim
kanalku. Fragmenty lipidnich dvojvrstev, jejichz stabilita je niz§i, maji tendentci rychleji
vezikulovat a vytvafet mensi liposomy. Coz bylo experimentalné prokazano, viz graf 2

Tabulka 4: Viiv rychlosti priitoku a poméru organické:vode faze na velikost liposomii

i pomér organické a vodné faze
rychlost pritoku
. 1:1 1:3 1:5
[ml/min]
Z-Ave [nm] PdI[1] Z-Ave [nm] | PdI[1] |Z-Ave[nm] PdI[1]

375,40+ 7,24 10,374+ 0,02|35,50+ 0,96 0,59 + 0,02 44,68 £ 0,92 | 0,52 £ 0,01
7 353,90+ 16,950,517 £ 0,07 | 27,89 = 0,06 | 0,39 + 0,00 | 22,74 + 0,25| 0,17 £ 0,01
11 666,00+ 12,120,528 £ 0,03 | 45,96 + 0,38 | 0,54 + 0,01 | 52,11 + 1,61 | 0,50 + 0,02

Meéreni velikosti a {-potencialu probihalo pri teploté 25 °C.

O1:1 (organicka:vodna faze) W 1:3 (organicka:vodna faze) O1:5 (organicka:vodna faze)

800

600 -
g
A=}
E 400 - -
o L
= 666
>

2000 13754 353,9

355 447 279 227 46,0 52,1
0 ] —_— .
4 ml/min 7 ml/min 11 ml/min

Graf 1: Viiv rychlosti priitoku na velikost liposomii
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Z vysledku je patrné, ze nejmensi liposomy vznikaly pii prutoku 7 ml/min. Pfi této rychlosti
navic liposomy vykazovaly nejnizsi polydisperzitu.

800
4 ml/min
700 -
I 7 ml/min
600 - 11 ml/min
= 500 -
E 666,0
2 400 -
,2 —E— I
C 300 -
3539
200 ~
3754
100 -
35’5 27’9 46,0 44,7 22’7 5291
s s - ]
0 T .
1:1 1:3 1:5

Graf 2: Viiv pomeru (1:1, 1:3 a 1:5) organické:vode faze na velikost liposomii

Z grafu 2 je zitejmé, ze velikost liposomil se se zvySujicim pomérem vodné fize zmenSovala.
Tento trend potvrzuje i samotny vyrobce pfistroje NanoAssemblr. Ten se odkazuje na méfent,
v kterém byl pouzit, pfi vyrobé liposomi, nasyceny (DSPC) i nenasyceny (POPC) lipid
a riizné pomery organické:vodné faze[95].

Nejmensi liposomy a zaroven liposomy s nejnizsi polydisperzitou byly tedy pfipraveny
pti poméru 1:5 s prutokem 7 ml/min. Toto nastaveni bylo zvoleno jako optimalni i z divodu,
ze pri ostatnich pomérech a pratocich dochazelo k vzniku dalsi populace liposomt, ¢imz
se zvySovala hodnota polydisperzity, viz graf 3.

16

—3%—5:1;4ml/min

—%— 5:1;7ml/min
12 -

—%—5:1;11ml/min

intenzita [%]
o0

0 H—% H— * 3%
0 50 100 150 200 250 300
velikost [nm]

Graf 3: Distribuce velikosti liposomii dle zmeny intenzity rozptylu svetla.
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Graf 4: Distribuce velikosti liposomii dle zmeny mnozstvi ¢astic

Z vysledkl experimentl vyplyva, Ze zvySujici prutok urychlujici miseni vodné a organické
faze, mize mirné ovlivnit velikost liposomu.

4.2 Vliv lipidni kompozice a sloZeni vodné faze na velikost liposomii

Pomoci pfistroje NanoAssemblr byly pfipraveny liposomy za podminek uvedenych v kapitole
3.5, méfeni probihalo pfi teploté 25 °C. Koncentrace vyslednych liposomt byla 1 mg/ml.

Tabulka 5: velikost liposomii v zavislosti na riizné vodné fazi a riiznych lipidech

lipid: SoyPC EPC DSPC

vodna f.: | Z-Ave [nm] PdI[1] Z-Ave [nm] PdI[1] Z-Ave [nm] PdI[1]
H,O 40,79+ 0,11 | 0,10+ 0,01 | 39,95+0,43 | 0,24+0,00 | 2854+9,92 | 0,70 + 0,06
Tris 55,66 £0,72 | 0,35+0,01 | 39,83+0,29 | 0,20+0,00 | 171,03+0,80 | 0,24 +0,01
PBS 55,65+0,60 | 0,25+0,01 | 45,62+0,37 | 0,26+0,00 | 187,63 +1,59 | 0,24 +0,02

Ziskana data potvrdila ptfedpoklad, Ze vodnéa slozka ma vliv na velikost pfipravovanych
liposomt. Pro SoyPC byla nejvhodnéjsim vodnym médiem voda, v ni byly vytvafeny malé
liposomy s nizkou polydisperzitou. Roztok Tris, SmM, byl vyhodnocen jako nejlepsi vodné
médium pro EPC a DSPC, proto v ném budou liposomy dale ptfipravovany (viz graf 5).
Sameer Joshi a kol (2016,[96]) potvrdil ve svém clanku, ptedpoklad, Ze liposomy s niZsi
polydisperzitou a mensi velikosti z DSPC lze 1épe pfipravit za pouziti Tris jako vodného
média spiSe nez za pouziti pufru PBS.
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Graf 5 :VIiv vodné faze a lipidni kompozice vyslednou na velikost liposomii

Pii pouziti vodné faze, 5mM, Tris, vykazovaly liposomy slozené z DSPC nejnizsi
polydisperzitu a velikost. Ipfesto, ze pokles polydisperzity neni pfili§ vyrazny, lze jej
pozorovat na grafu 6.

Z namétfenych dat Ize vidét, ze volba samotného lipidu ovlivituje velikost liposomti.
Velikost liposomil ziskanych, pomoci nanofluidizace, je pravdépodobné spjata s lipidovou
kompozici. Dulezitd je délka fetézce mastnych kyselin v lipidu. Pokud lipid obsahuje
nenasycené mastné kyseliny je teplota faizového prechodu nizsi (klesa se vzristajicim poctem
dvojnych vazeb). Naproti tomu u lipidd sloZzenych z nasycenych mastnych kyselin je teplota
fazového prechodu vyssi, fosfolipidovd membrana je rigidnéjsi.

12

—3%—MilliQ voda
—%—PBS
—%—TRIS
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8
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velikost [nm]

Graf 6: Distribuce velikosti DSPC liposomii, za pouZiti riznych vodnych fazi, dle zmény intenzity
rozptylu svétla.
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Z vyzkumu, napt Zook a kol. (2010) [97], bylo prokdzano, ze u piipravy liposomii pomoci
nanofluidiky je velikost ziskanych vezikul ovliviiovana teplotou. Lipidy s vysokou T,
vykazuji vysoky modul elasticity membran, tzn., Ze jejich membréana je rigidngjsi. Z tohoto
davodu se pii teploté nizsi, nez je teplota fazového piechodu lipidi, vytvari vétsi liposomy.
Tento zéavér je v souladu s pozorovanymi experimentalnimi daty. ZvySeni teploty piipravy
liposomt z nasycenych fosfolipidu je také potieba kvili zvyseni jejch rozpustnosti v ethanolu.

4.3 Vliv cholesterolu na velikost liposomi

Liposomy byly pfipraveny pomoci pfistroje NanoAssemblr o koncentraci 1 mg/ml,
viz kapitola 3.6. Jako prvni byly proméfeny liposomy z nenasyceného lipidu EPC.

Z vysledki je patrné, Ze se zvySujicim procentem cholesterolu roste velikost liposomil,
viz graf 7 a 8. Tento trend je potvrzen v ¢lanku od Sarvesh Kumar Pathaka a kol. z roku 2012
[98] 1 v knize Water-insoluble drug formation [99], kde autor poukazuje na skutecnost,
ze se zvySujicim se obsahem cholesterolu roste i velikost liposomt ziskanych pomoci
nanofluidizace.

Tabulka 6:Velikost a {-potencial EPC-liposomui v zavislosti na riizném mol % cholesterolu

Obsah cholesterolu [mol %] Z-Average [nm] PdI 1] {-potencial [mV]
10 35,55+ 0,22 0,16+ 0,01 -0,49 + 0,51
20 42,11 £0,53 0,22 +0,01 -0,20 + 0,32
30 42,97 £ 0,44 0,21 +0,01 —0,43+ 0,24
40 49,32 +0,31 0,21 +£0,01 -0,82+ 0,65
50 66,43 £2,55 0,14 £ 0,00 —1,06 £ 0,29
0,25
75 %
t : i
1 - 0,20
60 -
X
—_ - 0,15
E 45 - X —
E —EF— :
: %
S ~
= 66,43 i
5 30 - 0,10
49,32
42,11 42,97
5 35,55 L 0.05
0 T T T T 0,00
10 20 30 40 50

mnoZstvi cholesterolu [mol %]

Graf 7: Velikost liposomii, sloZenych z ECP a riizného mol % cholesterolu
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Graf 8: Distribuce velikosti EPC-liposomui, s riznym mol % cholesterolu, dle zmény intenzity rozptylu

svetla.
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Graf 9: {-potencial EPC-liposomii s riiznym mol % cholesterolu

200

U liposomi slozenych z EPC lipidu s 10 az 50 mol % cholesterolu byl naméfen C-potencial
pohybujici v rozmezi od —0,20 do —1,06 mV. {-potencial pohybujici se okolo nuly odpovida
liposomtim bez kladného nebo zaporného néboje.

Vliv cholesterolu na velikost liposoml byl ovéten 1 za pouziti DSPC lipidu, s ohledem
na findlni lipidovou kompozici. Liposomy byly pfipraveny dle postupu v kapitole 3.6.

Velikosti a {-potencialy ziskanych liposomt jsou shrnuty v tabulce 7.
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Tabulka 7: Velikost a {-potencidal DSPC-liposomii obsahujici riizné mol % cholesterolu

Obsah cholesterolu [mol %] Z-Average [nm] PdI [1] {-potencial [mV]
10 716,93 + 73,35 0,53 £ 0,06 —-0,04 + 0,35
20 508,27 £ 35,12 0,80 + 0,03 0,61+0,27
30 275,33+ 1,44 0,18 +£0,01 -0,47 £ 0,25
40 172,33 £ 0,05 0,36 + 0,05 —-0,08 £ 0,25
50 97,35+ 0,00 0,37 £ 0,00 0,02 £ 0,03

U liposomu piipravenych z DSPC, mélo piidavani molarniho procenta cholesterolu opacny,

efekt nez je tomu u ECP. Z vysledki je patrné, ze se zvySujicim procentem cholesterolu klesa
velikost liposomi (viz graf 10). Nejlepsi kompozice byla pii pouziti 30 mol % cholesterolu
a70 mol % DSPC. Vhodnost kompozice liposomil, obsahujici 30 mol % cholesterolu

a 70 mol % DSPC a jejich stabilitu potvrzuje ¢lanek, ktery publikovala Maria-Lucia Briuglia
s kol (2015, [100]).
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Graf 10: Velikost DSPC-liposomii p7i ruznem mol % cholesterolu
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Graf 11: Distribuce velikosti DSPC liposomii, s riiznym mol % cholesterolu, dle zmény mnozstvi cdstic
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Graf 12: (-potencidal DSPC-liposomii s riiznym mol % cholesterolu

Zméfeny (-potencidl, DSPC-liposomil s riznym molarnim procentem cholesterolu,
se pohyboval stejné¢ jako u EPC-liposomt, s rlznym moldrnim % cholesterolu, okolo
nulovych hodnot.

