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1 Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra: Farmaceutické technologie

Skolitel: PharmDr. Ondfej Holas, Ph.D.

Posluchac: Tereza Busilova

Nazev diplomové prace: Optimalizace  pfipravy liposomi pro cilenou

antibiotickou terapii

Liposomalni nanocastice predstavuji inovativni pfistup v distribuci antibiotickych
léciv. Diky svym vlastnostem se dokdzou efektivné akumulovat v infikovanych
tkanich, a to jak prostfednictvim pasivniho, tak aktivniho targetingu. To pfispiva
k vyraznému omezeni systémovych nezddoucich ucinkl a také omezeni plisobeni
1é¢iva na zdravé tkan€. V kontextu rostouci antibiotické rezistence se tak nanocastice
jevi jako slibny nastroj pro zajisténi cilené a ucinné antibiotické terapie.

Cilem experimentalni prace bylo pfipravit liposomalni nanocéstice a optimalizovat
jejich vlastnosti tak, aby byly vhodné pro enkapsulaci lé¢iva. Castice byly
pfipravovany metodou tenkého filmu. Jako léCivo byl vybran gentamicin. Byl
hodnocen vliv slozeni lipidické formulace, organického rozpoustédla a dalSich
faktorti na velikost a polydisperzitu vzniklych nanocastic.

V ramci experimentalni ¢asti bylo pfipraveno 16 vzorkd liposomit a 3 vzorky
obsahujici enkapsulovany gentamicin. Ze ziskanych hodnot vyplyva, zZe nanocastice
s gentamicinem, které dosahovaly optimélnich hodnot byly takové, u kterych byla
jako rozpoustédlo pouzita smes methanolu a chloroformu v poméru 3:7. Z hlediska
slozeni ¢astic dosahla optimalnich hodnot formulace tvofena
70 % fosfatidylcholinu a 30 % cholesterolu. Pro spravnou tvorbu castic bylo klicové

enkapsulovat roztok gentamicinu ve fosfatovém pufru, kviili ochrané pH formulace.

Klicova slova: Nanocastice, liposomy, antibiotika, biodegradovatelnost, targeting,

makrofagy



2 Abstract

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradci Kralové

Department of: Pharmaceutical Technology

Consultant: PharmDr. Ondiej Holas, Ph.D.

Student: Tereza Busilova

Title of Thesis: Optimization of liposome preparation for targeted

antibiotic therapy

Liposomal nanoparticles represent an innovative approach in the distribution
of antibiotic drugs. Due to their properties, they are able to effectively accumulate
in infected tissues through both passive and active targeting. This contributes
significantly to the reduction of systemic side effects and limits the drug's impact
on healthy tissues. In the context of growing antibiotic resistance, nanoparticles
appear to be a promising tool for ensuring targeted and effective antibiotic therapy.

The aim of this experimental work was to prepare liposomal nanoparticles and
optimize their properties to make them suitable for drug encapsulation. The particles
were prepared using the thin-film method. Gentamicin was chosen as the model
drug. The influence of the lipid formulation composition, organic solvent, and other
factors on the size and polydispersity of the resulting nanoparticles was evaluated.

In the experimental section, 16 liposomal samples and 3 samples containing
encapsulated gentamicin were prepared. The data obtained suggest that the
gentamicin-loaded nanoparticles that achieved the most optimal values were those in
which a mixture of methanol and chloroform (in a 3:7 ratio) was used as the solvent.
In terms of particle composition, the  formulation  containing
70% phosphatidylcholine and 30% cholesterol showed the most favorable results.
For proper particle formation, it was crucial to encapsulate the gentamicin solution in

phosphate buffer to protect the pH of the formulation.

Key words: Nanoparticles, liposomes, antibiotics, biodegradability, targeting,
macrophages



3 Uvod

S rostouci spotfebou antibiotickych 1¢kt sledujeme v poslednich desetiletich také
vyznamny rozvoj antibiotické rezistence. Ackoli je terapeutickd ucinnost mnoha
antibiotik dobfe prokazana, jejich tradi¢ni podavani mize vést k nizké biologické
dostupnosti v misté infekce a zaroven zpisobit fadu vedlejSich u¢inkd. Neefektivni
distribuce 1é¢iva navic ptispiva k selekci rezistentnich mikroorganisma.

Jednou z moznosti, jak témto problémum celit, je vyuziti cilené antibiotické terapie,
ktera smétuje 1éCivo presné do mista patologického plisobeni. Tato strategie muiize
vyrazné zvysit u¢innost 1éCby a zaroven snizit nezddouci U¢inky na zdravé tkangé. V
poslednich letech se v této oblasti dostavaji do popiedi nanosystémy, které umoziuji
fizené uvoliiovani a pfesné doruceni 1€¢iv. Mezi tyto nanosystémy patii liposomy,
sférické¢ vezikuly tvotené jednou nebo vice fosfolipidovymi dvojvrstvami, které
obklopuji vodny vnitini prostor. Diky své fosfolipidové dvojvrstvé strukturalné
pfipominaji biologické membrany a umoziuji snadny transport jak hydrofilnich, tak
lipofilnich latek.

Vlastnosti liposomalnich nanocastic jako nosict 1é¢iv s vyhodou vyuzivame
mimojiné u infekci zptsobenych intracelularnimi bakteriemi. Tyto bakterie mohou
prezivat a mnozit se uvnitt hostitelskych bunék, ¢imz se ¢aste€né vyhybaji Gfinku
bézné¢ podavanych antibiotik. Mezi takové patogeny patti naptiklad Mycobacterium
tuberculosis, Salmonella nebo Francisella. Konvencni antibiotika Casto selhavaji
kvili své omezené schopnosti pronikat bunéénymi membranami. Liposomy vSak
mohou tuto piekazku piekonat, a to diky své schopnosti fuzovat s bunéénymi
membranami nebo byt internalizovany endocytdézou. Tim oteviraji cestu k ¢innéjsi
1écbé obtizné dostupnych infekeci. Jako je tomu naptiklad v pfipadé obligatnich

intracelularnich bakterii.



4 Seznam pouzitych zkratek

AAC — konjugat protilatka antibiotikum
AMPs — antimikrobialni peptidy
DLS — dynamicky rozptyl svétla
GENT — gentamicin

CCl3 — chloroform

MeOH — methanol

MLVs — multilamelarni vezikuly
NPs — nanocastice

PDI — index polydisperzity

PEG - polythylenglykol

PCh — fosfatidylcholin

PNPs — polymerni nanocastice

SD — smérodatna odchylka

SLNPs — pevné lipidické nanocastice

ULVs — unilamelarni vezikuly



5 Teoreticka cast

5.1 Intracelularni bakterie

Nekteré skupiny bakterii maji schopnost proniknout do hostitelskych bunék, kde se
nejen mnozi, ale také méni fungovani hostitelské bunky. Tim si zajiStuji stabilni
prostiedi, které je jednak chrani pied plGsobky imunitniho systému hostitele, ale
rovnéz jim umoznuje pokracovat v Sifeni infekce (Silva, Silva Pestana 2013).

Tyto patogeny, znamé jako intracelularni bakterie, jsou vyznamnymi v klinické praxi
a maji schopnost napadat téméf vSechny druhy bunék hostitelského organismu.
Velka ¢ast z téchto bakterii se zaméfuje predevsim na myeloidni buiniky, ovSem i
buiiky, které jsou soucédsti imunitniho systému, jako jsou makrofagy, hraji
vyznamnou roli jako jejich cile. Typickymi pfedstavitely této skupiny patogeni jsou
Mycobacterium tuberculosis, Salmonella enterica, Francisella tularensis a Listeria
monocytogenes (Mitchell, Chen, Portnoy 2016). Nékteré studie vSak ukazuji, Ze i
znamé extracelularni bakterie, jako Staphylococcus aureus, mohou vyuzivat bunky

jako prostiedi k pteziti a replikaci (Garzoni, Kelley 2009).

5.1.1 Strategie preziti intracelularnich bakterii v makrofazich

Makrofagy, klicové buniky vrozené imunity, jsou vybaveny fadou mechanismi, které
slouzi k eliminaci patogenti. Mezi tyto mechanismy patii fagocytoéza, tvorba
fagolysozomiti, produkce reaktivnich forem kysliku a dusiku, autofagie a indukce
programované bunééné smrti. Intracelularni bakterie vSak vyvinuly sofistikované
strategie, aby témto obrannym mechanismiim unikly a mohly se mnozit uvnitt téchto
bunck (Mitchell, Chen, Portnoy 2016).

Jednou z nejbéznéjsich strategii je modifikace fagozomu, aby bylo zabranéno jeho
fuzi s lysozomy, ¢imz bakterie ziskavaji cas potiebny k pieziti a mnozeni. Napiiklad
patogeny jako M. tuberculosis aktivné blokuji maturaci fagozoml pomoci
specifickych efektorii, které inhibuji kli¢ové hostitelské drahy. Jiné bakterie, jako
L. monocytogenes, se z fagozomu uvoliuji do cytosolu, kde mohou vyuZzivat na

ziviny bohaté prostiedi a zaroven se vyhnout G¢inktim fagolysozomu. Tento tnik je
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Casto zprostredkovan toxiny, jako je listeriolysin O, ktery narusuje membranu
fagosomu (Cossart 2011; Mitchell, Chen, Portnoy 2016).

Podobné i rod Francisella, zahrujici vyznamny patogen F. tularensis, predstavuje
model intracelularni bakterie se strategii preziti v cytosolu makrofagl. Po fagocytoze
se F. tularensis uvolnuje z fagosomu do cytosolu, kde se dokaze efektivné mnozit.
Tento proces je umoznén mimo jiné sekreCnim systémem typu VI, ktery zajistuje
degradaci fagozomalni membrany (Celli, Zahrt 2013).

V cytosolu F. tularensis nejen unika antimikrobialnim mechanismim makrofagt
(napiiklad naruSuje tvorbu reaktivnich forem kysliku), ale také manipuluje
hostitelskou bunécnou signalizaci, aby omezila rozpoznani vrozenou imunitou c¢i
jinymi hostitelovymi obrannymi mechanismy (Celli, Zahrt 2013).

Tyto adaptace Cini z rodu Francisella vysoce uspésného intracelularniho patogena a
ptispivaji k jeho schopnosti zptisobovat tézkd onemocnéni, jako je tularémie

(Mitchell, Chen, Portnoy 2016).

5.2 Lécba intracelularnich infekci a jeji vyzvy

Lokalizace v buiikach hostitele chrani intracelularni patogeny nejen pred piisobenim
imunity, ale také pred ucinky antibiotické 1éCby. ZajiSténi wG€inného prenosu
antibakterialnich latek k bakteriim ukrytym uvnitf hostitelskych bunék ptredstavuje
zasadni vyzvu. Tyto bakterie Casto zplUsobuji zdvaznad onemocnéni, coz zdlraziuje
vyznam modernich terapeutickych pfistupli zaméfenych na efektivni distribuci 1€k
pfimo do infikovanych bunék (Wang et al. 2023).

Podle zpiisobu aplikace a umisténi infekce musi 1é¢iva naptiklad projit epitelem
gastrointestinalniho traktu, aby se dostala do krevniho obéhu, pfekonat bariérové
vlastnosti ktize pfi topickych infekcich nebo proniknout sliznici dychacich cest pii
infekcich respiracnich. V piipad¢ intraceluldrnich bakterii vSak terapie narazi na dalsi
prekazku, jelikoz 1é€iva musi projit membranou hostitelskych bunék. Tento proces je
nejcastéji zprostiedkovan procesem diflize nebo endocytozy. Ackoliv je k dispozici
fada antibiotik, vétSina z nich, konkrétné vice nez dvé¢ ttetiny, nedokaze uc¢inné

pusobit na intraceluldrni patogeny (Abed, Couvreur 2014).
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Bunécnd plazmatickd membréana se sklada z lipidové dvojvrstvy, a je nepropustna
pro vétsinu polarnich nebo nabitych latek. Malé latky (< 700 Da) lipofilni povahy
uzivané k 1écbé bakteridlnich infekei, jako jsou B-laktamy, makrolidy a chinolony,
vstupuji do bunék difazi pres tuto membranu (Tulkens 1991). Pokud je molarni
hmotnost latky pfili§ velkd nebo neni schopna difundovat pies membranu z jinych
divodl, mize se do bunky dostat pomoci endocytézy, jako je tomu napiiklad u
aminoglykosidi. Tento proces zahrnuje internalizaci molekul v membranovych
vezikulach, které jsou nasledn¢ internalizovany do buné¢k hostitele, kde je zapotiebi,
aby bylo 1é¢ivo uvolnéno do cytosolu (Varkouhi et al. 2011).