Z naméfenych dat lze vyvodit, Ze velikost liposomil souvisi s fluiditou fosfolipidové
membrany. VEtsi fluidita a tudiz elasticita membrany umoziuje vesikulaci mensich fragmentt
fosfolipidové membrany, které se tvofi pii procesu nanofluidniho miseni. Pfidavek
cholesterolu k nasycenym fosfolipidiim snizuje rigidnost membrany a zvySuje jeji elasticitu.
To se projevi vesikulaci jiz menSich diskovitych fragmentt lipidnidvojvrstvy a tudiz tvorbou
liposomil s mensi velikosti. U nenasycenych lipidii mé ptidavek cholesterolu opacny ucinek.
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Dochazi k rigidizaci membrany a tedy k jeji nizsi fluidité a elasticité. Formované fragmenty
lipidni dvojvrstvy musi mit pro veskulaci vétsi velikost, coz vede k tvorbé vétsich liposomii.
Tento koncept, popisujici mechanismus formovani liposomii metodou nanofluidniho
smeSovani, je v dobrém souladu se ziskanymi experimentdlnimi daty. Zbytky fragmenta
fosfolipidové membrany jsme také pozorovali na vzorcich liposomti pomoci kryoelektronové
mikroskopie. (obrazek 41), coz nas vedlo k formulovani zédkladni myslenky konceptu tvorby
liposomi metodou nanofluidniho miseni, jehoz ustiednim motivem je tvorba fragmentu
fosfolipidové membrany, ze kterého se formuji finalni liposomy.

4.4 Porovnani liposomi pripravenych pomoci metody hydratace lipidniho filmu
a metodou nanofluidniho miseni

Liposomy, o lipidni kompozici 70 mol % DSPC a 30 mol % cholesterolu, byly pfipraveny
pomoci dvou metod, viz kapitola 3.7. Nanofluidizaci, na pfistroji NanoAssemblr a pomoci
metody hydratace lipidniho filmu s naslednou extruzi.

Velikost liposomt byla proméfena pomoci piistroji Zetasizer Nano ZSP (viz tabulka 8)
a NanoSight NS500; C-potencidl byl prométen pomoci piistroje Zetasizer Nano ZSP.

Tabulka 8: Velikost a {-potencial liposomii (70 mol % DSPC, 30 mol % cholesterolu)

Ptiprava pomoci Z-Average [nm] PdI[1] {-potencial [mV]
nanofluidizace 94,92 + 0,68 0,17 +£0,01 -0,54 £ 0,24
hydratace 1. f., extruze 104,23 + 0,66 0,04 + 0,01 -1,98 £ 0,69
110 0,25
105 - T - 0,20
T ¥
E 100 - 0,15 —
g s
= 95 1 I 104,23 - 0,10 &~
4
90 94,92 % - 0,05
85 T 0,00
NanoAssemblr Hydratace 1. f., extruze

Graf 13: Velikost liposomii (DSPC, cholesterol) pripravenych riznymi metodami
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Graf 14: Distribuce velikosti liposomii (70 mol % DSPC, 30 mol % cholesterolu), dle zmény intenzity
rozptylu svétla.

Ziskané vysledky z DLS (Zetasizer Nano ZSP) poukazuji na to, Ze liposomy piipravené
na pfistroji NanoAssemblr jsou mensi, ale maji vétsi polydisperzitu, coz Ize vidét na grafu 14.
Snizeni polydisperzity u téchto liposomti, by se dosahlo zafazenim dal$iho procesniho kroku
(extruze). Pro ovéreni velikosti byly liposomy proméfeny pomoci NTA (NanoSight NS500).

E7

08—

08 —

Concentration (particles / ml)

04 —

02 4

|
0 200 400 E00 800
Size (nm)

Graf 15: Velikost liposomii pripravenych pomoci NanoAssemblru, proméreno pomoci NTA
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Graf 16: Velikost liposomii pripravenych metodou Hydratace lipidniho filmu s ndslednou extruzi pres
100 nm filtr, proméreno pomoci NTA

Ze ziskanych vysledkil bylo potvrzeno, ze liposomy ziskané z NanoAssemblru mély mensi
velikost. A oproti hydrataci lipidniho filmu mély mirné vétsi polydisperzitu (viz graf 15 a 16).
Velikosti ziskané z NTA koresponduji s naméfenymi velikostmi z DLS. Pro zjisténi
morfologie liposomd, byly liposomy proméieny na TEM (Philips EM 208). Na obrazcich 36,
37 a 38 Ize vidét struktury ziskanych liposomd.

100 nm

Obrizek 36 :Snimek liposomii ziskanych pomoci hydratace lipidového filmu, pred extruzi, TEM
(Philips EM 208) VUVel, laborator Elektronové mikroskopie
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Obrazek 37: Snimek liposomii ziskanych pomoci Hydratace lipidového filmu, po extruzi, TEM (Philips
EM 208) VUVel, laborator Elektronové mikroskopie

BaAE

Obrazek 38: Snimek liposomii ziskanych pomoci NanoAssemblru, TEM (Philips EM 208)
VUVel, laborator Elektronové mikroskopie
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Na obrazku 36 je snimek MLV, liposomu, které byly pfipraveny pomoci hydratace lipidniho
filmu. Na dalSim snimku (obrdzek 37) jsou liposomy piipraveny toutéZ metodou,
kde po hydrataci lipidniho filmu, byla navic zafazena extruze, pii 65 °C ptes 100 nm filtr,
pomoci Extrudéru Lipex (viz obrazek 13). Na snimku lze vidét pomémée homogenni populaci
LUV liposomt s prumérnou velikosti okolo 90-100 nm. Oproti tomu na obrazku 38 Ize
pozorovat liposomy pfipravené pomoci nanofluidizace, na pfistroji NanoAssemblr, s velikosti
od 60 do 80 nm.

Snimky potvrdily, Ze pomoci nanofluidizace (za pouziti pfistroje NanoAssemblr) neni
ziskana populace liposoma tak homogenni, jak je tomu u druhé metody. SniZeni
polydispersity liposomi pfipravenych nanofluidnim misenim je mozné dosahnout pouzitim
sekundarniho procesu jakym je naslednd extruze. AvSak i bez zarazeni extruze, lze pomoci
ptistroje NanoAssemblr piipravit monodispersni liposomalni preparaty v jednom rychlém
kroku a s vysokou mirou reprodukovatenosti.

4.5 Charakterizace liposomii obsahujici navazané komplexy gadolinia

Vzorky byly pfipraveny podle kapitoly 3.8. Liposomy, které byly pfipraveny pomoci
hydratace lipidového filmu, byly prométeny v pribéhu piipravy a bezprostiedné po ptiprave
(vzdy po 24 hod). Paty den byly vzorky dialyzovany v SmM Tris o pH =7 (24 h; 25 °C).
K liposomtim obsahujici gadolinium byly vzdy pfipraveny i kontrolni liposomy bez gadolinia.

Tabulka 9: Velikost a {-potencial liposomii obsahujici Gd v riiznych formdch, kontrola

isistn sty fposemi: Hydratace lipidového filmu a nasledna extruze pies 100 nm

filtr
Z-Average {-potencial

vzorek den T PdI[1] [mV]
1. 108.80 = 0,62 | 0.05= 0,02 | —1.96 = 0.30
rontrola 2. 111,00+ 0,78 | 0.05+0,01 | —1,81 <024
(DSPC 70 mol %, Chol 30 mol %) 3. 111,70+ 0,59 | 0,07+0,01 | 2,30+ 0,35
4, 11530+ 0,43 | 0,04+0,01 | —1,99 = 0,29
1. 10590 0,73 | 0.10=0,01 | —4.82 < 0.42
vzorek 1 2. 11090 = 0,64 | 0.17=0,02 | —5.12 = 0,39
(DSPC 65 mol % Chol 30 mol % + 3. 110,20+ 0,50 | 0.16 0,01 | —5.44 = 0,50
Gd-lip 5 mol %) 4, 111,10+ 0,46 | 0.13+£0,02 | —8,82 + 0.45
4 +EDTA | 108.80+0,52 | 0.14+0,01 | —28.1 = 0.35
1. 11220+ 0,98 | 0,06=0,01 | —7.10 < 1,56
rorek 2 2. 112,90 £ 0,78 | 0,06 =0,01 | —7.17 = 1,80
3+ Gd-DOTA | 11420+ 0,64 | 0,07=0,01 |-12,00= 1,60

DSP 1% Chol 1% + ’ ; ; : > ;
(DSPC 651:;; /501?10?0/3)0 mol %o+ Gd-DOTA | 115.70 £ 0.58 | 0.05=0.01 | =13.55 = 2.30
‘ 4.+ Gd-DOTA

TEDTA 114,50 £ 028 | 0,04=0,02 |-39.23 % 2,59

Poznamka k pritbehu méreni:

Prvni den byly liposomy pripraveny pomoci hydratace lipidniho filmu a extrudovany pri 65 °C pres

100 nm filtr.

Druhy den byly liposomy proméreny, aby byla zjisténa jejich stabilita, u vzorku 2 byla zahdjena

reakce liposomii s Gd-DOTA, ktera probihala 16 hod, ve tmé pii laboratorni teploté.
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Treti den byla u vzorku 2 zastavena reakce s Gd-DOTA, u liposomit (vzorky 1 a 2) byla promeérena
velikost a {-potencidl.

Ctvrty den byla k poloviné vzorku 1 a 2 pridina EDTA, vSechny vzorky byly dialyzoviny v5 mM
TrisopH =7 (24 h; 25 °C)
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méfeni v ¢ase [den]

Graf 17: Velikost Gd-liposomit (Vzorek 1) pripravenych hydratact lipidniho filmu s naslednou extruzi
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Graf 18: Velikost liposomii (Vzorek 2) bez nebo s naviazanou Gd-DOTA (Gd-DOTA byla navazana
treti den), metoda: hydratace lipidniho filmu s naslednou extruzi
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Graf 19 zobrazuje naméiené (-potencidly, pro kontrolni liposomy. Jejich hodnota byla okolo
0 mV. Po zaclenéni Gd-lipidu do liposomt klesla hodnota (-potencidlu piiblizn€¢ na =5 mV
(vzorek 1), po reakci s EDTA doslo k dalSimu snizeni a to az na —28 mV. U liposomu
obsahujici Cyanur Cap PE (vzorek 2) klesl {-potencial po navazani Gd-DOTA na hodnoty
okolo —13 mV, po reakci s EDTA byl pokles (-potencial vyrazny, hodnoty se pohybovaly
okolo -39 mV.

méreni v ¢ase [den]

1 2. 3.(vz.2 + Gd-DOTA) 4. dialyza 4. EDTA, dialyza
0 -
-5 -2,0
48
-10 -7,1
Z s
g 20
9
=
£ 25
>
=309 28,1
-35 1 B kontrola
40 - mvzorek 1 (Gd-lipid)
Ovzorek 2 (kyanur.kys) -39,2
-45

Graf 19: (-potencialy, kontrolnich liposomui, vzorku 1 a 2, namérené v priibéhu pripravy vzorkii
(hydratace lipidniho filmu s naslednou extruzi)

Liposomy piipravené (dle kapitoly3.8) pomoci piistroje NanoAssemblr byly prométeny
v pribéhu ptipravy a bezprostiedné po piipravé (vzdy po 24 hod). Tieti den byly vzorky
dialyzovany v 5 mM Tris o pH =7 (24 h; 25 °C). K liposomiim obsahujici gadolinium byly
pfipraveny i kontrolni liposomy bez gadolinia.