Nicméné, pro uspéSnou léc¢bu intracelularnich infekci nestaci, aby antibakteridlni
latky pouze pronikly a ziistaly uvniti hostitelskych bunék, ale musi se také dostat do
konkrétniho subcelularniho prostoru, ve kterém se bakterie nachazeji (vezikuly nebo
cytosol), a dosahovat zde dostateCnych koncentraci. Piestoze se tedy naptiklad
makrolidy pomoci difuze dostanou do buiky, jsou odtud nasledné odstranovany
pusobenim efluxni pumpy P-glykoproteinu (Seral 2003). Léciva, kterd se dostavaji
do hostitelské buniky procesem endocytézy, mohou byt z bunky vyloucena
prostfednictvim exocytézy, pokud zlstanou uvnitt v endozomu. Oba tyto
mechanismy brani antibiotikim dosahnout patogenu (Kamaruzzaman, Kendall, Good
2017).

V ptipadé nékterych patogenl, musi antibakteridlni latky odolavat kyselému pH.
Naptiklad bakterie rodu Salmonella se mnozi ve fagosomech, kde se pH pohybuje
mezi 4,0 a 5,0 (Rathman, Sjaastad, Falkow 1996).

Intracelularni bakterie se mohou adaptovat na stresové prostiedi hostitelskych bunék
tak, Ze ptejdou do stavu, ve kterém se nereplikuji nebo se replikuji velmi pomalu.
Naptiklad M. tuberculosis v hostiteli mize vyvolat latentni infekce tim, Ze vstoupi
do nereplikujiciho stavu, coz tento patogen ¢ini odolny vic¢i bézné pouzivanym
antibiotikim. Tyto zmény v metabolismu vyrazn€ snizuji G¢innost antibiotik.
Z tohoto divodu je nezbytné, aby antibiotika piisobila na bakterie v obou stavech

—replikujicim 1 nereplikujicim (Grant, Hung 2013).
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5.2.1 Antibioticka léciva

V soucasné 1é¢be infekci zplisobenych intraceluldrnimi bakteriemi zistavaji bézna
antibiotika lé¢ivy prvni volby. Existuje fada antibiotik pouzivanych k tomuto ucelu,
pfi¢emz jejich volba a nutnost podani se lisi v zavislosti na konkrétnim ptipadé
(Chen et al. 2024).
Naptiklad v terapii latentni tuberkuldzy se zpravidla vybird jedno az dvé antibiotika z
téchto variant: isoniazid, pyrazinamid, ethambutol nebo rifampicin. Naopak u aktivni
formy této nemoci, byvd kombinace né€kolika 1é¢iv nevyhnutelnd, pfi¢emz se Casto
doporucuje zatazeni fluorochinolonti, zejména v piipadech, kdy je infekce vyvolana
rezistentnimi kmeny bakterii (Dheda et al. 2017).
Lécba infekci vyvolanych bakterii Salmonella je jesté komplikovanéjsi, nékteré
vyzkumy ukazuji, Ze nevhodné zvolené 1écivo mize onemocnéni zhorSit. Studie
zjistila, ze déti s infekci zptisobenou bakterii rodu Salmonella 1é¢ené ampicilinem
nebo amoxicilinem mély vyssi pravdépodobnost delsiho vylucovani bakterii a
opctovného navratu onemocnéni ve srovnani s témi, kterym bylo podavano placebo.
Z tohoto divodu je nutné antibiotickou lécbu pecliveé zvazovat a podavat ji primarné
pacientim s té¢zkym pribéhem nemoci nebo tém, ktefi maji zvySené riziko Sifeni
patogent mimo stievni trakt (Chen et al. 2024).
Peclivéjsi analyza struktury antibiotik ukézala, ze vétSina latek ucinnych proti
intracelularnim bakteriim patii do t€chto dvou kategorii:

1. Malé molekuly (100-300 Da), kam patii naptiklad isoniazid, pyrazinamid,

ethambutol, sulfamethoxazol, chloramfenikol a beta-laktamy.
2. Lipofilni antibiotika, pfedstavované fluorochinolony, tetracykliny,
makrolidy a rifampicinem.

Obe¢ tyto skupiny antibiotik maji schopnost dobie prochazet bunénymi membranami
a akumulovat se uvnitt bunék. Piestoze jsou proti intracelularnim bakteriim u¢inng;si
nez jina antibiotika, je jejich aktivita stdle markantné sniZzena oproti jejich piisobeni
na extracelularni kmeny bakterii (Chen et al. 2024).
Jednim z osvédcenych pfistupit ke zvySeni nitrobunééné koncentrace léciv je

zvySovani jejich hydrofobicity. Vyssi hydrofobicita zlepSuje prachod 1éCiva pres
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bunéénou membranu, a usnadnuje prinik antibiotika skrz lipidovou dvojvrstvu.
Nedavné vyzkumy vedly k vyvoji hned nékolika hydrofobnich derivati bézné
uzivanych lé¢iv. Telavancin, coz je hydrofobné modifikovany vankomycin, prokézal
lep$i ucinnost proti intracelularnimu S. aureus nez puvodni vankomycin.
Také lipofilni derivat rifalog, vychéazejici z rifampicinu, vykézal vice nez
tisicindsobné vyssi antibakteridlni aktivitu proti intracelularnim bakteriim nez
rifampicin, pficemz jeho intracelularni akumulace byla vice nez stokrat vyssi (Chen
et al. 2024).

Je vSak nutné mit na paméti, ze ptili§ vysoka hydrofobicita mize piinést komplikace,
jako jsou snizend rozpustnost, biologicka dostupnost a také zvysSend potencidlni
toxicita. Proto je klicové najit rovnovahu mezi hydrofobicitou a farmakologickymi
vlastnostmi 1éCiva. Prestoze hydrofobni antibiotika pfinaseji v kratkodobém méfitku
vyhody, intracelularni bakterie mohou vii¢i nim rychleji vyvinout rezistenci. Kromé
toho se ukazalo, ze tato antibiotika nevykazuji vyrazné¢ vys$$i Uc€innost proti
dormantnim bakteriim. Proto zlstdva vyvoj novych terapeutickych pfistupti
zaméfenych na intracelularni patogeny naddle velmi dalezitym cilem

(Chen et al. 2024).

5.2.2 Antibioticka rezistence

Jednim z hlavnich problém spojenych s 1ébou infekci zpiisobenych
intracelularnimi  bakteriemi je nartstajici  vyskyt antibiotické rezistence.
Intracelularni bakterie se vyhybaji pfimému pasobeni nékterych antibiotik, ktera
nejsou schopna ucinn€ pronikat do bunéénych kompartmenti. To Casto vede k
pouziti Sirokospektralnich antibiotik nebo delSim lécebnym rezimiim, coz muze
selektivné podporovat vznik rezistentnich kmenl. Kromé toho bakterie, které se
vyznacuji dlouhymi zivotnimi cykly, maji zvySenou pravdépodobnost adaptace na
antibiotickou 1é¢bu prostfednictvim genetickych mutaci nebo horizontalniho pfenosu
rezistencnich gend. Tento problém zdlraziuje potfebu inovace 1é¢iv zaméfené na
specifické mechanismy pfeziti intracelularnich patogenii a efektivnéjSich strategii

antibioticke terapie (Abed, Couvreur 2014).
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5.3 Moderni terapeutické rezimy

Vzhledem k vyzvam spojenym s pouzitim antibiotik pii 1écbé intracelularnich
bakterialnich infekci, které uvadime vyse, se stale vice zkoumaji nové antibakterialni
latky, jako jsou napiiklad antimikrobidlni peptidy (AMPs), nebo nové Iékové formy
stavajicich 1éciv, naptiklad konjugaty protilatek a antibiotik, a v neposledni tad¢
nanocastice (z angl. nanoparticles, NPs), které umoziuji piesnéj$i a efektivnéjsi
distribuci 1é¢iv do bun¢k. Tyto 1ékové formy se vyznacuji vysokou schopnosti
prochazet bunénymi membranami a ruznymi antibakteridlnimi uc¢inky. Pokrok
v oblasti systéml nanodistribuce [ékii oteviel nové moznosti v boji proti

intracelularnim bakteriim (Liu et al. 2020; Wang et al. 2023).

5.3.1 Antimikrobialni peptidy

AMPs jsou malé molekuly tvofené fetézcem aminokyselin, vzajemné se lisi délkou
tohoto fetézce (6 az 100 aminokyselin) i piitomnymi aminokyselinami. Maji
pozitivni naboj a amfipatickou povahu, coz znamena, ze obsahuji jak hydrofilni, tak
hydrofobni ¢asti. AMPs jsou produkovany vSemi druhy zivych organismi a jsou
soucasti jejich vrozené imunity. Tyto peptidy maji silnou schopnost nicit
mikroorganismy, vcetné multirezistentnich, coz vede k rostoucimu védeckému a
klinickému zajmu (Giuliani, Pirri, Nicoletto 2007).

v bunikdch imunitniho systému, a histatiny, které jsou produkovany a vylu€ovany
do slin pfiusnimi, mandibuldrnimi a submandibularnimi slinnymi zldzami (Peters,
Shirtliff, Jabra-Rizk 2010).

I pfes zna¢nou strukturni rozmanitost ptisobi vétSina AMPs proti patogenlim piimo,
a to naruSenim membrany a tvorbou poérl, coz vede k uniku dalezitych iontl a Zivin.
Mechanismus a zpiisob priniku do membrany se milze u riznych peptidi liSit
v zavislosti na riznych faktorech, jako jsou sekvence aminokyselin, sloZeni lipidi
v membrané ¢i koncentrace AMPs. I kdyZz ptesné mechanismy, jakymi AMPs
interaguji s mikrobidlnimi membranami a c¢ini je propustnymi, nejsou plné

objasnény, predpoklada se, ze se AMPs vazou na cytoplazmatickou membranu a
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vytvareji struktury podobné miceldm, coz vede k jejich naruSeni (Peters, Shirtliff,
Jabra-Rizk 2010).

Nespornou vyhodou AMPs je jejich selektivni toxicita vici patogenim, vychazejici
z odliSnosti mezi bunikami hostitell a mikrobidlnimi, jako je naptiklad slozeni
membrany. AMPs maji jako terapeutika mnoho dalSich moznych vyhod. Kromé své
Siroké antimikrobidlni G¢innosti a schopnosti rychle eliminovat mikroorganismy
dokazou neutralizovat endotoxiny a jsou odolné vici béznym mechanismiim
antibiotické rezistence. Velky potencial predstavuje synergické pltisobeni AMPs se
stavajicimi antibiotiky, kterym AMPs usnadnuji prinik do mikrobialnich bunék.
Na rozdil od béznych antibiotik, k jejichz ptisobeni jsou bakterie ¢asto odolné, u
AMPs nevznikd rezistence, coz je pravdépodobné zplsobeno nutnosti vyraznych
zmén ve struktufe membrany, které by bakterialni buiika musela provést, aby se stala
rezistentni (Haney, Mansour, Hancock 2017).

V soucasnosti jsou AMPs povazovany za jeden z nejperspektivnéjsSich smért v boji

proti infekcim a mikrobidlni rezistenci na 1éky (Haney, Mansour, Hancock 2017).

5.3.2 Konjugaty protilatka — antibiotikum

Monoklonalni protilatky se osvédcily jako efektivni ndstroje v oblasti diagnostiky
nemoci, detekce malych molekul 1 1écby rakoviny (Scott, Wolchok, Old 2012). Diky
jejich schopnosti specificky rozpoznavat antigeny se vyuZzivaji 1 pii terapii
bakteridlnich infekci. Pokud antigen pfedstavuje faktor virulence, mlzZe protilatka
pusobit jako antivirulentni latka a zmirnit Skodlivé ucinky bakterialni infekce.
Naptiklad monoklonalni protilatka MABI1 prokazala schopnost eradikovat E. coli
tim, ze naruSila sklddani membranovych proteinti typu B-barrel, vedoucimu k
destabilizaci vnéjSi membrany (Storek et al. 2018).

Ptestoze jsou protilatky slibnym terapeutickym nastrojem, jejich tzké spektrum
ucinku nebo problematické rozpoznavani nékterych bakteridlnich antigenti mohou
omezit jejich efektivitu jako prostfedku samostatné 1écby. Vzhledem k tomu, Ze
antibiotika 1 protilatky maji své specifické vyhody, jejich kombinace by mohla
pfinést novy, ucinngjsi piistup k 1écbé intracelularnich bakterialnich infekci (Liu et

al. 2020).
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Jednim z inovativnich feSeni je konjugat protilatka-antibiotikum (z angl. antibody-
antibiotic conjugate; AAC). Jeden ztéchto kojugati byl vyvinut k eliminaci
intracelularniho S. aureus. Tento konjugat je tvofen specifickou protilatku proti
S. aureus spojenou s rifalogem (vysoce uc¢innym derivatem antibiotika rifampicinu)
prostfednictvim kovalentniho linkeru citlivého na enzym katepsin, coz je protedza
lokalizovana v lyzozomech (Lehar et al. 2015). Tato metoda vychézi z uspésného
konceptu konjugétt  protildtka-lécivo, vyuzivaného v onkologické 1écbé
(Scott, Wolchok, Old 2012).

Dutlezitou vyhodou AAC je, ze zlstavaji neaktivni az do chvile, kdy pronikaji
do hostitelské buiiky, coz umoznuje minimalizovat riziko rozvoje antibiotické
rezistence tim, ze aktivnimu 1éCivu nejsou vystaveny jiné bakterie. Jakmile se AAC
dostane do infikované bunky diky specifické vazbé protilaitky na antigen
exprimovany na jeji membran¢, enzymy rozlozi chemické vazby kovalentniho
linkeru a uvolni aktivni formu 1é¢iva. V experimentalnim modelu mysi se tento
ptfistup ukédzal jako mnohem ucinnéjSi nez dvé konvencné uzivana antibiotika
uzivana k 1€¢bé infekci zptisobenych S. aureus (Mariathasan, Tan 2017).

Navzdory nespornému potencidlu této strategie existuji urCité prekazky branici
jejimu uziti v klinické praxi. Zistdva nejasné, zda bude ucinnost AAC u lidi
srovnatelnd s ispéchem u myS$i, nebo zda vlastni protildtky pacienta nebudou
interferovat s u¢inkem AAC. Také je otdzkou, zda imunitni systém c¢lov€ka nebude
AAC vnimat jako cizorodou latku a nevyvold proti nému imunitni odpovéd
(Liu et al. 2020).

V budoucnu se snad tyto otazky podaii objasnit a AAC by se mohly stat béznou a

slibnou soucasti klinické 1écby.

5.3.3 Nanocastice

NPs jsou struktury men$i nez 100 nm pfipravené¢ z kovovych, oxidovych,
polovodicovych, lipidickych, polymernich nebo uhlikovych material (Hajipour et
al. 2012). Jejich terapeuticky potencidl doklddd mnozZstvi nanoléciv schvalenych
Utadem pro kontrolu potravin a 1é&iv. Mezi lety 2001 a 2021 prochézelo klinickymi

studiemi pres 480 nanoformulaci 16¢iv, z nichz 64 jiz bylo Utadem pro kontrolu
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potravin a 1é¢iv schvéleno (Namiot et al. 2023). Nékteré z téchto NPs maji vyrazné
antibakterialni vlastnosti a také mohou zvySovat Uc¢inek antibiotik. Naptiklad studie
zroku 2012 dokazuje, ze NPs oxidu zinec¢natého, oxidu médnatého a oxidu
zelezitého Ucinng pusobi proti Gram-pozitivnim i Gram-negativnim bakteriim (Azam
etal. 2012).

Prestoze jsou NPs oproti béznym molekuldm 1é¢iv podstatné vétsi, dokazi zlepSovat
schopnost téchto antibiotik pronikat do bun¢k. NPs pfispivaji k efektivni distribuci
1é¢iv v ramci bunek a jejich cilenému dorucovani do specifickych tkani. Pfedpoklada
se, ze do sav¢ich bunék vstupuji procesem fagocytézy nebo pinocytdzy, coz z nich
¢ini uziteCny nastroj v 1écbé intracelularnich bakterialnich infekci (Abed, Couvreur
2014).

NPs mohou byt také déale modifikovany. Mezi modifikovatelné typy NPs patii
lipozomy, polymerni NPs, pevné lipidové NPs a dendrimery. Tyto systémy lze
na povrchu uzputsobit tak, aby nesly specificky naboj ¢i struktury, coz umoziuje
jejich propojeni s rznymi molekulami, jako jsou léCiva, protilatky, proteiny nebo
oligonukleotidy. NPs lze déale vybavit materidly reagujicimi na specifické podnéty,
napiiklad na zmény pH C¢i teploty. Pomoci téchto modifikaci jsme schopni
kontrolovat napfiklad misto uvolnéni lé¢iva. Diky témto moznostem reprezentuji
NPs slibnou technologii pro zlepSeni distribuce zndmych antibiotik do infikovanych
bunck (Zhang et al. 2010).

Dtlezitou funkci v osudu NPs v lidském organismu pfedstavuji makrofagy, buiky
imunity specializované pro internalizaci cizorodych castic. Makrofagy se tak podileji
1 na absorpci a transportu NPs, jelikoZ aktivn€ internalizuji castice v rozmezi
velikosti od 20nm po 350 nm. Proces internalizace mize byt ovlinén i1 dal§imi
vlastnostmi formulace, jako je naboj nebo tvar Castic. Makrofagy zaroven poskytuji
vhodné zivotni prostiedi pro intracelularni mikroorganismy (viz kapitola 5.1.1), a tak
lze jejich schopnosti internalizace NPs s vyhodou vyuzit, pokud do téchto castic

enkapsulujeme lé¢ivo cilené proti patogenu (Colino, Lanao, Gutierrez-Millan 2020).
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5.3.3.1 Pevné lipidické nanocastice

Pevné lipidické nanocastice (z angl. solid lipid nanoparticles; SLNPs) jsou Castice,
které predstavuji pfechod mezi liposomy a polymernimi NPs. SPLNPs jsou vyrobeny
z biologicky odbouratelnych pevnych piirodnich nebo syntetickych lipidt. Na rozdil
od liposomti, SLNPs nemaji dvouvrstvou strukturu, ale jsou tvoieny pevnym
matricemi stabilizovanymi surfaktanty. Vyhody SLNPs zahrnuji dlouhodobou
stabilitu, dobrou biokompatibilitu, snadné¢ pouziti a enkapsulaci hydrofilnich i

lipofilnich 1€kt (Arana, Gallego, Alkorta 2021; Wang et al. 2023).

5.3.3.2 Polymerni nanocastice

Polymerni nanocastice (PNPs) jsou slibnou 1ékovou formou pro dodavku antibiotik
diky své biokompatibilit¢ a strukturni rozmanitosti materialit pro jejich ptipravu.
Mezi ptirodni polymery patii latky jako albumin, kolagen, chitosan, hemoglobin a
alginat. Syntetické polymery zahrnuji slou¢eniny, jako jsou polyamidy, polymery na
bazi aminokyselin, kyanoakrylaty, polyestery a ortoestery (Wang et al. 2023).
Racionalné navrzené PNPs mohou G¢inné distribuovat 1éky na cilend mista a umoznit
kontrolované uvoliovani 1€kt podle potieb pacienta, coZ mize byt efektivni zptisob
lécby u obtizné léCitelnych intracelularnich bakteridlnich infekci. Jiang et al.
vyvinuli PNPs pomoci formulace voda-olej-voda obsahujici gentamicin (GENT).
Tyto castice, prokéazaly, Ze po fagocytéze makrofagy infikovanymi K. pneumoniae a
transportu do intracelularniho bakteridlniho rezervoaru vyrazn€ snizuji vitalitu
bakterii, aniZ by stimulovaly prozanétlivé nebo proapoptotické signéalni drahy
hostitele. PNPs byly dfive pouzity i1 pro dodavku antibiotik k eradikaci
intracelularnich chlamydii (Chen et al. 2024).

5.3.3.3 Kovové nanocastice

NPs na bazi kovl, jako jsou =zlato, stfibro ¢i méd, maji Sirokospektralni
antibakteridlni UCinky proti Gram-pozitivnim 1 Gram-negativnim bakteriim.

Jelikoz je povrch bunécné stény téchto patogent zaporné nabity, mohou se kladné
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nabit¢ kovové nanocastice pevné adsorbovat na bunéénou membranu pomoci
elektrostatickych interakci. To zvySuje propustnost membrany a narusuje jeji funkei.
Kromé toho mohou kovové ionty pronikat do sav¢ich bunék, kde generuji reaktivni
formy kysliku, fototermalni nebo fotodynamické efekty, coz zesiluje jejich
antibakterialni uc¢inek (Balderrama-Gonzalez et al. 2021).

Kovové nanomateridly se vyznacuji velkym specifickym povrchem, snadnou
modifikovatelnosti a vysokou stabilitou, coz je ¢ini idedlnimi nosic¢i antibiotickych
1é¢iv (Gharpure, Akash, Ankamwar 2020).

Zlaté nanocastice jsou mezi kovovymi nanomateridly popularni diky jejich silnému
antibakterialnimu ucinku a vyborné biokompatibilité. Lze je snadno vyrabét
v raznych tvarech, jako jsou sféry, tyCinky nebo klece, a nadale snadno modifikovat.
Zlato pusobi proti bakteriim né€kolika mechanismy. Dokaze zasahovat do dychaciho
fetézce bakterii, nebo ovlivnit enzymy podilejici se na energetickém metabolismu
(Gharpure, Akash, Ankamwar 2020).

Vyzkumnici zkoumaji kombinaci zlatych NPs s antibiotiky, ¢imz zvySuji jejich
ucinnost. Naptiklad syntéza NPs, jejichz soucasti byl vankomycin navazany na zlaté
ionty, umoznila zvysit jeho antibakteridlni aktivitu proti bakteriim odolnym vuci
bézné 1€¢bé, jako jsou vankomycin-rezistentni enterokoky (Balderrama-Gonzalez et
al. 2021).

Dalsi studie ukézaly, Ze zlat¢ NPs mohou byt vyuZity i jako nosice jinych antibiotik,
napiiklad GENT. Fosfatidylcholinem (z angl. phosphatidylcholine; PCh)
modifikované NPs nalozené GENT byly schopny proniknout do makrofagi a snizit
pocet intracelularnich bakterii, jako jsou P. aeruginosa a L. monocytogenes, coZ
potvrzuje jejich ucinnost v boji proti intracelularnim infekcim (Mu et al. 2016).
Stiibrné NPs jsou dalS§im dobfe zndmym antibakterialnim materidlem. Jejich i¢innost
spociva ve schopnosti vyvolat oxidacni stres, narusit syntézu bunécné stény, zvysit
propustnost membrany a destabilizovat ribozomy bakterii (Bruna et al. 2021).
Nicméné jejich nevyhodou je tendence k agregaci, coz snizuje jejich G€innost. Védci
proto vyvinuli hybridni NPs, které kombinuji stfibro se zlatem, ¢imz se zvysila jejich

stabilita a antibakteridlni aktivita (Kyaw et al. 2017).