Tabulka 10: Velikost a (-potencial liposomit obsahujici Gd v riznych formdch, kontrola

Metoda ptipravy liposomi: Nanofluidni sméSovani (pomoci pfistroje NanoAssemblr)

vzorek den Z-Average [nm] PdI[1] &p [(;; e\r;inal
kontrola 1. 94,82 + 0,40 0,07+£0,01 | —0,36 +0,05
(DSPC 70 mol %, 2. 10430 =060 | 0,13£0,02 | —1,13£0,12
Chol 30 mol %) 3. 110,40 + 2,57 0,18+ 0,04 0,13 +0,09
L[ rensoa [omeoor o
. ) ,30+ 0, ,08£0, —6,56 £ 1,
30 EL)OSII:,/S fs(}?;ﬂp/‘; g‘oﬂl% | 3. 109,60+ 2,58 | 0,13+0,02 | —8,90 + 1,68
3.+ EDTA 110,25+ 1,16 0,10 £0,02 | —34,00 + 3,95
1. 100,90 + 0,90 0,14 +£0,01 | —8,84+2,36
Vzorek 4 2.+ Gd-DOTA 124,30 + 1,03 0,19+£0,02 | —13,80+ 3,45
(DSPC 65 mol % Chol 3.+ Gd-DOTA 130,80 + 2,30 0,29+ 0,01 | —14,81+ 1,45
30 mol % + kyan. 5 mol %) 3.+ Gd-DOTA
\EDTA 129,06 + 2,05 0,22 +0,02 | —42,12 + 3,01
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Graf 20: Velikost Gd-liposomit (Vzorek 3) pripravenych nanofluidnim smésovanim (pomoci pristroje

NanoAssemblr)
150 0,4
- 0,32
135 - %
E. =5
£ . - - 024 —
Z 120 - - =
- &~
.E - 0,16
X 1243 1308 129,06
105 - ’
= - 0,08
100,9
90 T T T 0
1. 2. 3. dialyza 3. EDTA, dialyza

méreni v Case [den]

Graf 21: Velikost liposomii (Vzorek 4) bez nebo s navdzanou Gd-DOTA (Gd-DOTA byla navazaina
druhy den) pripravenych pomoci nanofluidizace (NanoAssemblir)

{-potencial kontrolnich liposomul se pohyboval, stejn¢ jako u metody hydratace lipidového
filmu, okolo 0 mV. Po zaclenéni Gd-lipidu do liposomu se hodnota (-potencialu sniZila
a pohybovala se od —6 do —9 mV, po reakci s EDTA byl pokles {-potencidl vyrazny (aZ na
—34 mV). U vzorku 4, po navdzani Gd-DOTA na liposomy a po reakci s EDTA se {-potencial
vyrazné snizil a to az na hodnotu =42 mV.

Hodnoty (-potencidlu citlivé reflektuji zmény povrchového naboje, ktery je vysledkem
uvoliovani iontd Gd** z chelataéniho komplexu Gd-lipid, nebo z Gd-DOTA navézané
na liposomech. Odstranéni Gd*>" z komplexu pomoci chelataéniho ¢inidla (napf. mnou pouZita
EDTA) vedl zaroven k uvolnéni karboxylovych ligandii z komplexu a tyto negativné nabité
karboxylové skupiny vyrazn€¢ zvySovaly negativni povrchovy néaboj liposomd,
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coz se projevilo negativnéjsSim {-potencidlem. Tato skutecnost byla experimentalné potvrzena
(viz. graf 19 a 22).
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1. 2.(vz.2 + Gd-DOTA) 3. dialyza 3. EDTA, dialyza
O T T T
0.4 t 11 0.1
-10 - -5,6 -6,6
—_ -8,8 -8,9
E 13,8
g0 ; -14.8
8
9
=
WD
S-30 -
>
p
40 | Ekontrola -34,
B vzorek 3 (Gd-lipid)
DOvzorek 4 (kyanur.kys) -42,1
-50

Graf 22: (-potencialy, kontrolnich liposomii a vzorkii 3 a 4, namérené v priibéhu pripravy vzorkii
(nanofluidizaci (pomoci pristroje NanoAssemblr)

Pro konfirmaci vysledkidi z metody DLS byly liposomy proméfeny také metodou NTA
(ptistroj NanoSight).
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Graf 23: Gd-liposomy (Gd-lipid, DSPC, cholesterol), 107 nm, pripravené metodou Hydratace
lipidového filmu s naslednou extruzi, proméreno pomoci NTA
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Graf 24: Gd-liposomy + EDTA (Gd-lipid, DSPC, cholesterol), 98 nm, pripravené metodou Hydratace
lipidového filmu s ndslednou extruzi, proméreno pomoci NTA
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Graf 25: Gd-liposomy (Gd-lipid, DSPC, cholesterol), [ 48nm, pripravené pomoci NanoAssemblru,
proméreno pomoci NTA
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Graf 26: Gd-liposomy + EDTA (Gd-lipid, DSPC, cholesterol), 160 nm, pripravené pomoci
NanoAssemblru, promereno pomoci NTA
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Graf 27: Liposomy modifikované Gd-DOTA (Cyanur CAP, DSPC, cholesterol), 130 nm, pripravené

metodou Hydratace lipidového filmu s naslednou extruzi, proméreno pomoci NTA
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Graf 28: Liposomy modifikované Gd-DOTA (Cyanur CAP, DSPC, cholesterol), 105 nm, pripravené
pomoci NanoAssemblru, promereno pomoci NTA

Metoda NTA je méné citliva k detekci liposomt o velikosti pod 50 nm. Toto omezeni mlze
posunout méfené hodnoty preparatti na hrané citlivost NTA do vysSich hodnot velikosti.
Nicméné, velmi dobie vysledky koreluji zejména s ohledem na polydispersitu preparati
pfipravenych nanofluidnim misenim a hydrataci lipidniho filmu spojenou s extruzi pies
100 nm polykarbonatové filtry.
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4.6 Urceni morfologie Gd-liposomi, pomoci cryo-TEM

Pomoci nanofluidniho sméSovani byly pfipraveny CEtyfi vzorky liposomu (viz kapitola 3.9):
kontrolni vzorek (DSPC 70 mol % a cholesterol 30 mol %), vzorek 1 (DSPC 65 mol %,
cholesterol 30 mol % a Gd-lipid 5 mol %). Vzorek 2 (DSPC 65 mol %, cholesterol 30 mol %,
Gd-lipid 5 mol %) byl po reakci s EDTA a na vzorek 3 (DSPC 65 mol %, cholesterol
30 mol %, Cyanur-PEG) byla navdzana Gd-DOTA. VSechny liposomy byly pfipravovany
o koncentraci 1 mg/ml. Liposomy byly sledovany na cryo-TEM Tecnai F20 v laboratofi
elektronové mikroskopie, CEITEC Brno.

. o
—— 200 nm

Obrazek 39: Snimek kontrolnich liposomii (70 mol % DSPC, 30 mol % cholesterol), cryo-TEM Tecnai
F20 Laborator elektronové mikroskopie, CEITEC Brno

Obrazek 39 zachycuje kontrolni mono a bilamelarni liposomy slozené¢ pouze s DSPC
a cholesterolu. Na snimcich lze vidét, ze sténa liposomil byla ten¢i v porovnani s liposomy
obsahujici gadolinium. V priméru dosahovala §itka stény kontrolnich liposomt 4,3 nm.

Na obrazku 40 jsou snimky liposomii obsahujici Gd-lipid (65 mol % DSPC, 30 mol %
cholesterol, 5 mol % Gd-lipid). U zvétSeného liposomu lze pozorovat gadolinium navéazané
z vngj$i 1 vnitini stény fosfolipidové dvojvrstvy. Tloustka fosfolipidové dvojvrstvy u téchto
liposomti byla vpriméru 6 az 7nm. Po reakci s EDTA se tloustka dvojvrstvy snizila
v priméru na 5,3 az 6,3 nm. Kontrastngjsi je u téchto liposomu vnitini strana fosfolipidové
dvojvrstvy, kde zlstalo navazané gadolinium. Tuto skutecnost, Ize pozorovat u zvétSeného
liposomu na obrazku 41.

Na obrazku 42, lze vidét snimky liposomu slozenych z DSPC 65 mol %, cholesterol
30 mol %, Cyanur-PEG 5 mol %, po navazani Gd-DOTA. Tyto liposomy mély ze vSech
vzorkd nejSirs$i stény, pravdépodobné z divodu navazani Gd-DOTA. Sténa dosahovala
v praméru Sitky 6,5 az 7,5 nm.

69



S
— 200 nm

Obrazek 40: Snimek liposomii obsahujici Gd-lipid (65 mol % DSPC, 30 mol % cholesterol, 5 mol %
Gd-lipid), * Sipky sméruji na vnéjsi a vnitini stranu fosfolipidove dvojvrstvy liposomu, kterd
Jje viditelné kontrastnéjsi, diky obsahu Gd**, cryo-TEM Tecnai F20 Laborator elektronové
mikroskopie, CEITEC Brno

i—] 100.nm

Obrazek 41: Snimek liposomii obsahujici Gd-lipid (65 mol % DSPC, 30 mol % cholesterol, 5 mol %
Gd-lipid) po reakci s EDTA, * fragment lipidni membrany uvniti- liposomii, cryo-TEM Tecnai F20
Laborator elektronové mikroskopie, CEITEC Brno
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Obrazek 42: Snimek liposomii sloZenych z DSPC 65 mol %, cholesterol 30 mol %, Cyanur-PEG
5 mol %, po navdazani Gd-DOTA, cryo-TEM Tecnai F20 Laborator elektronové mikroskopie, CEITEC
Brno

Vyuziti kryoelektronové mikroskopie ptineslo podstatny vhled do ultrastruktury membrany

Vv v

liposoml. Gadolinium je vrazné téz§i atom nez fosfor, coz znaci, ze v EM je daleko
kontrastnéjsi, nebot’ vice odrazi elektrony. Diky vétsi vzdalenosti mezi atomy Gd na vnitini
avnéjsi stran¢ liposomil je mozné rozliSit na snimcich z kryoelektronové mikroskopie
jednotlivé vrstvy lipidni membrany (vnéjsi a vnitini lipidni vrstvu). Dal§im vyznamnym
jevem je piitomnost fragmentl lipidni membrany uvnitf liposomi (viz obrazek 41) nebo
pozorovani lipidni dvojvrstvy tvorici pfepazku mezi dvéma liposomy. Priikkaz téchto
fragmentl néas vedl kvytvofeni konceptu mechanismu tvorby liposomii metodou
nanofluidniho sméSovani. Centralnim intermediatem je v naSi koncepci fragment lipidni
dvojvrstvy, ze kterého se tvoii velké diskovité micely. Tyto micely pfi dosazeni kritické
velikosti spontanné vesikuluji. Kriticka velikost je déana lipidni kompozici, jeji elasticitou
a pomérem vodné a organické faze pii miseni v bod¢ agregace lipidi. Koncept mechanismu
tvorby liposomil metodou nanofluidniho miseni je pfedmétem piipravy manuskriptu.