20



M¢éd’ a jeji slouceniny, jako oxid méd’naty a oxid méd'ny, se rovnéz Siroce vyuzivaji
diky své nizké toxicit€¢ a schopnosti narusovat bunééné membrany, poSkozovat
bakteridlni DNA, inhibovat syntézu proteinti a blokovat klicové metabolické drahy
bakterii. Vyzkumy ukazuji, Ze slitiny stfibra a médi (Ag—Cu) maji silnéjsi
antibakteridlni ucinky nez samotné jednotlivé kovy, coz je dano kombinovanym
pusobenim iontlh Ag™ a Cu** (Wang et al. 2023).

Celkové maji kovové NPs Siroké vyuziti v antibakteridlni terapii, at’ uz samostatn¢,
nebo v kombinaci s antibiotiky, kde mohou vyrazné zvysit jejich uc¢innost a pomoci

v boji proti rezistentnim bakteriim (Wang et al. 2023).

5.3.3.4 Dendrimery

Dendrimery jsou specialni sférické makromolekuly s pravidelnou a vysoce
organizovanou strukturou, které se vytvafeji postupnymi syntetickymi kroky.
Strukturné se skladaji ze tfi hlavnich casti: centralniho jadra, vrstev rozvétvenych
jednotek vychazejicich z jadra a funk¢nich skupin ve vnéjsi vrstvé (Garcia-Gallego et
al. 2017).

Existuji dva hlavni zplsoby syntézy dendrimerd. Divergentni pfistup zacind od
centralniho jadra a smérem ven postupné buduje vétvici se struktury pomoci
opakovanych reakci. Tento proces vyZaduje piebytek reaktantl, aby se zajistila uplna
aktivace vSech funkcnich skupin. Nevyhodou tohoto postupu je, Ze s rostoucim
poctem generaci muze dojit k neuplné reakci nebo vedlejSim reakcim, coz
komplikuje purifikaci vyslednych dendrimerti. Naopak konvergentni pfistup zacina
od vnéjSich casti a postupné sméfuje k jadru. Nejprve se vytvareji mensi vétvici se
fragmenty, které se poté spojuji s multifunkénim jadrem, ¢imz vznika vysledny
dendrimer. Tento pfistup umoziuje snazsi €iSténi konecného produktu, nicméné je
obtizné syntetizovat dendrimery vysSich generaci (Boas, Heegaard 2004).
Dendrimery jsou diky své vysoce rozvétvené struktuie a velkému povrchu idedlni
pro transport antimikrobidlnich 1é¢iv. Mohou nést jak hydrofobni, tak hydrofilni

latky — hydrofobni 1é¢iva jsou ukladana do vnitinich dutin, zatimco hydrofilni latky
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se vazou na povrch pomoci kovalentnich vazeb nebo elektrostatickych interakci
(Gillies, Frechet 2005).

Nékteré¢ dendrimery maji antimikrobidlni vlastnosti ze své podstaty. Napiiklad
dendrimery, jez maji na vnéjSim povrchu navazané funkéni skupiny, jako kvartérni
amoniové soli, které naruSuji bakteridlni membrany. Diky vysoké hustoté téchto
aktivnich slozek na povrchu dendrimerii jsou tyto latky ucinnéj$i nez bézna
antibiotika. Polykationickd povaha téchto dendrimeri umoziuje jejich vazbu
na negativné nabité bakteridlni membrany, coz vede ke zvySeni propustnosti
membrany, uniku iontd a k destrukci bakterie (Zhang et al. 2010).

Riizné antimikrobialni 1é¢iva byla uspésné inkorporovana do dendrimernich NPs, coz
vedlo ke zvySeni jejich terapeutické ucinnosti. Diky témto vlastnostem se dendrimery
ukazuji jako slibna 1ékova forma pro inovativni antibakteridlni terapie (Zhang et al.

2010).

5.3.3.5 Liposomy

Liposomy jsou sférické¢ vacky ohranicené molekulami amfifilnich lipidd, které tvofi
dvojvrstvou membranu. Jejich struktura byla poprvé popsana v roce 1965 a v
70. letech 20. stoleti byly navrzeny jako nanoplatforma pro distribuci 1é€iv. Po
intenzivnim vyzkumu jejich vlastnosti, v€etné interakci lipida s proteiny a lécivy €i
mechanismu jejich distribuce v téle, bylo v 80. letech potvrzeno jejich vyuziti jako

nosicl 1é¢iv. To vedlo k jejich postupnému zavadéni do praxe (Zhang et al. 2010).

Charakteristika

I3

Ucinnost liposomit pfi transportu 1éCiv je ovlivnéna predevsim fyzikalng-
chemickymi vlastnostmi jejich membran, sloZzenim, velikosti, povrchovym nabojem
a uspofadanim lipida (Bozzuto, Molinari 2015).

Hlavni sloZkou liposomi jsou fosfolipidy — amfifilni molekuly s hydrofilni hlavou a
dvéma hydrofobnimi postrannimi fetézci. Pii jejich disperzi ve vodném prostiedi
maji pfirozenou tendenci vytvafet membrany, kde polarni hlavy smétuji do vodného
prostiedi a hydrofobni fetézce se navzdjem pfitahuji (Obrazek 1). Tento proces vede

ke vzniku lipidovych dvojvrstev, jejichZ wvnitini lipofilni prostor funguje jako
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ochranna bariéra proti pruniku latek dovniti a vné (Li et al. 2015). Stabilitu téchto
struktur zajiStuji hydrofobni interakce a van der Waalsovy sily mezi lipidovymi
fetézci. Findlni uspofadani lipidd je dano jejich slozenim, koncentraci, teplotou a
tvarem molekul. Pokud jsou v pribéhu vzniku liposomtl pfitomny ionty nebo jiné

molekuly, mohou byt v té€chto strukturach enkapsulovany (Bozzuto, Molinari 2015).

I
’
’

o K’ hydrofobni fetézce

vodna faze

Obrazek 1: Schéma jednoduchého unilameldrniho liposomu. Liposom je tvoren fosfolipidy,
Jejichz hydrofilni ¢asti jsou orientovany smérem k vodnému prostredi a hydrofobni retezce
smeéruji k sobé.

Zdroj: vlastni zpracovani

Liposomy se klasifikuji na zéklad€ zplsobu piipravy (naptiklad reverzni fazova
evaporace nebo extruze), velikosti (malé, stfedni, velké) a poctu vrstev (unilamelérni,
oligolamelarni, multilamelarni) (Bozzuto, Molinari 2015; Nsairat et al. 2022).
Unilamelarni vezikuly (ULVs) maji jednu lipidovou dvojvrstvu a velikost mezi
50-250 nm, coZ je ¢ini vhodnymi pro transport hydrofilnich 1é¢iv. Naopak
multilamelarni vezikuly (MLVs) maji dvé a vice vrstev a dosahuji velikosti 1-5 pm,
coz z nich ¢ini idedlni nosice pro lipofilni latky. Vznik urcitého typu liposomil se
odviji od metod pouZitych k jejich ptipravé a jejich dalSiho zpracovani. ULVs a
MLVs se lisi také rychlosti uvoliiovani 1é¢iv — diky mensi velikosti a ten¢i membrané
ULVs uvoliiyji svlij obsah rychleji nez vicevrstvé MLVs (Bozzuto, Molinari 2015;
Nsairat et al. 2022; Zhang et al. 2010).
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Diky rostoucimu zajmu o zlepSeni stability, farmakokinetiky a terapeutické ucinnosti
liposomtl vznikly dal$i generace liposomu. Tyto inovativni formulace maji upravené
sloZeni, velikost a povrchovy ndboj. Pfidanim cholesterolu do lipidové membrany se
snizuje propustnost liposomil a zvySuje jejich stabilita. Diky svému hydrofobnimu
charakteru interaguje cholesterol s jaddrem membrany a pfispiva k jejimu zpevnéni
(Obrazek 2). Kromé toho muze slouzit jako kotvici prvek pro dal§i molekuly, jako
jsou polyethylenglykol (PEG) nebo DNA, coz umoziuje vyuziti liposomt naptiklad

v biosenzorech nebo cileném transportu 1é¢iv (Zhang et al. 2010).

Obrazek 6: struktura cholesterolu

Dalsi metodou stabilizace je pouziti PCh s nasycenymi mastnymi kyselinami a jinych
latek, které zvysuji bod tani lipid nad 37 °C. Klicovym krokem k prodlouzeni doby
cirkulace liposomi v krevnim fecisti bylo navdzani hydrofilnich sacharidi nebo
polymerti jako je PEG na povrch liposomi. PEGylace liposomil prodluzuje jejich
cirkulaci a zaroven sniZuje rozpoznani imunitnim systémem. Dale lze koncové
fetézce PEG modifikovat pro navazani specifickych ligandii nebo monoklonalnich
protilatek, coz umoznuje piesné cileni na urc¢it¢ bunky ¢i patogeny (Bozzuto,

Molinari 2015).

Slozeni

Slozeni lipidd vyrazné ovliviiuje vlastnosti liposomt, jako jsou velikost Eastic,
rigidita, fluidita, stabilita a elektricky naboj. Naptiklad liposomy vytvofené z

ptirodniho nenasyceného PCH, jako je vaje¢ny nebo s6jovy PCH, vykazuji vysokou
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propustnost, ale niz§i stabilitu. Naopak liposomy zaloZzené na nasycenych

fosfolipidech, jako je dipalmitoylfosfatidylcholin, vytvareji rigidni a témer

nepropustné dvojvrstvé struktury (Li et al. 2015).

Hydrofilni skupina v lipidech miize byt zaporné nebo kladné nabitd nebo

zwitteriontova (obsahuje kladny i1 zaporny naboj v jedné molekule). Naboj hydrofilni

skupiny pfispiva ke stabilit¢ liposomt prostiednictvim elektrostatického odpuzovéni.

Hydrofobni cast lipidi se 1isi délkou acylového fetézce, symetrii a stupném nasyceni.

Lipidy pouzivané pfi ptipravé liposomil 1ze klasifikovat jako:

1.

Prirodni lipidy, které lze ziskat z rGznych zdroju, naptiklad ze séjovych
bobli nebo vajeéného zloutku. Membranova dvojvrstva béznych bunck se
sklada predevsim z glycerofosfolipidi. Ty obsahuji glycerol jako zakladni
strukturu, ke které je pfipojena fosfatova skupina (PO+*) a dvé mastné
kyseliny, jedna nasycend a druhd nenysecend. Fosfatova skupina miize byt
dale spojena s malou, esencialni organickou molekulou, jako je cholin. Podle
molekuly tvotici tuto polarni hlavu se deli
na PCh  (Obrazek  3), fosfatidylethanolamin,  fosfatidylserin,
fosfatidylinositol, fosfatidylglycerol a kyselinu fosfatidovou.V porovnani se
syntetickymi fosfolipidy jsou ptirodni fosfolipidy pfi ptipraveé liposomli méné
stabilni, coz je zpisobeno piitomnosti nenasycenych uhlovodikovych fetézct

(Li et al. 2015).

Obrazek 7: struktura PCh
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2. Syntetické lipidy vznikaji Gpravou jak hydrofobnich, tak hydrofilnich ¢asti

ptirodnich fosfolipidii, coz umoznuje vytvareni Siroké Skaly specifickych a
klasifikovanych molekul. Mezi nejuzivané€jsi nasycené syntetické fosfolipidy
patii ty, které obsahuji stearovou nebo palmitovou kyselinu (Li et al. 2015).
Steroidy patii mezi hydrofobni lipidy a jsou tvofeny Ctyfmi propojenymi
kruhy, jejich rozmanitost se odviji od funk¢nich skupin piipojenych k této
zakladni struktufe. Nejéastéji vyuzivanym steroidem pii ptipravé liposomu je
cholesterol, ktery by ve vysledku nemél tvofit vice nez 30 % celkového
mnozstvi lipidd. Jeho ptitomnost v lipidové dvojvrstvé liposomi zajistuje
vEtsi stabilitu a mechanickou pevnost (Briuglia et al. 2015).