4.7 Ovéreni pritomnosti gadolinia v liposomech pomoci TEM s EDS

Na pfistroji NanoAssemblr, byly pfipraveny kontrolni liposomy (70 mol % DSPC, 30 mol %
cholesterol) a liposomy obsahujici Gd-lipid (DSPC 65 mol %, cholesterol 30 mol %, Gd-lipid
5 mol %). Liposomy byly ptipravovany o koncentraci 1 mg/ml. Postup ptipravy liposomu byl
identicky jako v kapitole 3.8.2. Liposomy byly prométeny, s pomoci MVDr Pavla Kulicha,
Ph.D na TEM s EDS.
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Obrazek 43: Spektrum (z TEM s EDS), pro kontrolni vzorek liposomii
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Obdzek44: Spektrum (z TEM s EDS) liposomii obahujzcz’ G—lipi (DPC 6 mo %, coleserol ]
30 mol %, Gd-lipid 5 mol %)




W spectrum 10

Obrazek 45: Detail predchoziho spektra (Obrazek 50) liposomii obsahujici Gd-lipid (DSPC 65 mol %,
cholesterol 30 mol %, Gd-lipid 5 mol %)

Ze ziskanych spekter se potvrdila pfitomnost gadolinia v pfipravovanych liposomech.
U kontrolnich liposomt, nebylo dle ocekavani gadolinium detekovano. Vyuziti této metody
je unikatni v tom aspektu, Ze ptitomnost Gd byla stanovena piimo v jedotlivém objektu, tedy
v liposomu, nikoliv v celkovém objemu preparatu. Nejedna se tedy o souhrn gadolinia
v roztoku (liposomdlni a volné Gd), ale o pfimy priikkaz gadolinia asociovaného s liposomy.
Zaroven jako vnitini kontrolu mame detekci atomt fosforu, coz nazavisle potvrzuje asociaci
Gd sliposomy, nebot atom fosforu je soucasti fosfolipidi. Bohuzel, tato metoda
v soucasnosti neumozije kvantifikaci prvki. Pfitomnost atomu médi je dana pouzitim kovové
miizky jako podloZky pro vzorky v TEM.
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4.8 Stanoveni obsahu gadolinia pomoci ICP-OES

Na pfistroji NanoAssemblr byly pfipraveny liposomy (DSPC 65 mol %, cholesterol
30 mol %, Gd-lipid 5 mol %) o koncentraci 1 mg/ml. Dle teoretickych vypocti méla byt
koncentrace gadolinia v liposomech 11,27 pg/ml. Pro ovéfeni a zjisténi realné koncentrace
byly liposomy proméieny na ICP-OES.

Kalibra¢ni tada byla pfipravena z vodného roztoku hexahydratu chloridu gadolinitého
v rozsahu od 0,1 do 50 mg/l gadolinia. Body kalibra¢ni kiivky byly 0,1; 0,5; 1; 5; 10; 20
a 50 mg/ml, viz graf 29.
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Graf 29: Kalibracni kiivka pouzita pro vypocet stanoveni obsahu gadolinia ve vzorku liposomii
Rovnice regrese kalibracni kiivky: y=768780-x —979772 , primérna intenzita vzorku: byla
6167724,7. Koncentrace gadolinia ve vzorku, byla vypoctena dle nésledujiciho vypoctu:

. 6167724,7 + 979772
768780

=9,30 mg/l

Obsah gadolinia byl pomoci ICP-OES stanoveny na 9,30 + 1,49 ng/ml. Metoda poskytla
moznost analyzy gadolinia v koncentracnim rozsahu od 0,5 do 50 mg/1

Rozdil mezi teoreticky vypocitanym a stanovenym mnoZstvim gadolinia je 1,97 pg/ml.
Rozdil teoretické hodnoty obsahu Gd v liposomech a zji§ténd hodnota pomoci ICP-OES
dobte koreluje s rozdilem hodnot celového obsahu fosfolipidu ve vyslednych liposomech.
Snizeni obsahu je dano ztratami lipidi pfi technologickém procesu piipravy liposomil.
Ptibizn€¢ 10% ztrata lipidid je dana zejména tim, Ze pracujeme pii nizkych koncentracich
substanci a objemech, coz vzdy vyrazné navySuje procentudlni ztraty diky sorbci na stény
konteinérii, mrtvému objemu reak¢éniho systému atd.

Vypracovana metoda analyzy koncentrace Gd v liposomech je klicovou pro charakterizaci
preparatu a jeho davkovani pfi MRI ixperimentech in vivo. Zaroven bude tato metoda
nezbytnad pro pievedeni technologie do primyslového méfitka a piipravu certifikovaného
postupu hodnoceni preparatu.
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4.9 Stanoveni obsahu fosffiolipidu v Gd-liposomech, dle Stewartova testu

Obsah fosfolipidli v liposomech, obsahujicich gadolinium, byl stanoven pomoci Stewartova
testu. Piiprava vzorku i kalibra¢ni kiivky je popséna v kapitole 3.12.

Vysledna koncentrace liposomti byla 0,1 mg/ml. Kompozice liposomi, byla DSPC
65 mol %, cholesterol 30 mol %, Gd-lipid 5 mol %. Ve Stewartové testu, na stanoveni
fosfolipidti, dochazi k detekci organického fosfatu, ktery je ve vzorkd liposomu piitomen
v DSPC a v Gd-lipidu. Dle teoretickych vypocti méla byt koncentrace fosfolipidi
v liposomech 0,0356 mg/ml.
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Graf 30: Kalibracni krivka pouzita pro vypocet stanoveni obsahu fosfolipidii ve vzorku liposomii

Rovnice regrese kalibra¢ni kiivky: y=1316-x— 0,004, primérna absorbance vzorku: byla

0,03554. Koncentrace fosfolipidu ve vzorku, byla vypoctena dle vypoctu:

oo 0,03554 + 0,004
1,316

Obsah fosfolipidit v liposomech byl stanoveny na 0,0301 + 0,004 mg/ml. Rozdil mezi
teoreticky vypocitanym a stanovenym mnoZzstvim fosfolipidli je zhruba 15 %. Tento rozdil
mohl byt zptisoben pii ptiprave liposomd, napiiklad navazkou jednotlivych lipidovych slozek,
nebo ztratami zpiisobenymi manipulaci se vzorkem pfi ptipraveé a pii mefeni.

Zavedeni metody stanoveni obsahu fosfolipidi v liposomdlnich preparatech bylo
nezbytnym krokem pro jejich komplexni charakterizaci a kvantifikaci vytézka jednotlivych
krokli ptfipravy. Metoda poskytla moznost analyzy fosfolipidii v koncentratnim rozsahu
od 10 do 50 pg/ml, coz je dostateCna citlivost pro planované analytické vyuZziti v ramci
projektu vyvoje liposomalnich teranostik. Mez detekce byla stanovena na 5 ug/ml.

=0,0301 mg/ml
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4.10 Vliv kryoprotektantu na stabilitu Gd-liposomii po lyofilizaci

Liposomy obsahujici Gd-lipid byly pfipravené pomoci nanofluidizace (viz kapitola 3.13),
o koncentraci 1 mg/ml. Poté byly smichany s kryoprotektantem, se sachar6zou v molarnich
pomérech 1:5, 1:7 a 1:9 (liposomy:kryoprotektant), byl piipraven 1 jeden vzorek
bez kryoprotektantu. Vzorky byly nasledné¢ lyofilizovany. Ziskané lyofilizaty byly
hydratovany v 1 ml 5mM Tris o pH 7. Stabilita liposomi byla ovéfena pomoci pfistroje
Zetasizer Nano ZSP. Byly proméfeny velikosti a (-potenciadly hydratovanych liposomi.
Namétené hodnoty jsou uvedeny v tabulce 11.

Tabulka 11: Vliv kryoprotektantu na velikost a {-potencial liposomii:

Vzorek Z-Average [nm] PdI[1] C-potencial [mV]
pied lyoflizaci 105 + 0,48 0,139 + 0,00 —10,67 + 0,95
vzorek bez kryoprotektantu 356 + 13,09 0,492 + 0,04 —15,00+ 0,50
1:5 (liposom/sacharosa) 141 + 3,70 0,250 + 0,02 —15,55+0,55
1:7 (liposom/sacharosa) 128 + 2,80 0,180 + 0,02 —-15,15+0,15
1:9 (liposom/sacharosa) 110 +2,30 0,145+ 0,01 —13,90 + 0,20
500 0,6
400 - %
T - 0,45
I
€300 -
E =
g - 03=
= =
3 200 -

X
ﬂ X
- 0,15
100 z
0 . 0

pied lyoflizaci po lyofilizaci 1:5 (lip./sach.) 1:7 (lip./sach.) 1:9 (lip./sach.)
Graf 31: Velikost lyofilizovanych liposomit po hydrataci s riiznym obsahem kryoprotektantu

Velikost liposomt pted lyofilizaci byla 105 + 0,48 nm. Liposomy po lyofilizaci, ke kterym
nebyl pfidan kryoprotektant byly po hydrataci nestabilni, coZ potvrzuje i jejich vysoka
polydisperzita.

Po pfidani kryoprotektantu v poméru 1:5 mély hydratované liposomy sice akceptovatelnou
velikost, ale stale se liSily od liposomti pfed lyofilizaci zhruba o 40 nm.
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S vyssim pfidavkem kryoprotektantu dochézelo ke stabilizaci liposomu. Nejlépe vysel
pomeér 1:9, u tohoto piidavku sachardzy byla zachovéna velikost liposomt, coz lze pozorovat

na grafu 32.
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300

—%—pied lyofilizaci
—3%— bez kryoprotektantu
—%— 1:5 sacharosa
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—%— 1:9 sacharosa

400 500

Graf 32: Porovnani velikosti liposomii s riiznym obsahem kryoprotektantu dle zmény mnoZstvi castic

4.11 Stanoveni zbytkové vody v lyofilizovanych liposomech dle Karl-Fischera

Postup pro stanoveni zbytkové vody je uveden v kapitole 3.14. Lyofilizované liposomy byly
rozpu§tény v 1 ml titraéniho &inidla, Hydranal™ Coulomat. Pomoci Karl-Fischer titratoru,

Mettler Toledo byl stanoven obsah vody ve vzorcich.

Obsah zbytkové vody v liposomech, by dle literatury, nemél piekrocit hodnotu 1,5 %.
Po piekroceni této hodnoty by mohlo dochézet k hydrolyze liposomi [101], ¢imz by se snizila
jejich stabilita a tim padem i jejich trvanlivost. V tabulce 12, jsou uvedené naméfené hodnoty,
zbytkového obsahu vody v jednotlivych vzorcich liposomu. Nejmensi obsah vody byl
pii pouziti kryoprotektantu v molarnim pomeéru 1:9 (liposomy:sacharoza).

Tabulka 12: Obsah vody ve vzorcich liposomii

Gd-liposomy:sacharoza Obsah vody
(moléarni pomer) [%]

1:5 0,35+0,05

1:7 0,29 +0,02

1:9 0,22 £0,00

Uvedené zjisténi potvrzuje zavér z predchoziho méteni, Ze pro stabilizaci a zisk neporusenych

liposomi s nizkym obsahem vody je vhodné pouzit molarni pomérl:9 (liposomy:sacharoza).
Vypracovany postup pro lyofilizaci vedl k technologicky akceptovatelnym parametrim

lyofilizatu a pro budouci vyvoj teranostik umoziuje piipravu dlohodobé skladovatelnych
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preparatii, které mohou byt také zasilany k testovani na zahrani¢ni pracovnisté preklinického
vyzkumu.