Surfaktanty, neboli povrchové aktivni latky, se ptfidavaji do liposoméalnich
formulaci za ucelem optimalizace enkapsulace a fizeného uvoliiovani 1éCiv, a
to snizenim povrchového napéti mezi nemisitelnymi slozkami. Jedna se o
amfifilni latky s jedinym acylovym fetézcem, které narusuji lipidovou
dvojvrstvu liposomdlnich nanocastic, ¢imz zvySuji jejich schopnost
deformace, ¢ehoz se Siroce vyuzivd mimojiné u koznich l1ékovych forem
(umoznuji lepsi prichod 1é¢ivo pies koZni bariéru). Mezi Casto pouZivané
surfaktanty pfi ptipravé liposomi patii sodna sil cholové kyseliny, Span 60,

Span 80, Tween 60 a Tween 80 (Nsairat et al. 2022).

Liposomy mohou byt klasifikovany podle svého sloZeni a funkci do nékolika

kategorii:

1.

Konvencéni liposomy, syntetizované z ptirodnich ¢i syntetickych fosfolipidd,
mohou a nemusi obsahovat pfidany cholesterol. Pfedstavuji prvni generaci
liposomt. Tyto liposomy vykazuji pomérné kratkou cirkulaci v krevnim
ob¢hu kvuli své nachylnosti k eliminaci makrofagy, a také limitovanou
stabilitu in vitro. Tato omezeni vedla k vyvoji stabilnich ,,stealth liposoml
(Nsairat et al. 2022).

Nabité liposomy maji lepsi stabilitu, jelikoz vzdjemné odpuzovani nabitych

¢astic brani jejich agregaci. Kationtové liposomy jsou ¢asto vyuZivany v
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genové terapii, protoze elektrostaticky vazou nukleové kyseliny a umoziuji
jejich efektivni enkapsulaci (Bozzuto, Molinari 2015; Nsairat et al. 2022).

3. Stabilni ,,stealth* liposomy, neboli liposomy druhé generace, jsou upraveny
na povrchu syntetickymi polymery, glykoproteiny, polysacharidy nebo
specifickymi ligandy, coz zajistuje presnéjsi distribuci a cilené ukladani v
liposomt patii polyvinylalkohol a PEG (Bozzuto, Molinari 2015; Nsairat et
al. 2022; Zhang et al. 2010).

4. AKktivné cilené liposomy piedstavuji liposomy tieti generace. Aktivni cileni
zvySuje selektivitu vic¢i napadenym bunkdm a spouSti receptorové
zprostiedkovanou endocytézu témito bunkami. Moznost cilené distribuce
liposomt lze vylepsit zaclenénim molekuldrnich rozpoznavacich prvkd,
vyuziva se jednoduchych peptidi, proteini (véetné protilatek) nebo jejich
fragmentli, sacharidli, nukleovych kyselin ¢i vitamini (Bozzuto, Molinari
2015).

5. Liposomy reagujicich na specifické podnéty jsou systémy, které umoziuji
rychlé uvolnéni terapeutickych latek pii vystaveni fyzikalné-chemickym nebo
biochemickym podnétim. Tyto liposomy obsahuji slozku, kterd ovlada
stabilitu a propustnost lipidové dvojvrstvy. Existuji dva zakladni typy
indukce: vzdalené a lokalni. Vzdalené indukce reaguji na vnéjsi podnéty, jako
je teplo, magnetické pole, svétlo, elektrické pole a ultrazvuk. Lokalni spusténi
reaguje na podnéty uvniti cilovych tkani, jako je pH, redoxni potencidl a

pfitomné enzymy (Bozzuto, Molinari 2015).

Piiprava
Liposomy Ize pfipravovat riznymi zpusoby. Typ procesu a druh pouzitych
fosfolipidli zésadné ovliviiuji konecné vlastnosti liposoml. Zde uvadime nékolik

moznych postupti:
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Metoda tenkého filmu patii mezi nejcasteji pouzivané postupy pti piipraveé
liposomt. Spociva ve vytvoreni tenké vrstvy lipidi na vnitini stran¢ banky
rotani odparky, kterd se ndsledné¢ hydratuje vodnym nebo pufrovym
roztokem. Aby se usnadnila tvorba lipidové dvojvrstvy, je pfed hydrataci
dilezité predehrat jak lipidovy film, tak i roztok na teplotu vyssi, nez je
teplota fazového prechodu lipidi. Nasledny proces intenzivniho tfepani spolu
s ptipadnou sonikaci v ultrazvukové lazni pomaha uvolnit film z povrchu
baniky a umoziuje vznik liposomt, pficemz vysledkem jsou MLVs riznych
velikosti. Pfidani enkapsulovaného 1éCiva zavisi na jeho povaze — lipofilni
slouceniny se misi s lipidy jeSté pred vytvofenim tenkého filmu, zatimco
hydrofilni slozky se ptfidavaji do vodného nebo pufrového roztoku. Hlavni
prednosti této metody je jeji vysoka opakovatelnost i pfi praci s malym
mnozstvim latek. Na druhou stranu jeji nevyhodou je nizkd tuc¢innost
enkapsulace, coz ji ¢ini vhodnou spiSe pro zapouzdfeni lipofilnich latek v
malych davkach (Sturm, Poklar Ulrih 2021). Schéma piipravy liposomi

metodou tenkého filmu je znazornéno na obrazku 3(Arajo Lopes et al., 2013).

Fosfolipidy s hydrofobnim lé&ivem Py |

v organickém rozpoustédle 2
=< __ _Q>
H H H

£ Y w7 w i &

| | -

w — U—®

Odparieni na rotaéni vakuové odparce Film lipidu Hydratace

Sonikace o
Extruze © @ Purifikace
—> ®© —>»

SUV nebo LUV

ps

Finalni liposom

Obrazek 8: Schéma pripravy liposomit metodou tenkého filmu.
Prevzato a upraveno z Arajo Lopes et al., 201 3.
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2. Metoda reverzniho odparovani se Casto vyuziva jako alternativa k metodé
tenkého filmu a je zaloZzena na tvorbé emulze typu voda v oleji. Lipidy jsou
rozpustény v organickém rozpoustédle, které se néasledné smicha s vodnou
fazi obsahujici hydrofilni 1é¢ivo. Odpafenim organického rozpoustédla na
rotacni odparce dochdzi k tvorbé lipidovych vezikul rozptylenych ve vodném
roztoku. Velikost a polydisperzitu vzniklych liposomi lze nasledné snizit
extruzi. Tato metoda je vhodna zejména pro molekuly s vysokou
molekulovou hmotnosti, avSak terapeutické slou¢eniny mohou byt béhem
procesu denaturovany v disledku pulsobeni organickych rozpoustédel
a sonikace (Dua, Rana, Bhandari, 2012).

3. Injekéni metody jsou klasifikovany podle typu pouzitého organického
rozpoustédla. Lipidy a hydrofobni ucinné latky rozpusténé v organickém
rozpoustédle (naptiklad ether ¢i ethanol) se vstfikuji do vodné faze.
Naslednym odstranénim organického rozpoustédla dochézi k formaci

liposomt (Pradhan et al.).

Charakterizace

Charakterizace liposomil zahrnuje primérnou velikost ¢astic a distribuci velikosti
(neboli index polydisperzity), povrchovy naboj (neboli Zeta potencial), tvar,
lamelaritu, G¢innost enkapsulace, uvoliovani 1é¢iva a fazové chovani (Bozzuto,
Molinari 2015; Mahmood, Mandal, Chatterjee 2016).

V soucasnosti nejvyuzivanéj§im nastrojem pro méieni velikosti a polydisperzity
liposom1 je technika dynamického rozptylu svétla (z angl. dynamic light scattering;
DLS). DLS je oznacovan jako hydrodynamicka technika, protoZze pifimo méfi
hydrodynamické kvantitativni hodnoty rotacnich a transla¢nich difuznich
koeficienti, které odpovidaji tvaru a velikosti ¢astic na zaklad¢ teoretickych vztahi.
Meéfieni velikosti ¢astic je zalozeno na nahodnych zménach intenzity rozptylu svétla
suspenze. Velikost Castic 1ze méfit také metodami mikroskopickymi (Mahmood,

Mandal, Chatterjee 2016).
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Co se tyce indexu polydisperzity (PDI), je populace NPs v dané¢ formulaci vzdy
polydisperzni, a proto jsou vysledky méfeni DLS prezentovany z hlediska
homogenity a heterogenity distribuce velikosti ¢astic. PDI ziskany pomoci DLS je
bezrozmérna veliCina, ktera udava Sirku velikostni distribuce na zakladé kumulantni
analyzy. Nizka hodnota PDI (<0,1) signalizuje homogenni populaci Castic, zatimco
hodnota vyssi nez 0,3 naznaCuje vyrazné heterogenni rozlozeni velikosti. Pro
dosazeni pozadované velikosti NPs se pouzivaji rtizné pfistupy, protoze velikost
¢astic ovlivituje ucinnost systému pro cilenou distribuci 1é¢iv (Mahmood, Mandal,
Chatterjee 2016).

DLS umoznuje také meéfeni hodnot zeta potencialu, ktery informuje o
elektrostatickém stavu Castic v kapalném prosttedi. Tento parametr urcuje
elektroforetickou pohyblivost ¢astic suspendovanych v koloidu. Metoda spoc¢iva v
prichodu laserového paprsku vzorkem, pficemz se méfi rychlost castic pohybujicich
se v aplikovaném elektrickém poli. Elektricky néboj na hranici dvojvrstvy se
oznacuje jako zeta potencial. Pohyb castic je vysledkem Brownova pohybu
a ptitazlivych/odpudivych sil mezi nimi pod vlivem aplikovaného elektrického pole.
Pokud odpudivé sily ptrevazuji nad pfitazlivymi, formulace je stabilnéjSi. Zeta
potencidl s hodnotami nad +25 mV nebo pod -25 mV znaci vyssi stabilitu, protoze
v tomto rozmezi je zabranéno aglomeraci Castic a ty tak zlstavaji v dispergovaném

stavu po delsi dobu (Mahmood, Mandal, Chatterjee, nedatovano).
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6 Cil prace

Cilem této prace bylo pripravit liposomalni nanoc¢éastice metodou tenkého filmu a
navrhnout takovy postup piipravy, aby castice spliiovaly granulometrické parametry
vhodné pro in vitro a in vivo aplikaci. To obnaselo zjistit a standardizovat procesni
parametry, jako pouzitd rozpoustédla, lipidy, jejich mnozstvi a koncentrace. Cilem
bylo ziskat castice sidedlni velikosti, pod 200 nm, aco nejniz§im indexem
polydisperzity.

Tyto nanocastice mély za cil slouzit jako nosice 1é¢iv pro zvyseni biodostupnosti
antibiotik v infikovanych makrofazich. Jako modelové 1é¢ivo byl vybran gentamicin,

predstavujici 1é¢ivo s problematickou intraceluldrni biodostupnosti. Hodnocenymi

charakteristikami téchto nanoc¢astic byla velikost a polydisperzita.
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7 Experimentalni ¢ast

7.1

7.2

Pouzité suroviny

fosfatidylcholin (PCh), Merck (Praha, CR)
cholesterol, Merck (Praha, CR)

chloroform (CCls), PENTA, s.r.o (Chrudim, CR)
metanol (MeOH), PENTA, s.r.o (Chrudim, CR)
¢iSténd voda, ptiprava na FaF UK

gentamicin sulfat (GENT), Fagron, a.s.

PBS tablety, Merck (Praha, CR)

trehalosa, Merck (Praha, CR)

Pouzité pristroje
analytické vahy Ohaus discovery (Ohaus, Greifensee, Svajéiarsko), max. 210
g d=0,Img
vahy Kren 440-53N (Kren, Balingen, Nemecko), max. 400g, d=0,01g
pipety Finnpipette F2, Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
rotacni vakuova odparka IKA RV 10 (IKA C-MAG HS, Ika Werke, Staufen
im Beisgau, Némecko)
ultrazvukova Cisticka Sonorex Super 10 P, Bandelin (Berlin, Némecko)
magnetickd michacka s ohfevem (IKA C-MAG HS, Ika Werke, Staufen im
Beisgau, Némecko)
Zetasizer Nano series (Nano-ZS), Malvern Panalytical (Malvern, Spojené
kralovstvi)
Multifunkéni chlazena centrifuga MPW 260R, MPW Medical Instruments
(Varsava, Polsko)
Trepacka Multi-Vortex V-32 (Biosan, Riga, LotySsko)
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7.3 Pouzité metody

V prubéhu experimentalni prace bylo piipraveno 16 vzorkli liposomalnich NPs
metodou tenkého filmu. Z téchto 16 vzorka byly nasledné vybrany dva vzorky a
z nich pfipraveny liposomy obsahujici enkapsulovany roztok ucinné latky GENT.

Vsechny vzorky byly podrobeny charakterizaci méfenim velikosti NPs a PDI.

7.3.1 Priprava nanog¢astic

K ptipravé nanocéastic byla vyuzita metoda tenkého filmu, tvofené¢ho
fosfatidylcholinem (PCh) nebo smési PCh a cholesterolu v riznych pomérech (1:9,
3:7, 1:1).

Pro vzorky 1-3 bylo nejdfive na analytickych vahach navazeno 100 mg PCh, toto
mnozstvi bylo nasledné rozpusténo pomoci 12,5 ml methanolu (MeOH)
(viz tabulka 1).

V ptipad¢ vzorkli 4-6 se navazky pohybovaly mezi 20-100 mg PCh, jako
rozpoustédlo bylo pouzito 2,5 nebo 7,5 ml smési MeOH a CCl3 v poméru 1:1
(viz tabulka 2).

Vzorky 7-9 byly tvofeny 20-100 mg PCh, ktery byl rozpustén 2,5-12,5 ml smési
MeOH a CClz v poméru 1:10 (viz tabulka 3).

Pro vzorky 10-13 bylo navaZzeno 20-100 mg PCh, jako rozpoustédlo poslouzilo 2,5-
12,5 ml smési MeOH a CCl; v poméru 3:7 (viz tabulka 4).

U vzorkli 14-16 byl lipidovy film tvofen smési PCh a cholesterolu v pomérech 1:1,
3:7 a 1:9. Jako organické rozpoustédlo poslouzilo u téchto vzorkli 7,5 ml smési
MeOH a CClz v poméru 3:7 (viz tabulka 5).

Roztok lipidit byl nasledné kvantitativné pfenesen do banky s kulatym dnem o
objemu 50 ml a odpafen na vakuové odparce za teploty vodni 1azné vyssi nez fazovy
ptechod lipidl (vice nez 70 °C). Poté, co na dné€ baiiky vznikl tenky lipidovy film,
byla banka pfipojena pod zdroj vysokého vakua za Gcelem odstranéni rezidui

organického rozpoustédla.
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Takto pfipraveny film byl nésledné rehydratovan pfiddnim 3—10 ml ¢isténé vody.
Rehydratace probihala pomoci magnetického michadla v pribéhu 1 hodiny, dokud
nebyl lipidovy film viditeln€¢ uvolnén ze dna banky.

Z procesu pripravy vzorkid 15 a 16 vychazi postupy ptipravy pro vzorky 17 az 19,
které se 1i§i pouzitym rehydrataénim médiem, jelikoz vzorky 17 az 19 obsahuji
enkapsulovany roztok GENT.

Pro vzorky 17 a 18, vychazejici ze vzorku 15, bylo navazeno 35 mg PCh a 15 mg
cholesterolu. Pro vzorek 19, ktery vychazel ze vzorku 16, ¢inila navazka PCh 45 mg
a navazka cholesterolu 5 mg.

Lipidy byly ve vSech ptipadech rozpustény v 7,5 ml organického rozpoustédla, smési
MeOH a CCl3 v poméru 3:7. Po odpateni rozpoustédla a vzniku tenkého lipidového
filmu podle postupu uvedeného vyse, byl tento film rehydratovan. U vzorku 17 byl
lipidovy film rehydratovan 5 ml roztoku GENT v ¢isténé vodé o koncentraci
0,8 mg/ml. Vzorky 18 a 19 byly rehydratovany 5 ml roztoku GENT ve fosfatovém
pufru o koncentraci 0,8 mg/ml.

Banka obsahujici tento rozruseny lipidovy film byla nasledné umisténa do
ultrazvukové vodni lazné, zahiaté na 70 °C. Pasobenim ultrazvuku dochazelo
k dalSimu rozruSovani lipidovych shluki na MLVs a ULVs.

VSechny Sarze byla nasledné¢ dale zpracovany tak, aby bylo umoZnéno jejich

zmrazeni a uchovani k ptipadné pozdé&jsi charakterizaci.

Tabulka 1: sloZeni vzorkil, u kterych byl jako rozpoustédlo pouzity MeOH

navazka PCh mnozstvi rozpoustédla rehydratace
vzorek
(mg) (m) (m)
1 3
2 100 12,5 5
3 10
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Tabulka 2: slozeni vzorkii, u kterych byla rozpoustédlem smés MeOH:CCls v pomeéru 1:1

navazka PCh mnozstvi rozpoustédla rehydratace
vzorek
(mg) (ml) (ml)
4 20 2,5
5 50 7,5 5
6 100 7,5

Tabulka 3: slozeni vzorkii, u kterych byla rozpoustédlem smeés MeOH:CCls v poméru 1:10

navazka PCh mnozstvi rozpoustédla rehydratace
vzorek
(mg) (ml) (ml)
7 20 2,5
8 50 7,5 5
9 100 12,5

Tabulka 4: sloZeni vzorkii, u kterych byla rozpoustédlem smeés MeOH:CCl3 v poméru 3:7

navazka PCh mnozstvi rozpoustédla rehydratace
vzorek
(mg) (ml) (ml)
10 20 2,5
11 30 4,5
12 50 7,5 5
13 100 12,5

Tabulka 5: slozeni vzorkii s pridavkem cholesterolu, u kterych byla rozpoustédlem smés MeOH:CClz v

poméru 3:7
[ zorek navazka PCh chNo ?evsizlr{(a)llu Mnozstvi rozpousStédla | rehydratace
(mg) (mg) (ml) (ml)
14 25 25
16 45 5
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Tabulka 6: slozeni vzorkii s enkapsulovanym roztokem GENT

navazka | navazka mnozstvi hvdrat
vzorek | PCh | cholesterolu |rozpoustédla feftydratace rehydratacni médium
(ml)
(mg) (mg) (ml)
roztok GENT
17 35 15 v ¢isténé vode
(0,8 mg/ml)
roztok GENT
18 35 15 7,5 5 ve fostatovém pufru
(0,8 mg/ml)
roztok GENT
19 45 5 ve fostatovém pufru
(0,8 mg/ml)

7.3.2 Charakterizace castic

V pribéhu sonikace byly odebirany vzorky o objemu 200 pl, ur¢ené k méteni
velikosti ¢astic a PDI. K tomuto méfeni byl vyuzit pfistroj Zetasizer Nano ZS.
Odebrané vzorky byly pipetovany do mikrokyvety a ziedény pomoci 1 ml Cisténé
vody. Kyveta byla nasledné umisténa do pfistroje. Intenzita rozptyleného svétla byla
detekovana v thlu zpétného rozptylu 173°. Na zaklad¢ protokolu distribuce velikosti
dle intenzity rozptylen¢ho svétla byly vypoctena velikost a PDI ¢éstic. Refraktivni
index a absorpce byly nastaveny pro liposomy ztovarniho nastaveni pfistroje.
Viskozita média byla nastavena jako viskozita ¢isténé vody. VSechny vzorky byly

méfteny tiikrat a kazdé méfeni zahrnovalo 12 az 15 nezavislych béhi.

7.3.3 Dalsi zpracovani nanocastic

Surové liposomy byly nasledné separovany z ¢isténé vody/roztoku GENT pomoci
centrifugy. Do 4 zkumavek Eppendorf byl napipetovan vzdy 1 ml suspenze
liposomt, které byly nasledné centrifugovany po dobu 15 minut pfi rychlosti 10 000
otaek za minutu. Po odstfedéni byl zkazdé zkumavky pomoci pipety odebran
supernatant. Sedimentované Castice ve zkumavce byly znovu rozdispergovany do
objemu I ml pomoci Cisténé vody a podrobeny druhému cyklu centrifugace.

Nasledn¢ byl opét odstranén supernatant a vznikly sediment byl tentokrat
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rozdispergovan do pivodniho objemu 1 ml pomoci 5% roztoku trehalosy, slouzici

jako kryoprotektivum, a umistén do -20 °C.
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8 Vysledky

Tato kapitola prezentuje vysledky ziskané pii ptipravé liposomi. Cilem bylo
pfipravit liposomy a dosdhnout u nich optimalni velikosti pod 200 nm
a co nejnizsi PDL

Sledovanymi parametry v prubéhu pfipravy liposomi byly mnozstvi a slozeni
lipidické formulace, mnozstvi ¢isténé vody pouzité k rehydrataci lipidového filmu,
sonikace.

Tabulky 7 a 8 shrnuji hodnoty naméfené u jednotlivych vzorkd.
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Tabulka 7: hodnoty namérené u vzorkii 1 az 16

cas

O velikost ¢astic

vzorek . SD @ PDI SD
méieni (nm)

10 836,0 7.4 0,65 0,11

1 30 914,3 83,2 0,61 0,21
60 859,1 71,1 0,64 0,13

2 60 59,9 0,6 0,32 0,01
3 60 36,3 0,7 0,23 0,01
4 30 35,5 0,5 0,31 0,03
60 28,0 0,1 0,22 0,01

5 30 70,0 0,1 0,24 0,01
60 48,6 0,5 0,27 0,01

6 30 57,8 0,1 0,27 0,00
60 48,7 0,1 0,27 0,00

- 30 56,0 0,3 0,45 0,01
60 49,8 1,0 0,48 0,02

8 30 74,0 0,4 0,37 0,00
60 68,0 0,3 0,43 0,02

9 30 47,4 0,3 0,41 0,00
60 45,8 0,3 0,42 0,01

10 30 37,6 2,9 0,21 0,07
60 33,9 0,1 0,29 0,02

5 197,6 6,0 0,48 0,04

7 169,7 2,5 0,46 0,03

11 10 146,6 1,9 0,42 0,01
15 127,0 1,7 0,41 0,02

20 111,6 1,0 0,36 0,05

12 30 324 0,1 0,21 0,01
60 30,2 0,4 0,17 0,00

13 30 50,7 0,6 0,37 0,01
60 31,3 0,2 0,20 0,01

5 528.,8 1,5 0,57 0,01

7 3722 0,4 0,49 0,04

14 10 360,3 4,1 0,73 0,02
15 359,6 4,6 0,47 0,03

20 578,4 21,6 0,59 0,06

5 173.,8 0,5 0,46 0,01

7 141,8 0,4 0,39 0,01

15 10 124,3 1,6 0,34 0,02
15 109,4 0,3 0,26 0,01

20 100,1 0,7 0,24 0,00

5 325,8 16,5 0,66 0,17

7 298.,0 3.8 0,86 0,00

16 10 248,7 3,6 0,54 0,02
15 203,4 1,0 0,46 0,03

20 171,4 2,6 0,48 0,02
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Tabulka 8: hodnoty namérené u vzorkii 17 az 19, obsahujicich enkapsulovany GENT

vzorek e 0 Vehﬁl‘;;t] castic | sp | @PDI | SD
7 1049.7 585 | 0.86 | 0,04

17 10 23937 2254 | 0.68 | 028
15 964.7 1392 | 1,00 | 000

s 7 175.4 43 | 047 | 000
10 146.9 0.6 | 042 | 001

19 7 132.1 13 | 029 | o001

V ramci prace vznikly liposomy v rozmezi velikosti 28 az 2393,7 nm. Polydisperzita

ptipravenych liposomu se pohybovala od hodnoty 0,165 az do hodnoty 1. Faktory

ovliviiyjici Siroké rozmezi ziskanych hodnot jsou popsany a diskutovany v dalSich

kapitolach.
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8.1 Viiv lipidické formulace