4.12 Ovéreni konceptu Gd-liposomi

Liposomy obsahujici gadolinium (DSPC 65 mol %, cholesterol 30 mol %, Gd-lipid 5 mol %)
byly poslany na Ustav piistrojové techniky AV CR, k panu Ing. Radovanu Jitikovi, Ph.D.
Zde byly liposomy proméieny na 9,4 T NMR systému Bruker-BioSpec 94/30 USR za tcelem
oveteni konceptu Gd-liposomd, jako potencionélnich teranostik.
Postup piipravy liposomil je uveden v kapitole 3.15.

Ptipravené¢ Gd-liposomy a vodny roztok kontrastni latky Gd-DOTA, byly natfedény
do koncentra¢ni fady:
I mM; 0,50 mM; 0,25 mM; 0,13 mM; 0,06 mM; 0,03 mM a 0,02 mM. U téchto tfad byl
zméien relaxacni ¢as Ty a Ty, ze kterého byla vypocitana relaxivita.

Kontrastni latky pouzivané v MR, po podani, maji schopnost ovlivnit rychlost relaxace
protontl, coZ je popisovano tzv. relaxivitou r; nebo r,, kterou 1ze vypocitat pomoci vzorce (8):

(lj ( 1 j
T,) . T, ®)
= Clr, =——

1 2
C C

kde ¢ je koncentrace kontrastni latky. Relaxivita se udava v jednotkach mM s a je zavisla

na vnéjsich podminkach (na teploté, na magnetickém poli atd) [102].
V tabulce 13, lze vidét ziskané hodnoty relaxivity | a r,, pro kontrastni laitku Gd-DOTA
a Gd-liposomy, 7| je velmi podobna komer¢ni latce

Tabulka 13: Vysledné hodnoty relaxivity r; a r,, pro kontrastni latku Gd-DOTA a Gd-liposomy

1, relaxivita 1, relaxivita
vzorek i i
[mM s '] [mM s ]
Gd-liposomy 3,9+0,6 44,7+ 49
Gd-DOTA 4,0£0,2 5,2 £0,43

Analytické metody (ICP, TEM-EDS) potvrdily ptitomnost a o&ekavanou koncentraci Gd**
v komplexech s liposomy. Vysledky métfeni hodnot relaxivity r; a r, prokazaly dostatecné
hodnoty pro pouziti v pldnovanych experimentech in vivo na zobrazeni trombl na kréli¢lim
a potkanim modelu. Obzvlasté hodnota r, je vyrazné vyssi pro liposomalni Gd ve srovnani
s nizkomolekularnim komplexem Gd-DOTA, coZ je vyrazna vyhoda pro Kkontrastni
zobrazovani pomoci MRI in vivo.
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5 ZAVER

- Byla vypracovana metoda ptipravy monodispersnich liposomii novou technologii
nanofluidniho miseni. Tato technika byla pouzita pro pfipravu liposoml s komplexem
gadolinia pro dal$i vyvoj kontrastnich preparatii uréenych pro in vivo zobrazovani trombu
a nadoru.

- Piiprava liposomii znadenych Gd** byla zaloZena na vyuZiti jednak komeréniho
metalochelatacniho lipidu a také na nasi origindlni metodé vazby metalochelata¢niho
komplexu Gd-DOTA na vné&jsi povrch liposomli pomoci konjugacni reakce zalozené
na lipidu s navdzanou kyselinou kyarunovou.

- Pro charakterizaci liposomt byly vyuzity pokrocilé fyzikalné-chemické metody (DLS,
NTA), elektronova mikroskopie (TEM, kryoTEM). Byl prokdzan vesikularni charakter
pfipravenych nano&astic a zabudovani Gd®* do liposomalnich membran ve formé
metalochelatacnich lipidd. Pfitomnost gadolinia v liposomech byla prokdzana pomoci
TEM s EDS. Ptesnd koncentrace gadolinia v liposomalnich preparatech byla stanovena
pomoci ICP-OES a odpovidala teoretickym vypoctim.

- Byla ovéfena metoda stabilizace liposomalnich preparatu lyofilizaci v pfitomnosti
kryoprotektiv. Obsah reziuduélni vody v lyofilizovanych liposomalnich preparatech byl
stanoven Karl-Fischerovou titraci a obsah fosfolipidi byl kvantifikovdin pomoci
Stewartova testu.

- Kontrastni signal Gd-liposomil byl ovéfen pomoci MR. Hodnota r; dosahovala hodnot
srovnatelnych s komeréné dostupnou a klinicky pouZivanou kontrastni latkou Gd-DOTA.
Hodnota r, vyrazn€ a nékolikandsobné prevySovala hodnotu komercéniho kontrastniho
agens Gd-DOTA.

- Vypracované metody a postupy budou vyuzity pro dalsi vyvoj kontrastnich preparati
pro MRI zobrazovan. Kone¢nym cilem je vyvoj teranostik diagnostiku a terapii
mozkovych iktt.
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6 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

CCD

CMC

CMOS kamera

Cryo-TEM
DLS
DMPC
DPPC
DSPC
EDsg
EDS
EDTA
EPC
FID
Gd

Gd-DTPA

Gd-DOTA

GUV

HP-DO3A

ICP-OES
LDsq
LUV

M

MLV

80

charge coupled device, obrazovy senzor

kriticka miceldrni koncentrace

complementary metal oxide semiconductor - kamera
kryo-transmisni elektronova mikroskopie
dynamicky rozptyl svétla
1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-fosfocholin
1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfocholin

1,2-distearoyl-sn-glycero-3-fosfocholin

efektivni davka (davka, pfi které se projevi sledovany efekt u 50 % zvirat)

energiove disperzni spektrometr
kyselina ethylendiamintetraoctova
vajecny fosfatidylcholin

free induction decay

gadolinium

kontrastni latka (Active Ingredient”)

- diethylenetriaminepentaacetic acid gadolinium(III)

kontrastni latka (Dotarem®)

- gadolinium (III) 1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetate
obfii unilameléarni vezikuly

kontrastni latka (Pro-hance®)

- gadolinium 1,4,7-Triscarboxymethyl-1,4,7,10-tetraazacyclododecane
optickd emisni spektrometrie s indukéné vazanou plazmou

letalita (davka, pti které umie 50 % intoxikovanych zvitat)

velké unilamelarni vezikuly

vysledné makroskopické magnetizace

multilamelarni vezikly



MR
MRI
MVV
NMR
NTA
PdI
PEG
QLS
SEM
SHM
Soy PC
SUV
Ty

T,

T,
TDsg
TI
TEM
Tris

DSPE-
PEG(2000)
Cyanur

16:0 Cyanur-
Cap PE

Bis (18:0 PE)-
DTPA (Gd)

18:0 PE DTPA
(Gd)

magnetickd rezonance

zobrazovani magnetickou rezonanci
multivesikularni vesikuly

nuklearni magneticka rezonance
nanoparticle tracking analysis

index polydisperzity
polyethylenglykol

kvazielasticky rozptyl svétla
skenovaci elektronova mikroskopie
the staggered herringbone mixer
sojovy L-a-fosphatidylcholin

malé unilameldrni vezikuly

podélna (spin-miizkova) relaxace
pticnd (spin-spinovy) relaxace
teplota fazového prechodu

toxické davka (davka, pti které se projevi toxicita u 50 % zvifat)
terapeuticky index

transmisni elektronova mikroskopie
tris(hydroxymethyl)aminomethan

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

1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N- {6-
[(cyanur)aminoJhexanoyl} (sodium salt)

bis(1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine)-N-N'-
diethylenetriaminepentaacetic acid (gadolinium salt)

1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-
diethylenetriaminepentaacetic acid (gadolinium salt)

81



82

LITERATURA

[1] AKBARZADEH, Abolfazl, Rogaie REZAEI-SADABADY, Soodabeh DAVARAN,
et al. Liposome: classification, preparation, and applications. Nanoscale Research
Letters [online]. 2013, 8(1), 102- [cit. 2016-07-31]. DOI: 10.1186/1556-276X-8-102.
ISSN 1556-276x. Dostupné zZ:
http://nanoscalereslett.springeropen.com/articles/10.1186/1556- 276X-8-102

[2] SCHWENDENER, R. A. Liposomes as vaccine delivery systems: a review of the
recent advances. Therapeutic Advances in Vaccines [online]. 2014, 2(6), 159-182
[cit. 2016-08-01]. DOI: 10.1177/2051013614541440. ISSN 2051-0136. Dostupné z:
http://tav.sagepub.com/lookup/doi/10.1177/2051013614541440

[3] DUTTA, Ranjna C. Targeting Efficiency of Immunliposome; Quantitative
Assessment. Analytical & Pharmaceutical Research. 2016, 2(2), 1. DOL:
10.15406/japlr.2016.02.00012. ISBN 10.15406/japlr.2016.02.00012. ISSN 2473-
0831. Dostupné také z: http://medcraveonline.com/JAPLR/JAPLR-02-00012.php

[4] KAMALY, Nazila a Andrew D. MILLER. Paramagnetic Liposome Nanoparticles for
Cellular and Tumour Imaging. International Journal of Molecular Sciences [online].
2010, 11(4), 1759-1776 [cit. 2016-12-07]. DOIL: 10.3390/ijms11041759. ISSN 1422-
0067. Dostupné z: http://www.mdpi.com/1422-0067/11/4/1759/

[5] NOVAKOVA, Katefina. Chemické listy: Modelové biologické membrany: jejich
charakterizace a vyuziti [online]. 2015, 109(3), 166-175 [cit. 2016-07-30]. ISSN
1213-7103. Dostupné z: http://www.chemicke-listy.cz/docs/full/2015_03 166-
175.pdf

[6] DUA, J.S., Prof. A. C. RANA a Dr. A. K BHANDARI. LIPOSOME: METHODS
OF PREPARATION AND  APPLICATIONS. International — Journal  of
Pharmaceutical Studies and Research [online]. 2012, ITI(II), 14-20 [cit. 2016-07-31].
ISSN 2229-4619.Dostupné z:
http://www.technicaljournalsonline.com/ijpst/VOL%20II/IJPSR%20VOL%20111%2
0ISSUE%2011%20APRIL%20JUNE%202012/Article%204%20April%20June%2020
12.pdf

[7] SWAMI, Himanshi, Mahesh Kumar KATARIA, Ajay BILANDI, Prabhjot KOUR a
Saroj BALA. Liposome: An art for drug delivery. International Journal of
Pharmaceutical Sciences Letters [online]. 2015, 5(2), 523-530 [cit. 2016-07-31].
ISSN 2277-4564.

Dostupné z: http://ijpsl.com/admin/upload_data/journal Himanshi.pdf



[8] BOZZUTO, Giuseppina a Agnese MOLINARI. Liposomes as nanomedical devices.
International Journal of Nanomedicine [online]. 2015, 2015(10), 975- [cit. 2016-08-
01]. DOI: 10.2147/IJN.S68861. ISSN 1178-2013.

Dostupné  z:  http://www.dovepress.com/liposomes-as-nanomedical-devices-peer-
reviewed-article-IJN

[9] KOOLMAN, Jan a Klaus-Heinrich ROHM. Barevny atlas biochemie. Praha: Grada,
2012. ISBN 978-80-247-2977-0.

[10] Phase Transition Temperatures for Glycerophospholipids. Avanti, Polar lipids, Inc.
[online]. Alabama, ©2016 [cit. 2016-10-04]. Dostupné Z:
https://avantilipids.com/tech-support/physical-properties/phase-transition-temps/

[11] EDWARDS, Katie A. (ed.). Liposomes in Analytical Methodologies [online]. 1.
CRC Press, 2016 [cit. 2016-09-16]. ISBN 978-981-4669-27-6. Dostupné z:
https://books.google.cz/books?1d=gBj Y CwAAQBAJ&pg=PA54&lpg=PA54&dq=Lip
osomes:+technologies+and+analytical+applications&source=bl&ots=YEkQp-
1zZW3&sig=pjeWZVMpEmOqelSndzE6-

FOhhHY &hl=cs&sa=X&ved=0ahUKEwilrojJilfPAhVLuBQKHaXbA 0Q6AEITzA
G#v=onepage&q&f=false

[12] BERGSTRAND, Nill. Liposomes for drug delivery: from physico-chemical studies
to application. 1. Uppsala: Acta Universitatis Upsaliensis, 2003. ISBN 91-554-5592-
1.

[13] LAZNICKOVA, Alice a Vladimir KUBICEK. Zaklady fyzikalni chemie: vybrané
kapitoly pro posluchace Farmaceutické fakulty. 2., pteprac. vyd. Praha: Karolinum,
2008. ISBN 978-80-246-1511-0.

[14] ZHANG, Jianxiang, Xiaodong LI a Xiaohui LI. Stimuli-triggered structural
engineering of synthetic and biological polymeric assemblies. Progress in Polymer
Science  [online]. 2012, 37(8), 1130-1176 [cit. 2017-01-30]. DOL:
10.1016/j.progpolymsci.2011.11.005. ISSN 00796700. Dostupné zZ:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0079670011001304

[15] LOMBARDO, Domenico, Mikhail A. KISELEV, Salvatore MAGAZU a Pietro
CALANDRA. Amphiphiles Self-Assembly: Basic Concepts and Future Perspectives
of Supramolecular Approaches. Advances in Condensed Matter Physics. 2015, 2015,
1-22.  DOIL  10.1155/2015/151683. ISSN 1687-8108. Dostupné také z:
http://www.hindawi.com/journals/acmp/2015/151683/

[16] TROUTIER, Anne-Lise, Laurent VERON, Thierry DELAIR, Christian PICHOT a
Catherine LADAVIERE. New Insights into Self-Organization of a Model Lipid

&3



Mixture and Quantification of Its Adsorption on Spherical Polymer Particles 7.
Langmuir [online]. 2005, 21(22), 9901-9910 [cit. 2017-01-30]. DOI:
10.1021/1a0507961. ISSN 0743-7463.

Dostupné z: http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/1a0507961

[17] ED. BY JORG KREUTER. Colloidal drug delivery systems. New York, NY u.a:
Dekker, 1994. ISBN 08-247-9214-9.

[18] Types of Vesicles. In: Mirus Transfectopedia® [online]. USA [cit. 2016-09-16].
Dostupné z: https://www.mirusbio.com/transfectopedia/methods

[19] MANGIAPIA, Gaetano, Giuseppe VITIELLO, Carlo IRACE, et al. Anticancer
Cationic Ruthenium Nanovectors: From Rational Molecular Design to Cellular
Uptake and Bioactivity. Biomacromolecules. 2013, 14(8), 2549-2560. DOI:
10.1021/bm400104b. ISSN 1525-7797. Dostupné také Z
http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/bm400104b

[20] SERCOMBE, Lisa, Tejaswi VEERATI, Fatemeh MOHEIMANI, Sherry Y. WU,
Anil K. SOOD a Susan HUA. Advances and Challenges of Liposome Assisted Drug
Delivery. Frontiers in Pharmacology [online]. 2015, 6, - [cit. 2016-09-30]. DOI:
10.3389/fphar.2015.00286. ISSN 1663-9812. Dostupné Z
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fphar.2015.00286

[21] WOODLE, Martin C. a Xuan Nam. PHAM. Sterically stabilized liposome
therapeutics: the origin, evolution, and impact of doi moi. Advanced Drug Delivery
Reviews [online]. 1995, 16(2-3), 249-265 [cit. 2016-09-30]. DOI: 10.1016/0169-
409X(95)00028-6. ISSN 0169409x.

Dostupné z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/0169409X95000286

[22] WOODLE, Martin C., Mary S. NEWMAN a Joel A. COHEN. Sterically Stabilized
Liposomes: Physical and Biological Properties. Journal of Drug Targeting [online].
2008, 2(5), 397-403 [cit. 2016-09-30]. DOIL: 10.3109/10611869408996815. ISSN
1061-186x.

Dostupné z: http://www.tandfonline.com/doi/full/10.3109/10611869408996815

[23] Terapeuticka $ife. LULLMANN, Heinz, Mohr KLAUS a Martin WEHLING.
Farmakologie a toxikologie. Vyd. 2. ¢eské. Praha: Grada, 2004, s. 33-34. ISBN 80-
247-0836-1.

[24] NEPEJCHALOVA, Leona. Farmakodynamika (mechanismus t&inku), Davka a

uéinek. In: Farmakologie, [online]. USKVBL [cit. 2017-04-02]. Dostupné z:
www.farmakologie.webzdarma.cz/p8 farmakodynamika davky leku.ppt

84



[25] MARRIPATI, Saraswathi, K. UMASANKAR a P. JAYACHANDRA REDDY. A
REVIEW ON LIPOSOMES. International Journal of Research in Pharmaceutical and
Nano Sciences [online]. 2014, 3(3), 159 - 169 [cit. 2016-10-09]. ISSN 2319 — 9563.
Dostupné z: http://www.ijrpns.com/article/A%20REVIEW%200N%20LIPOSOMES.
pdf

[26] Liposome Preparation. Avanti Polar Lipids, Inc. [online]. Alabama, ©2016 [cit.
2016-10-09]. Dostupné z: https://avantilipids.com/tech-support/liposome-preparation/

[27] Protocol for Liposome Preparation Through Thin-film Hydration. In: Consun
Chinese medicines research centre for renal diseases [online]. Kowloon Tong,
Kowloon, ©2015 [cit. 2016-10-09].

Dostupné z: http://ccrd.hkbu.edu.hk/images/20130629/13724927885156.pdf

[28] ARAJO LOPES, Svia Caldeira de, Cristiane dos SANTOS GIUBERTI, Talita
Guieiro RIBEIRO, Digo dos SANTOS FERREIRA, Elaine AMARAL LEITE a
Mnica CRISTINA. Liposomes as Carriers of Anticancer Drugs. Cancer Treatment -
Conventional and Innovative Approaches [online]. InTech, 2013, 85-124 [cit. 2016-
10-09]. DOIL  10.5772/55290. ISBN  978-953-51-1098-9. Dostupné z:
http://www.intechopen.com/books/cancer-treatment-conventional-and-innovative-
approaches/liposomes-as-carriers-of-anticancer-drugs

[29] TORCHILIN, V. P. a Volkmar. WEISSIG. Liposomes: a practical approach.
2nd ed.. New York: Oxford University Press, c2003. ISBN 01-996-3654-0.

[30] AFZAL, Arshad a Kwang-Yong KIM. Three-objective optimization of a staggered
herringbone micromixer. Sensors and Actuators B: Chemical [online]. 2014, 192(3),
350-360 [cit. 2017-02-05]. DOLI: 10.1016/5.snb.2013.10.109. ISBN
10.1016/5.snb.2013.10.109.

Dostupné z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0925400513013117

[31] MEIJER, Han E. H., M. K. SINGH, T. G. KANG, J. M. J. TOONDER a P. D.
ANDERSON. Passive and Active Mixing in Microfluidic Devices.
In: HarvardKey [online]. The Netherlands, 2011 [cit. 2017-02-05]. Dostupné z:
http://isites.harvard.edu/fs/docs/icb.topic860667 .files/Active PAssive review.pdf

[32] FOGED, Camilla, Thomas RADES, Yvonne PERRIE a Sarah HOOK. Subunit
vaccine delivery. 1. New York: Springer, c2015. ISBN 978-1-4939-1417-3.

[33] WILLIAMS, Manda S., Kenneth J. LONGMUIR a Paul YAGER. A practical guide
to the staggered herringbone mixer. Lab on a Chip [online]. 2008, 8(7), 1121- [cit.
2017-02-21].  DOI:  10.1039/b802562b. ISSN  1473-0197. Dostupné¢ z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2792635/

85



86

[34] HOSSAIN, Shakhawat, Afzal HUSAIN a Kwang-Yong KIM. Shape optimization of
a micromixer with staggered-herringbone grooves patterned on opposite walls.
Chemical Engineering Journal [online]. 2010, 162(2), 730-737 [cit. 2017-02-21].
DOI: 10.1016/j.cej.2010.05.056. ISSN 13858947.

Dostupné z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1385894710005115

[35] STROOCK, A. D. Chaotic Mixer for Microchannels. Science. 2002, 295(5555),
647-651. DOI: 10.1126/science.1066238. ISSN 00368075. Dostupné také z:
http://www.sciencemag.org/cgi/doi/10.1126/science.1066238

[36] KASTNER, Elisabeth, Randip KAUR, Deborah LOWRY, Behfar MOGHADDAM,
Alexander WILKINSON a Yvonne PERRIE. High-throughput manufacturing of size-
tuned liposomes by a new microfluidics method using enhanced statistical tools for
characterization. International Journal of Pharmaceutics [online]. 2014, 477(1-2),
361-368 [cit. 2017-02-21]. DOI: 10.1016/j.ijpharm.2014.10.030. ISSN 03785173.
Dostupné z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0378517314007534

[37] GUIMARAES SA CORREIA, Mariana, Maria L. BRIUGLIA, Fabio NIOSI a
Dimitrios A. LAMPROU. Microfluidic manufacturing of phospholipid nanoparticles:
Stability, encapsulation efficacy, and drug release. International Journal of
Pharmaceutics [online]. 2017, 516(1-2), 91-99 [cit. 2017-02-21]. DOI:
10.1016/j.;jpharm.2016.11.025. ISSN 03785173. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0378517316310778

[38] ZHENG, Mengxiu. Properties of vesicles containing natural and synthetic lipids
formed by microfluidic mixing. In: University of Victoria / Libraries [online].
Waterloo: University of Waterloo, 2013 [cit. 2017-02-22]. Dostupné z:
https://dspace.library.uvic.ca/bitstream/handle/1828/6922/Zheng Mengxiu MSc 201
5.pdf?sequence=1&isAllowed=y

[39] The NanoAssemblr™ Benchtop. In: Precision NanoSystems [online]. Vancouver,
©2016 [cit. 2017-02-22]. Dostupné z: https://www.precisionnanosystems.com/wp-
content/uploads/2016/07/Benchtop-Brochure.pdf

[40] MUI, Barbara, Laurie CHOW a Michael J] HOPE. Extrusion Technique to Generate
Liposomes of Defined Size. Elsevier Inc. [online]. 2003, (367), 3 [cit. 2017-02-25].
DOI: 10.1016/S0076-6879(03)67001-1.