Obrazky 5 a 6 graficky zndzornuji vliv navazky PCh na velikost a PDI vzniklych

liposomtl. Shrnuji hodnoty naméfené u vzorki 10, 11, 12 a 13.
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Obrazek 9: Graf zndazornujici viiv navazky PCh na velikost castic
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Obrazek 10: Graf zndzornujici viiv navazky PCh na PDI castic

Hodnoceny byly vzorky ptipravené s navazkou 20, 30, 50 a 100 mg PCh. VSechny

vzorky byly pfipravovany za pouziti barniky o stejném objemu (50 ml) a konstantniho
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poméru rehydrataéniho média, a to 1,25 ml ¢isténé vody na 10 mg navazky PCh.
Vzorky byly méfeny po 30 minutach sonikace vysokoamplitudovym ultrazvukem.
Vysledky ukézaly znaéné rozdily v naméfenych hodnotach velikosti i PDI
v zavislosti na navazce lipidd. Vzorek s navdzkou 20 mg vykazoval primérnou
velikost ¢astic 37,6 nm a PDI 0,21. Pfi zvySeni navazky na 30 mg doslo k vyraznému
nariistu velikosti na 111,6 nm a soucasn¢ ke zvySeni PDI na 0,36. Naopak
pfi navazce 50 mg byla zaznamenana nejnizsi primérnd velikost ¢astic (32,4 nm) a
velmi nizké PDI 0,21. Vzorek s nejvy$si navézkou (100 mg) doséhl velikosti
50,7 nm a PDI 0,37, coz op¢t indikuje vyssi miru polydisperzity.

Obrazky 7 a 8 prezentuji vliv slozeni lipidické formulace na velikost a PDI
pfipravenych ¢astic. Shrnuji hodnoty naméfené u vzorkd 12, 14, 15 a 16, které se
lisily pfitomnosti a obsahem cholesterolu. Hodnoty byly ziskany po 20 minutach

sonikace vzorku.
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Obrazek 11: Graf znazornujici vliv slozeni lipidické formulace na velikost castic
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Obrazek 12: Graf znazornujici viiv slozent lipidické formulace na PDI castic

Vzorek slozeny pouze z PCh vykazoval nejnizsi primérnou velikost ¢astic (32,4 nm)
a velmi nizky PDI (0,21). Pfidavek cholesterolu ve vysi 10 % vedl k vyraznému
nartistu velikosti ¢astic na 171,4 nm a soucasn¢ ke zvySeni PDI na hodnotu 0,48.

Pti navyseni obsahu cholesterolu na 30 % doslo ke snizeni velikosti ¢astic na 100,1
nm a k poklesu PDI (0,24). Nejvyssi podil cholesterolu (50 %) vedl k vyraznému
zhorSeni obou parametrii — velikost Castic vzrostla na 578,4 nm a PDI doséahlo

hodnoty 0,59.
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8.2 Rehydratace

Obrazek 9 a 10 ukazuji vliv mnozstvi ¢iSténé vody pouzité k rehydrataci lipidového

filmu na velikost a PDI liposomi.
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Obrazek 13: Graf zndzornujici viiv mnozstvi ¢isténé vody k rehydrataci na velikost castic
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Obrazek 14: Graf znazornujici vliv mnozstvi cisténé vody k rehydrataci na PDI castic
V ramci diplomové prace byly testovany tfi riizné objemy: 3 ml, 5 ml a 10 ml ¢isténé

vody na konstantni mnozstvi lipidd (100 mg). VSechny vzorky byly méteny po 60

minutach sonikace vysokoamplitudovym ultrazvukem.
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Nejnizs$i objem, 3 ml, vedl k tvorbé velmi velkych ¢astic o prumémé velikosti
859,1 nm a PDI 0,64. Pti navySeni objemu c¢isténé vody na 5 ml doslo ke znatelnému
zlepSeni vlastnosti liposomti — velikost liposomil klesla na 59,9 nm a PDI na 0,32.
Nejlepsi vysledky z hlediska polydisperzity byly dosazeny pii pouziti 10 ml ¢isténé

vody, kdy byla namétena primérna velikost 36,3 nm a nizké PDI 0,23.

8.3 Slozeni organicke faze

Obrazky 11 a 12 shrnuji vliv sloZeni organické faze na velikost a PDI pfipravenych
liposomtl. Obrazek vychazi z hodnot naméfenych pro vzorky 2, 6, 9 a 13, které se
lisily pfitomnosti a mnozstvim CCls, ktery tvofil rozpoustédlo spolu s MeOH.
Hodnoty byly naméfeny po 60 minutich sonikace vysokoamplitudovym

ultrazvukem.
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45,8

31,3

Obrazek 15: Graf zndzornujici viiv sloZeni organické faze na velikost cdstic
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Obrazek 16: Graf znazornujici viiv slozeni organické faze na PDI castic

Pti ptipravé lipidového filmu hraje zasadni roli sloZeni organické faze, ve které jsou
lipidy pfed odpafenim rozpustény. V této praci byly hodnoceny ctyti typy pouzitého
rozpoustédla: MeOH, a dale smési MeOH s CCls v pomérech 1:1, 3:7 a 1:10.

Vzorek pfipraveny v Cistém methanolu vykazoval velikost 59,9 nm a PDI 0,32.
Piechodem ke smési MeOH:CCls 1:1 doslo ke zmenSeni Castic na 48,7 nm a ke
snizeni PDI na 0,27. Nejmensi a nejméné polydisperzni liposomy byly ziskany pfi
poméru 3:7, s velikosti 31,3 nm a PDI 0,20. Pfi dal§im zvyseni podilu CCl3 na 1:10

v§ak velikost vzrostla na 45,8 nm a PDI na 0,42.

8.4 Doba sonikace

Obrazek 13 a 14 graficky zpracovava zménu hodnot velikosti a PDI ¢astic v prubéhu

sonikace vysokoamplitudovym ultrazvukem u vzorku 15.
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Obrazek 17: Graf znazornujici velikost ¢astic v prithéhu sonikace
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Obrazek 18: Graf znazornujici PDI castic v priibéhu sonikace

V zavéreéné Casti prace byl hodnocen vliv délky sonikace na velikost a PDI
liposomt. Vzorek 15 byl analyzovéan po 5, 7, 10, 15 a 20 minutach sonikace.

Po 5 minutich Cinila primémad velikost liposomid 173,8 nm a PDI dosahovalo
hodnoty 0,46. S prodluzujicim se casem sonikace dochdzelo ke kontinualnimu

poklesu velikosti i PDI — po 10 minutdch byla velikost 124,3 nm (PDI 0,34)
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a po 15 minutach jiz 109,4 nm (PDI 0,26). Nejlepsich hodnot bylo dosazeno po
20 minutach sonikace, kdy velikost klesla na 100,1 nm a PDI na 0,24.

8.5 Velikost castic a index polydisperzity vzorku
obsahujicich gentamicin

Obrazky 15 a 16 graficky znazoriuji hodnoty ziskané méfenim vzorkl

17, 18 a 19 v rliznych Casech sonikace.
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Obrazek 19: Graf znazornujici velikost castic u vzorkii obsahujicich GENT v riiznych ¢asech sonikace
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Obrazek 20: Graf znazornujici PDI castic u vzorkii obsahujicich GENT v riznych casech sonikace
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Me¢teny byly tii vzorky s enkapsulovym lécivem: vzorek 17 s GENT rozpusSténym v
Cisténé vode, vzorek 18 s GENT rozpusténym ve fosfatovém pufru a vzorek 19, ktery
obsahoval rovnéz roztok GENT ve fosfatovém pufru, ale od vzorku 18 se lisil
slozenim lipidické formulace (viz tabulka 6).

Vzorek 17 vykazoval nejvyssi primérmné velikosti ¢astic a velmi vysoké hodnoty
PDI, svédcici o vyrazné heterogenité a nestabilit¢ systému. Po 7 minutach sonikace
dosahovala velikost 1049,7 nm (PDI 0,86), po 10 minutach doslo dokonce ke vzniku
velkych agregati s primérnou velikosti 2393,7 nm (PDI 0,68). Po 15 minutach doslo
sice ke zmenSeni velikosti na 964,7 nm, avSak hodnota PDI vzrostla az na 1, coz
signalizuje extrémni polydisperzitu a nesoudrznost systému. Pfi takto vysokych
hodnotach nemiizeme povazovat meéfeni pfistrojem Zetasizer Nano ZS
za sméerodatné.

Oproti tomu vzorek 18 vykazoval vyrazné lepsi vysledky. Po 7 minutach byla
naméfena velikost 175,4 nm a PDI 0,47. Po 10 minutach doslo k dal§imu zmenSeni
na 146,9 nm a PDI kleslo na 0,42.

Optimalni hodnoty byly dosazeny u vzorku 19, ktery vykazoval velikost 132,1 nm a
PDI 0,29 jiz po 7 minutach sonikace.

49



9 Diskuse

Cilem této prace bylo optimalizovat pfipravu liposomi metodou tenkého filmu a
identifikovat kliCové faktory ovlivitujici jejich velikost a PDI. V ramci
experimentalni prace byly hodnoceny rGzné proménné — mnozstvi lipidl, slozeni
lipidické formulace, objem rehydratacniho média, typ organického rozpoustédla,
doba sonikace i vliv enkapsulace modelového 1é¢iva GENT. Vysledky pfinesly
poznatky tykajici se vztahu mezi procesem piipravy a vyslednou kvalitou liposomu.
Prvnim zkoumanym parametrem byl vliv navazky lipidii pouzitych pro tvorbu
lipidového filmu. Byly testovany navazky 20, 30, 50 a 100 mg PCh na dné banky o
objemu 50 ml.

Vysledky ukazaly nelinearni zavislost mezi navazenym mnozstvim a velikosti ¢i
polydisperzitou liposomill. Nejvetsi ¢astice byly pozorovany pii navazce 30 mg
zatimco nejmensi a nejhomogenngjsi Castice vznikly pfi 50 mg. Vykyv hodnot
u vzorku o navazce 30 mg Ize vysvétlit moznym nerovnomérnym rozlozenim lipidi
pii odpatfovani, ¢i nevhodnou tloustkou filmu pro dany objem baiky. Pti nejvyssi
navazce (100 mg) byly sice liposomy stéale relativné malé, ale PDI ukazoval na vyssi
heterogenitu, coz pravdépodobné ukazuje na jejich agregaci vlivem vysoké
koncentrace liposomt ve vzorku.

Z vysledkl vyplyva, Ze tloustka lipidového filmu, kterd pfimo souvisi s mnoZstvim
lipidQ, ovliviiyje efektivitu rehydratace. Pfi pfiliS§ malé nebo naopak pfili§ vysoké
navazce mize byt film nerovnomérny, coz komplikuje jeho rozruSeni a rovnomérné
samousporadani lipidi pii hydrataci. Idealni mnozstvi lipidi by mélo umoznit
vytvofeni tenkého, souvislého filmu, ktery se snadno disperguje a vytvaii malé a
homogenni liposomy. Vhodnym kompromisem mezi navazkou lipidd a kvalitou
castic se ukazala byt navazka 50 mg PCh.