Dostupné z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0076687903670011

[41] MAYER, L.D., M.J. HOPE a P.R. CULLIS. Vesicles of variable sizes produced by
a rapid extrusion procedure. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Biomembranes



[online]. 1986, 858(1), 161-168 [cit. 2017-02-25]. DOIL: 10.1016/0005-
2736(86)90302-0. ISSN 00052736.
Dostupné z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/0005273686903020

[42] Manual Operation of Liposome Hand-Extruder. In: Genizer [online]. California,
USA: Genizer, ©2009 [cit. 2017-02-26].
Dostupné z: http://www.genizer.com/upload/file/Liposome HandExtruder.pdf

[43] LiposoFast-Basic. AVESTIN, Inc. and AVESTIN Europe GmbH [online].
Germany: Avestin, 2009 [cit. 2017-02-26].
Dostupné z: http://www.avestin.com/If.html

[44] Reduction of liposome size and preparation of unilamellar vesicles by extrusion
techniques. HOPE, Michael J., Rajiv NAYAR, Lawrence D. MAYER a Pieter R.
CULLIS. Liposome technology. 2nd ed. Boca Raton, Fla.: CRC Press, c1993, s. 123-
139. ISBN 0849367093.

[45] SUPAPORN, Sriwongsitanont. Effect of Freeze-Thawing Process on the Size and
Lamellarity of PEG-Lipid Liposomes. The Open Colloid Science Journal [online].
2011, 4(1), 1-8 [cit. 2017-02-27]. DOI: 10.2174/1876530001104010001. ISSN
18765300. Dostupné z: http://benthamopen.com/ABSTRACT/TOCOLLSJ-4-1

[46] CASTILE, Jonathan D a Kevin M.G TAYLOR. Factors affecting the size
distribution of liposomes produced by freeze—thaw extrusion. International Journal of
Pharmaceutics [online]. 1999, 188(1), 87-95 [cit. 2017-02-27]. DOI: 10.1016/S0378-
5173(99)00207-0. ISSN 03785173.

Dostupné z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0378517399002070

[47] ARAJO LOPES, Svia Caldeira de, Cristiane dos SANTOS GIUBERTI, Talita
Guieiro RIBEIRO, Digo dos SANTOS FERREIRA, Elaine AMARAL LEITE a
Mnica CRISTINA. Liposomes as Carriers of Anticancer Drugs. In: Cancer Treatment
- Conventional and Innovative Approaches [online]. InTech, 2013 [cit. 2017-02-27].
DOL: 10.5772/55290. ISBN 978-953-51-1098-9. Dostupné z
http://www.intechopen.com/books/cancer-treatment-conventional-and-innovative-
approaches/liposomes-as-carriers-of-anticancer-drugs

[48] SNOWMAN, John a Mizrahi AVSHALOM. Downstream processes: equipment and
techniques: Lyophilization: Freeze-Drying. New York: A. Liss, 1988, s. 315-351.
ISBN 0845132075.

[49] Sublimace: Lyofilizace. In: Vyssi odborné Skola zdravotnicka a Stfedni zdravotnicka

Skola Hradec Kralové: Laboratorni technika [online]. [cit. 2014-02-24]. Dostupné z:
http://lat.zshk.cz/vyuka/sublimace.aspx

87


Administrator
高亮


88

[50] Magnetickd rezonance - MR. Fakultni nemocnice Brno [online]. Brno: Fakultni
nemocnice Brno, ©2016 [cit. 2016-12-04]. Dostupné Z:
http://www.fnbrno.cz/nemocnice-bohunice/radiologicka-klinika/magneticka-
rezonance-mr/t4353

[51] POPA, Igor a Radka NOVOTNA. Zaklady NMR spektroskopie. Olomouc:
Univerzita Palackého v Olomouci, 2012. ISBN 978-80-244-2991-5.

[52] HOLIK, Miroslav. NMR spektroskopie pro chemiky. 2. rozsif. vyd. Brno:
Univerzita J.E. Purkyné, 1975. ¢. 55-042-75.

[53] Princip MRI. FMRI Brno, Vyzkumna skupina pti LF MU v Brn¢ [online]. Brno:
fMRI Team Brno, 2008 [cit. 2017-02-27].
Dostupné z: http://fmri.mchmi.com/main_index.php?strana=13

[54] VALEK, Vlastimil a Jan ZIZKA. Modemi diagnostické metody: Magneticka
rezonance, III. dil. Brno: Institut pro dal$i vzdélavani pracovnikii ve zdravotnictvi,
1996. ISBN 80-701-3225-6.

[55] DOLNICEK, P., J. SOBEK a P. VYCHODIL. Technologie zpracovani obrazil pii
perfuznim zobrazeni: Perfuzni zobrazeni. In: Access server [online]. Vysoké uceni
technické v Brné&: Ceské vysoké uceni technické v Praze, 2014 [cit. 2016-12-07].
Dostupné z: http://access.fel.cvut.cz/view.php?nazevclanku=technologie-zpracovani-
obrazu-pri-perfuznim-zobrazeni&cisloclanku=2014030001

[56] AYYAGARI, Ananta Laxmi, Xiaodong ZHANG, Ketan B. GHAGHADA, Ananth
ANNAPRAGADA, Xiaoping HU a Ravi V. BELLAMKONDA. Long-circulating
liposomal contrast agents for magnetic resonance imaging. Magnetic Resonance in
Medicine  [online]. 2006, 55(5), 1023-1029 [cit. 2016-12-12]. DOLI:
10.1002/mrm.20846. ISSN 0740-3194.

Dostupné z: http://doi.wiley.com/10.1002/mrm.20846

[57] LIU, Yongjun a Na ZHANG. Gadolinium loaded nanoparticles in theranostic
magnetic resonance imaging. Biomaterials. 2012, 33(21), 5363-5375. DOI:
10.1016/j.biomaterials.2012.03.084. ISSN 01429612.

Dostupné také z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0142961212003973

[58] LEVY, Jason. MRI: Magnetic resonance imaging; Nuclear magnetic resonance
(NMR) imaging. In: Keck Medicine of USC [online]. USA: Keck Medicine of USC,
2016 [cit. 2017-04-24]. Dostupné z:
http://keckmedicine.adam.com/content.aspx?productld=117&pid=1&gid=003335



[59] TURANEK, Jaroslav. Prezentace AZV2016, Nanoliposomal systems for rapid
diagnosis of thrombi by MRI: Focused on Liposomal Theranostics for Treatment and
Imaging of Thrombi. Brno, 2016.

[60] 8A Liposomy. Vybrané instrumentélni tlohy z aplikované biochemie. Brno: Vysoké
uceni technické v Brné, Fakulta chemicka, 2013, s. 150-158. ISBN 978-80-214-4788-
2.

[61] 9. Charakterizacni techniky. Cviceni ze zakladti nanomateridlové chemie. Olomouc:
Univerzita Palackého v Olomouci, 2013, s. 59-60. ISBN 978-80-244-3752-1.

[62] Chemické listy: Stanoveni velikostni distribuce castic anorganickych disperzi
metodou dynamického rozptylu svétla. 1998, 92(11). ISSN 1213-7103.

[63] Dynamicky rozptyl svétla. Krystalograficka spole¢nost Czech and Slovak
Crystallographic Association (CSCA) [online]. Praha: CSCA, 2008 [cit. 2017-01-12].
Dostupné z: https://www.xray.cz/kfkl-osa/eng/zetasizer/dls.htm

[64] Dynamic Light Scattering as a Method for Understanding the Colloidal Stability of
Protein Therapeutics. In: AZo Materials [online]. USA: AZoM.com, ©2000-2017
[cit. 2017-04-24]. Dostupné z: http://www.azom.com/article.aspx?ArticleID=11173

[65] Zeta potencial zeta. Krystalografickd spolecnost Czech and Slovak Crystallographic
Association (CSCA) [online]. Praha: CSCA, 2008 [cit. 2017-02-01]. Dostupné z:
https://www.xray.cz/kfkl-osa/eng/zetasizer/zeta.htm

[66] LIBOR, Kvitek. Metody studia koloidnich soustav. In: Elektronicka skripta: PtF UP
Olomouc [online]. Olomouc: Univerzita Palackého v Olomouci, 2006 [cit. 2017-02-
01]. Dostupné z: http://chemikalie.upol.cz/skripta/msk/msk.pdf

[67] Dynamic light scattering e potenziale zeta. In: ALFATEST- Strumentazione
scientifica [online]. Italie: Alfatest Srl, c2017 [cit. 2017-04-02]. Dostupné z:
http://www.alfatest.it/pagina.php?p=67

[68] CARR, Bob a Matthew WRIGHT. Nanoparticle Tracking Analysis: A Review of
Applications and Usage in the Analysis of Exosomes and Microvesicles. In: Samedan
Itd, Pharmaceutical publishers [online]. United Kingdom: Samedan Itd,
Pharmaceutical publishers, ©2000-2011 [cit. 2017-02-01]. Dostupné z:
http://www.samedanltd.com/uploads/pdf/white paper/cbe887d261c4e69e93dctb43fc
43edfa.pdf

89



90

[69] Nanoparticle Tracking Analysis: Visualize and measure particle size and
concentration. Malvern Instruments [online]. United Kingdom: Malvern Instruments,
©2017 [cit. 2017-02-01].

Dostupné z: http://www.malvern.com/en/products/technology/nanoparticle-tracking-
analysis/

[70] Nanoparticle Tracking Analysis. Innova Biosciences [online]. United Kingdom:
Innova Biosciences, ©2016 [cit. 2017-02-01]. Dostupné Z:
https://www.innovabiosciences.com/applications/nanoparticle-tracking-analysis.html

[71] Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry (ICP-OES). In:
Chemiasoft [online]. Chemiasoft, c2004-2015 [cit. 2017-03-12]. Dostupné z:
http://www.chemiasoft.com/chemd/node/52

[72] SCHMIEDT, Lukas. Uvod do fyziky plazmatu. Fyzikalni sekce Matematicko-
fyzikalni fakulty UK [online]. Praha: MFF UK, 2014, 8.5.2014 [cit. 2017-03-12].
Dostupné z: http://physics.mff.cuni.cz/kfpp/s4r/plazma/

[73] BOSS, Charles B. a Kenneth J. FREDEEN. Concepts, Instrumentation and
Techniques in Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry. In:
PerkinElmer [online]. Waltham: PerkinElmer, ©1998-2017 [cit. 2017-03-12].
Dostupné Z: https://www.perkinelmer.com/lab-
solutions/resources/docs/GDE_Concepts-of-ICP-OES-Booklet.pdf

[74] RAMANAIJIL M. ICP-OES. In: RoHS Testing Laboratory [online]. India: C-MET,
RoHS Division, ©2014 [cit. 2017-03-12]. Dostupné z: http://www.rohs-
cmet.in/content/icp-oes

[75] JAGER, A. a V. GARTNEROVA. Elektronovym mikroskopem do nitra materialt
aneb jak vypada jejich struktura. In: Fyzikélni ustav, Akademie véd CR, v. v. i.
[online]. Praha: Fyzikalni Gistav AV CR, ©2008-2014 [cit. 2017-03-02]. Dostupné z:
http://www.fzu.cz/popularizace/elektronovym-mikroskopem-do-nitra-materialu-aneb-
jak-vypada-jejich-struktura

[76] KARLIK, Miroslav. Uvod do transmisni elektronové mikroskopie. Praha: Ceské
vysoké uceni technicke v Praze, 2011. ISBN 978-80-0104-729-3.