Ptidavek cholesterolu do lipidické formulace mél zasadni vliv na PDI a velikost
liposomt. Cholesterol je bézné vyuzivanou slozkou liposomalnich formulaci pro
zvySeni mechanické stability a sniZeni propustnosti lipidové dvojvrstvy. V ramci této
prace byl zkoumén vliv rizného poméru cholesterolu ve smési s PCh, konkrétné byly
testovany piidavky 10, 30 a 50 %.

Zatimco ¢isty PCh vedl k tvorbé malych a homogennich castic, jiz 10% piidavek

cholesterolu vedl ke znatelnému zvétSeni velikosti a Sir§Simu rozptylu velikosti.
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Pti 30% ptidavku doslo ke zlepSeni sledovanych parametrii (snizeni velikosti i pokles
PDI liposomt), ale 50% obsah cholesterolu vedl k vyrazné destabilizaci systému s
tvorbou velmi velkych castic as vyssi hodnotou PDI. Bylo tedy zjisténo, ze s
rostoucim podilem cholesterolu az do celkového 50% zastoupeni ve formulaci
dochdzelo k vyraznému zvétSeni velikosti Castic a soucasné ke zvySeni PDI.
Vysledky vzorkl s ptidavkem cholesterolu jsou v souladu se studii Briuglia a kol.,
jejichZ prace doklada, ze pomér 2:1 (tj. 70 % lipidd a 30 % cholesterolu) ptedstavuje
vhodny pomér =z hlediska vlastnosti a stability liposomalni formulace
(Briuglia et al. 2015).

Tento jev lze vysvétlit zvySenou rigiditou lipidové dvojvrstvy pii vy$Sim obsahu
lipidového filmu. Vysledkem jsou mén¢ stabilni a méné homogenni ¢astice, casto o
vétSich rozmérech. Vysoky obsah cholesterolu mtize kvili zvySené rigidité lipidové
membrany také podporovat tvorbu multilamelarnich nebo agregovanych struktur.
Vysledky naznacuji, ze pifi pouziti metody tenkého filmu je vhodné peclive
optimalizovat mnoZzstvi cholesterolu, nebot’ jeho nadmérné mnozstvi miize negativné
ovlivnit pozadované vlastnosti vzniklych liposoml.

Dalsim sledovanym parametrem bylo mnozstvi vody pouzit¢ k rehydrataci
lipidového filmu. Testované objemy 3 ml, 5 ml a 10 ml prokdzaly vyrazny vliv na
vysledné velikosti liposomii.

Nejmensi a nejhomogennéjsi Castice vznikly pfi pouZiti 10 ml vody, zatimco pfii
pouziti pouhych 3 ml dosahla velikost ¢astic az 859 nm s PDI 0,64.

Maly objem rehydratacniho média neumoznuje dostatecné a rovnomérné proniknuti
do vSech vrstev lipidového filmu, coz mize vést ke vzniku MLVs nebo agregatu.
Naopak vy$§i mnoZstvi vody podporuje uplnou rehydrataci filmu a tim 1 spravné
samousporadani lipidovych molekul do unilamelarnich liposomil. Vysledky
potvrzuji, ze dostateCny objem vody je nezbytny pro efektivni dispergaci a dosazeni
zadanych vlastnosti liposom1l.

Jednim z klicovych faktorii ovlivitujicich vlastnosti pfipravovanych liposomt je

sloZeni organického rozpoustédla pouzitého pii tvorbé lipidového filmu. V ramci této
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prace byly testovany Ctyfi rizné varianty organické faze: ¢isty MeOH a smési MeOH
s CCl3 v pomérech 1:1, 3:7 a 1:10.

Vysledky ukézaly, ze ¢isty MeOH (polarni rozpoustédlo), vedl k tvorbé liposomil o
velikosti 60 nm a PDI 0,31, coz znaci stiedni disperzitu ¢éstic. Pii ptidavku CCls
(nepolarni rozpoustédlo) a pouziti smési MeOH:CCl3 v poméru 1:1 doslo k mirnému
zlepseni parametrli, coZ naznacuje, zZe ¢aste¢né snizeni polarity rozpoustédla prispiva
k lepSimu rozpusténi lipidovych slozek a rovnomérné€jsi tvorbé filmu. Optimalnich
vysledkl bylo dosazeno pii poméru 3:7 MeOH:CCls, kde byla pozorovana nejmensi
smési 1:10 MeOH:CCls doslo ke zvySeni PDI na hodnotu 0,42, prestoze velikost
Castic zustala relativné mald. Tento vysledek muize souviset s nerovnomérnou
tvorbou lipidového filmu nebo snizenou rozpustnosti fosfolipidi s polarnimi
hlavicemi ve velmi nepolarnim prostredi.

Z vysledki vyplyva, ze polarita organického rozpoustédla vyrazné ovliviiuje proces
tvorby lipidového filmu i nasledné samouspotadani lipidt béhem rehydratace. Smési
s ekvivalentnim nebo mirné¢ vysSim piidavkem CClz; k MeOH umoziuji
rovnomeérnéjsi rozprostieni lipidii na povrchu baiiky a po odpateni vedou k tvorbé
tenkych, dobfe hydratovatelnych filmd. Smés MeOH:CCl; v poméru 3:7 se jevi jako
optimalni sloZeni organické faze pro pfipravu liposomi metodou tenkého filmu, coz
doklada i pfehledovy &lanek Sturm a Poklar Ulrih, ktery tento pomér rovnéz zmituje
jako vhodny (Sturm, Poklar Ulrih 2021).

Z pohledu redukce velikosti castic se potvrdilo, Ze sonikace ptedstavuje GCinny
nastroj k Upravé velikosti a PDI liposoml. S prodluzujici se dobou sonikace
dochdzelo k vyraznému zmensovani velikosti liposomt a poklesu PDI. Tento efekt je
dan postupnym mechanickym rozrusovanim ptvodnich multilameldrnich struktur na
ULVs, které jsou ptfi delSim plsobeni ultrazvuku dale zmensSovany. Ackoli tato
transformace vede ke vzniku mensich a stabilnéjsich ¢astic s nizsi polydisperzitou, je
tteba upozornit na mozné nevyhody pfili§ dlouhotrvajici nebo intenzivni sonikace. V
dasledku naruSeni lipidové dvojvrstvy muze dochdzet k uniku enkapsulovaného

lé¢iva do okolniho prostiedi, ¢imZ je snizovana jeho Uc¢innost. Optimalizace doby
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sonikace je proto zasadni pro dosazeni kompromisu mezi pozadovanymi rozméry
¢astic a zachovanim vnitiniho obsahu liposomt.

V posledni ¢asti prace byla pfipraveny Castice s enkapsulovanym GENT. Proces
enkapsulace vyzadoval optimalizaci zejména v souvislosti s hydrofilni povahou a
chemickymi vlastnostmi tohoto 1éCiva, které ovliviuji efektivitu zapouzdieni a
interakci s lipidovou matrici. Vysledky ukézaly, ze prostfedi, ve kterém je GENT
pted enkapsulaci rozpustén, ma zésadni vliv na vyslednou velikost a PDI ¢astic.

Pti pouziti Cisténé vody jako rozpoustédla pro GENT dochézelo k tvorbé extrémné
velkych liposomdlnich struktur s velmi vysokymi hodnotami PDI. Tyto vysledky
poukazuji na destabilizaci systému a neschopnost vytvofit stabilni liposomy
s nizkym PDI. Tento efekt lze pficist vykyvim pH po rozpusténi GENT v ¢isténé
vod¢ — jelikoz GENT je silna zasada, jeho rozpusténi ve vodé mize zpiisobit vyrazné
zvySeni pH. Tento vykyv ovliviluje nejen ionizacni stav samotného 1éCiva, ale i
povrchovy naboj PCh tvoficiho liposomalni membranu.

PCh, hlavni komponenta pouzitych liposomt, nese za fyziologickych podminek
soucasn¢ kladny i1 zadporny naboj (pozitivni naboj na cholinové skupiné a negativni
na fosfatové). V prostiedi s mirné¢ zasaditym pH vSak muize dojit ke zménam v
ioniza¢nim stavu fosfatové skupiny, kterda mulze ztracet sviij zdporny néboj. To
snizuje elektrostatickou rovnovahu v ramci lipidové dvojvrstvy a narusuje interakce
mezi lipidy. Vysledkem mutze byt mensi kompaktnost, niz$i mechanicka stabilita a
zvySend tendence ke vzniku nepravidelnych nebo fuzujicich vezikul, coZ se odrazi ve
vysSich hodnotéch velikosti a PDI vzorku 17.

Pouzitim fosfatového pufru se tento problém podatilo vyznamné omezit. Stabilizace
pH pfispéla k zachovani rovnovahy elektrostatickych sil a spravného ioniza¢niho
stavu fosfatidylcholinu, coZ umoznilo tvorbu stabiln¢jSich liposomil. Vysledné
liposomy vzorku 18 mély vyrazné mens$i velikosti 1 hodnoty PDI. Optimalni
vysledky pak prokdzal vzorek 19, u kterého byly optimalizovany jak podminky
rozpousténi 1éCiva, tak 1 dal§i parametry pfipravy (pfidavek cholesterolu, sloZeni

organické faze, délka sonikace). U vzorku 19 bylo dosaZeno velikosti 132,1 nm a
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PDI 0,29. Tento vysledek ukazuje potencial liposomalni formulace jako vhodného

nosice pro GENT.
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10 Zaver

Tato diplomova prace se zabyva optimalizaci pfipravy liposomli metodou tenkého
filmu. Cilem bylo identifikovat klicové faktory, které ovliviiuji vyslednou velikost a
polydisperzitu liposomil, a na zaklad¢ toho navrhnout efektivni postup piipravy
vhodny pro enkapsulaci hydrofilniho 1é¢iva GENT.

volba mnozstvi lipid, dostate¢ny objem rehydratacniho média, optimalizované
slozeni organické faze a kontrolovanéa doba sonikace.

Bylo zjisténo, ze pftili§ nizké nebo naopak velmi vysoké mnozstvi lipidit miize vést
ke zvySené heterogenité ¢astic. Stejn¢ tak nedostatecny objem rehydrataéniho média
vyznamné zhorSuje vlastnosti vzniklych liposomt. Optimalnich vysledkt z hlediska
cilové velikosti a nizké polydisperzity — bylo dosazeno pfi pouziti lipidové navazky
50 mg, rehydrataci pomoci 5 a vice ml ¢iSténé vody a pii pouziti smési organickych
rozpoustédel MeOH:CCl3 v poméru 3:7.

Vyrazny vliv na vysledné vlastnosti mélo také slozeni lipidické formulace. Pfidavek
cholesterolu ovlivnil stabilitu i velikost liposomu, pficemz vysoké koncentrace
cholesterolu (50 %) vedly k destabilizaci systému a tvorbé& velkych ¢astic s vysokou
polydisperzitou. Naopak mirny ptfidavek (30 %) se ukazal jako vhodny kompromis
mezi stabilitou a velikosti ¢astic.

Zasadnim vystupem této prace byla optimalizace procesu enkapsulace GENT. Bylo
prokdzano, Ze prostfedi, ve kterém je GENT rozpustén, hraje kli¢ovou roli. Zatimco
pouziti CiSténé vody vedlo k destabilizaci systému vlivem vykyvu pH, vyuZiti
fosfatového pufru tento problém odstranilo a vedlo k tvorbé stabilnich a
homogennich liposomalnich ¢astic. NejlepSich vysledkl bylo dosazeno u vzorku 19,
ktery uplatnil optimalizované podminky pro pfipravu roztoku GENT a aplikoval

vyse zjisténé pozadavky na proces piipravy liposomu.
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