[77] Transmisni elektronovd mikroskopie. In: Laboratof mikroskopie atomarnich sil -
Regiondlniho centra pokrocilych technologii a materidli Univerzity Palackého v
Olomouci. [online]. Olomouc: UPOL, 2008 [cit. 2017-03-02]. Dostupné z:
http://atmilab.upol.cz/texty/TEM-teorie.pdf



[78] Basic principle of transmission electron microscope. In: Physics world [online].
HKSAR: Education Bureau, HKSAR, ¢2000 [cit. 2017-03-03]. Dostupné z:
http://www.hk-phy.org/atomic_world/tem/tem02_e.html

[79] KARLIK, Miroslav. Transmisni elektronova mikroskopie: pohled do nitra materialt.
In: Nano[studijni]materialy, Technicka univerzita v Liberci [online]. Praha: Katedra
materiali ~ FJFI ~ CVUT, 2005 [cit. 2017-03-02]. Dostupné  z:
https://nanoed.tul.cz/pluginfile.php/603/mod_resource/content/1/TEM_05 Karlik.pdf

[80] NEBESAROVA, Jana a Marie VANCOVA. Elektronova mikroskopie pro biology.
In: Parazitologicky tustav, Biologické centrum AV CR, v. v. i. [online]. Ceské
Budgjovice: Biologické centrum AV CR, 2002 [cit. 2017-03-02]. Dostupné z:
http://triton.paru.cas.cz/old-lem/book/Podkap/1.0.html

[81] BOROVEC, Zden¢k. Elektronova mikroskopie a elektronova difrakce. 1. Praha:
Statni pedagogické nakladatelstvi, n. p., Praha 1, 1985.

[82] CAIS, Jaromir. Elektronova mikroskopie. Metalografie: Metodicka ptirucka. 1.
Praha: Centrum pro studium vysokého Skolstvi, v.v.i, 2015. ISBN 978-80-86302-67-
6.

[83] KUBINEK, Roman, Klara SAFAROVA a Milan VUJTEK. Elektronova
mikroskopie. In: Portdl moderni fyziky [online]. Olomouc: Univerzita Palackého v
Olomouci, 2011 [cit. 2017-03-06]. Dostupné z:
https://fyzika.upol.cz/cs/system/files/download/vujtek/granty/elmikro.pdf

[84] Light microscopes electron microscopes. Optics & Binoculars [online]. 2013 [cit.
2017-03-06]. Dostupné zZ: http://binoculas.net/light-microscopes-electron-
microscopes/

[85] MILNE, Jacqueline L. S., Mario J. BORGNIA, Alberto BARTESAGH]I, et al. Cryo-
electron microscopy - a primer for the non-microscopist. FEBS Journal. 2013, 280(1),
28-45. DOI:  10.1111/febs.12078. ISSN  1742464x. Dostupné také z:
http://doi.wiley.com/10.1111/febs.12078

[86] An Introduction to Electron Microscopy booklet. 1. Oregon (USA): FEI part of
Thermo Finisher Scientific, ©2010, 40 s. ISBN 978-0-578-06276-1. Dostupné také z:
https://www.fei.com/documents/introduction-to-microscopy-document/

[87] Products: bis(18:0 PE)-DTPA (Gd) | 791299. In: Avanti Polar Lipids, Inc. [online].

USA: Avanti Polar Lipids, ¢2017 [cit. 2017-04-16]. Dostupné z:
https://avantilipids.com/product/791299/

91



92

[88] Products: 16:0 Cyanur Cap PE | 870275. In: Avanti Polar Lipids, Inc. [online]. USA:
Avanti Polar Lipids, c2017 [cit. 2017-04-16]. Dostupné Z:
https://wwwbeta.avantilipids.com/product/870275/

[89] Ethylenediaminetetraacetic acid. Sigma-Aldrich Co. LLC [online]. USA: Sigma-
Aldrich, c2017 [cit. 2017-04-18]. Dostupné Z:
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=EDTA&interface=All&N=0+&m
ode=partialmax&lang=en®ion=CZ&focus=product&.=

[90] Products: 18:0 PE-DTPA (Gd) | 791275. In: Avanti Lipids Polar, Inc [online]. USA:
Avanti Lipids Polar, c2017 [cit. 2017-04-24]. Dostupné Z:
https://avantilipids.com/product/791275/

[91] Products: DSPE-PEG(2000) Cyanur | 880122. In: Avanti Lipids Polar, Inc [online].
USA: Avanti Lipids Polar, ¢2017 [cit. 2017-04-24]. Dostupné¢ z:
https://avantilipids.com/product/880122/

[92] Protocol 2, The Stewart assay for determination of phospholipids. Liposomes: a
practical approach. 2nd ed. /. New York: Oxford University Press, c2003, s. 35. ISBN
0199636559.

[93] Karl Fischer titration for water determination. In: Mettler-Toled [online]. USA:
Mettler-Toledo International [cit. 2017-04-25]. Dostupné Z:
http://www.mt.com/cz/cs/home/library/know-how/lab-analytical-
instruments/moisture _determination by karl fischer.html

[94] CARUGO, Dario, Elisabetta BOTTARO, Joshua OWEN, Eleanor STRIDE a
Claudio NASTRUZZI. Liposome production by microfluidics: potential and limiting
factors. Scientific Reports. 2016, 6(1), -. DOI: 10.1038/srep25876. ISSN 2045-2322.
Dostupné také z: http://www.nature.com/articles/srep25876

[95] The NanoAssemblr™ Benchtop: “Limit size” Liposomes are dictated by the Flow
Rate Ratio. In: Precision Nanosystems [online]. Kanada: Precision Nanosystems,
c2016 [cit. 2017-04-26]. Dostupné z: https://www.precisionnanosystems.com/wp-
content/uploads/2016/07/Benchtop-Brochure.pdf

[96] JOSHI, Sameer, Maryam T. HUSSAIN, Carla B. ROCES, Giulia ANDERLUZZI,
Elisabeth KASTNER, Stefano SALMASO, Daniel J. KIRBY a Yvonne PERRIE.
Microfluidics based manufacture of liposomes simultaneously entrapping hydrophilic
and lipophilic drugs. International Journal of Pharmaceutics. 2016, 514(1), 160-168.
DOIL:  10.1016/j.ijpharm.2016.09.027. ISSN  03785173. Dostupné také z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0378517316308481



[97] ZOOK, Justin M. a Wyatt N. VREELAND. Effects of temperature, acyl chain
length, and flow-rate ratio on liposome formation and size in a microfluidic
hydrodynamic focusing device. DOI: 10.1039/B923299K. ISBN 10.1039/b923299k.
Dostupné také z: http://xlink.rsc.org/?DOI=b923299k

[98] PATHAK, Sarvesh Kumar, Roli MISHRA, Sapan KUMAR a Gyan PRAKASH.
Effect of cholesterol concentration on size of liposome. Journal of Pharmacy and
Biological Sciences [online]. 2012, 1(1), 50-53 [cit. 2017-04-09]. ISSN 2278-3008.
Dostupné z: http://www.iosrjournals.org/iosr-jpbs/papers/voll-
issuel/G0115053.pdf?1d=4589

[99] LIU, Rong an editor. Water-insoluble drug formation. 1. Denver: Interpharm Press,
2000. ISBN 15-749-1105-8.

[100] BRIUGLIA, Maria-Lucia, Chiara ROTELLA, Amber MCFARLANE a Dimitrios
A. LAMPROU. Influence of cholesterol on liposome stability and on in vitro drug
release. Drug Delivery and Translational Research. 2015, 5(3), 231-242. DOI:
10.1007/s13346-015-0220-8. ISSN 2190-393x. Dostupné také Z:
http://link.springer.com/10.1007/s13346-015-0220-8

[101] KOUDELKA, Stépan, Josef MASEK, Jiri NEUZIL a Jaroslav TURANEK.
Lyophilised liposome-based formulations of a-tocopheryl succinate: Preparation and
physico-chemical characterisation. Journal of Pharmaceutical Sciences. 2010, 99(5),
2434-2443. DOI:  10.1002/jps.22002. ISSN 00223549. Dostupné také z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0022354915326472

[102] Relaxivity: What is meant by the relaxivity of a contrast agent? How is it

measured? In: Questions and Answers in MRI [online]. USA: AD Elster, 2005 [cit.
2017-04-27]. Dostupné z: http://mri-q.com/what-is-relaxivity.html

93



	1 ÚVOD
	2 Teoretická část
	2.1 Liposomy
	2.1.1 Fyzikálně-chemická charakterizace liposomů
	2.1.2 Strukturální rozdělení liposomů
	2.1.3 Rozdělení liposomů podle funkce
	2.1.4 Rozdělení metod přípravy liposomů
	2.1.5 Příprava liposomů pomocí nanofluidizace
	2.1.6 Sekundární procesy úpravy liposomů
	2.1.7 Stabilizace a lyofilizace liposomů

	2.2 Nukleární magnetická rezonance (NMR)
	2.2.1 Kontrastní látky pro MRI
	2.2.2 Liposomy značené gadoliniem

	2.3  Vybrané metody pro charakterizaci liposomů
	2.3.1 Dynamický rozptyl světla
	2.3.2 Analýza trajektorie částic, NTA
	2.3.3 Optická emisní spektrometrie s indukčně vázaným plazmatem

	2.4 Elektronové mikroskopy
	2.4.1 Transmisní elektronový mikroskop – TEM
	2.4.2 Skenovací elektronová mikroskopie – SEM
	2.4.3 Kryo-transmisní elektronová mikroskopie


	3 experimentální část
	3.1 Přístroje a zařízení
	3.2 Pomůcky
	3.3 Chemikálie
	3.4 Optimalizace nanofluidizační metody
	3.5 Vliv lipidní kompozice a složení vodné fáze na velikost liposomů
	3.6 Optimalizace obsahu cholesterolu v liposomech
	3.7 Porovnání liposomů, získaných metodou hydratace lipidního filmu s následnou extruzí a  pomocí metody nanofluidiního směšování
	3.8 Charakterizace liposomů obsahující gadolinium
	3.8.1 Příprava liposomů obsahujících gadolinium pomocí hydratace lipidního filmu s následnou extruzí
	3.8.2 Příprava liposomů obsahujících gadolinium pomocí nanofluidizace

	3.9 Určení morfologie liposomů, obsahujících gadolinium, pomocí cryo-TEM
	3.10 Ověření přítomnosti gadolinia v liposomech pomocí TEM se spektrometrem rentgenového záření
	3.11 Kvantifikace gadolinia pomocí ICP-OES
	3.12 Stanovení obsahu fosfolipidů v Gd-liposomech
	3.13 Vliv lyofilizace na velikost a ζ-potenciál liposomů
	3.14 Stanovení zbytkové vody dle Karl-Fischera
	3.15 Ověření konceptu Gd-liposomů pro zobrazování pomocí MRI

	4  Výsledky a diskuze
	4.1 Optimalizace nanofluidizační metody pro přípravu liposomů
	4.2 Vliv lipidní kompozice a složení vodné fáze na velikost liposomů
	4.3 Vliv cholesterolu na velikost liposomů
	4.4 Porovnání liposomů připravených pomocí metody hydratace lipidního filmu a metodou nanofluidního mísení
	4.5 Charakterizace liposomů obsahující navázané komplexy gadolinia
	4.6 Určení morfologie Gd-liposomů, pomocí cryo-TEM
	4.7 Ověření přítomnosti gadolinia v liposomech pomocí TEM s EDS
	4.8 Stanovení obsahu gadolinia pomocí ICP-OES
	4.9 Stanovení obsahu fosfřiolipidu v Gd-liposomech, dle Stewartova testu
	4.10 Vliv kryoprotektantu na stabilitu Gd-liposomů po lyofilizaci
	4.11 Stanovení zbytkové vody v lyofilizovaných liposomech dle Karl-Fischera
	4.12 Ověření konceptu Gd-liposomů

	5 závěr
	6  SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK
	7  Literatura

