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Cile prace

Vypracovat literarni reser$i zaméfenou na liposomy, jejich vlastnosti
a vyuziti.

Ovefit pfitomnost doxorubicinu v syntetizovanych liposomech
pomoci MALDI-TOF.

Pomoci FIA-ED a vytvofeni diferencnich hydrodynamickych
voltamogramu zjistit rozdily v amperomterické detekei doxorubicinu
uzavieného v liposomech liSicich se koncentraci cholesterolu
v lipidové dvojvrstve.

Ovéfit moznost uvolnéni doxorubicinu z liposomtil pisobenim
dodecylsiranu sodného pomoci fluorescenéni spektroskopie.

Zjistit schopnost liposomd transportovat doxorubicin do bunék
zlatého stafylokoka pomoci inverzni fluorescenéni mikroskopie.
Zjistit toxicitu doxorubicinu pienasen¢ho v danych liposomech na
bakterialni kultufe zlatého stafylokoka.
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Liposomy

Poprvé byly popsany v roce 1964.

Prakticky chvili po jejich objevu zacaly byt povazovany za
potencialni pfenasece 1é¢iv.

Divod pouziti nanotransportéri pro lé¢iva — snizeni nezadouci
toxicity 1é¢iva a moznost cileného transportu a zvyseni efektivity.

Béznou soucasti lipidové dvojvrstvy je cholesterol. Podporuje
stabilitu dvojvrstvy a ovliviluje jeji permeabilitu a rozpustnost.

Uvolnéni 1é¢iva z liposomt je obvykle zpusobeno fuzi liposomové

membrany s bunéénou membranou, ale lze vyuzit i jinych zplsobi
uvolnéni lé¢iva (zména pH, ultrazvuk, piisobeni detergentu).
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Analyza lipasomalniho dQXmei.ci.nu pomoci
MALDI-TOF

+ MALDI matrix assisted laser desorption/ionization = laserova
desorpce/ionizace za Gicasti matrice

TOF = time-of-flight = priletovy hmotnostni analyzator; analyzuje ionty na
zékladé jejich doby letu analyzatorem:

Legenda: Schéma MALDI Legenda: Bruker ultrafleXtreme
Experimentalni podminky: y roztok 2,5-dihydro: ¢ kyseliny (DHB) v 50% MeOH a
0,1% trifluoroctové kyseling; dried-droplet metoda 43ent; kalit pomoci i ickych piki

matrice a smési peptidi; reflektorovy pozitivni mod; vykon laseru nastaven 5-10 % nad prahovou
hodnotu; 355 nm Nd:YAG laser s maximalni energii 43,2 uJ a opakovaci frekvenci 2000 Hz, fokusace
laseru na primér az 10 um.
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FIA-ED analyza liposomalniho doxorubicinu

FIA = flow injection analysis = prutokova injek¢éni analyza

FIA umoziuje automatizované méfeni sady vzorkd, fidit reakce analyti s
¢inidly i napf. zapojit vice detektorti v sérii nebo paralelng.

Vysledky ve formé diferen¢nich hydrodynamickych voltamogramii (pojato
jako zavislost rozdilu ploch piku — analytu a blanku — na potencialu).

autosampler odpad ED detektor

nosny roztok odpad
reakéni civka

pumpa

Legenda: Schéma uspofadani FIA systému

Experimentalni podminky: pumpa model 584, elektrochemicky detektor Coulochem III s
amperometrickou celou model 5040 (pracovni elektroda ze skelné¢ho uhliku, referenéni paladiova
lektrod: a platinova elektroda), ler model 542 (vie ESA Inc., MA, USA); objem
davkovaci smycky byl 20 pl; pritok nosného roztoku byl 1 ml.min"'; potencialovy rozsah 100-1200 mV
se 100 mV krokem.

Spektrofotometricka analyza liposomalnino a
uyolnéneho doxorubicinu

Spektrofotometrie byla vyuzita pro zméfeni absorpénich a fluorescenénich spekter
doxorubicinu uzavieného v liposomech a doxorubicinu uvolnéného z liposomit po
ptidavku 30 mM SDS.

Legenda: Tecan Infinite M200 PRO

Experimentéalni podminky: méfeni v UV ¢ 96jamkové desticce, pips ano vzdy 50 pl vzorku;
xenonova UV lampa; absorpéni sken byl proveden v rozsahu 230-800 nm s krokem po 5 nm;
fluorescenéni sken byl proveden v rozsahu 510-850 nm s krokem po 5 nm pii vinové délce excitaéniho
zafeni 480 nm; detekce fluorescence pomoci fotonasobice a detekce absorbance pomoci kiemikové
fotodiody.




stafleKQka pa inkubaci s lipesomalnim
doxarubicinem

Legenda: Schéma inverzniho fluorescenéni mikroskopu Olympus IX70. Prevzato

P icro.com/primer fluorescence/i html (cit. 3.2.2014)
Experimentalni podminky: mikrofotografie vzorki o rozliseni 4800 x 3600 pixelii byly pofizeny pomoci
Olympus DP73 s CCD detektorem a zpracovany byly v programu Olympus Stream Basic 1.7.
Mikrofotografie bunek osvicenych bilym svétlem byly pofizeny pii dobé expozice 2,2 ms a pii citlivosti
ISO 200. Mikrofotografie bun¢k s fluoreskujicim doxorubicinem byly pofizeny za nasledujicich
podminek: excitacni filtr 520-550 nm, emisni filtr 580 nm, doba expozice 530,8 ms a citlivost ISO 100.
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Princip stanoveni IQso meQQl rastovych
kfivek

Rustové kiivky vyjadfuji zavislost po¢tu bungk, piipadné relativniho ristu
bunék, na ase.

Pocet bunék se zjistuje riznymi metodami, nejéastéji viak méfenim zakalu
kultivaéniho média, mikroskopicky nebo pomoci pritokové cytometrie.

Pfi zjistovani antimikrobialniho u¢inku latky na danou bakterialni kulturu
se ze zméfeného podtu bakterialnich bunék vytvofi grafy viability, které
reprezentuji zavislost procenta viability bunék na koncentraci dané latky.
Funkéni zavislost se zjisti regresni metodou nejmensich étvercii a ze ziskané
regresni rovnice se vypocita stfedni inhibi¢ni koncentrace latky (ICsy) v
50% viability bun&k.

stacion:

as (hodiny)

Tog (potet bunék)
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Qvéfeni pfitomnosti de.Qrule!.n.u pomoci MALDI-TOF
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Legenda: Hmotnostni spektra Odpo‘lldajl samotné DHB matrici, matrici s doxorubicinem a matrici s
lipos 8,9al10s fenym doxorubici i bez doxorubicinu. Koncentrace doxorubicinu byla 100
pg.ml'. Reflektorovy pozitivni mod; jedno hmotnostni spektrum bylo vytvofeno zpriimérovanim 500
subspekter; vykon laseru byla nastavena 5 % nad prahovou hodnotu.
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Legenda: Zavislost plochy piku doxorubicinu (50 pg.ml"') na potencialu pro (A) fosfatovy
pufr, (B) acetatovy puft, (C) boratovy pufr a (D) Britton-Robinson puft. Hodnoty pH pufrii jsou
uvedeny za zkratkou daného pufru. Potencialovy rozsah byl 100-1200 mV se skokem po
100 mV. Davkovano bylo vzdy 20 pl vzorku. Pritok nosného roztoku byl 1 mlmin’.
Doxorubicin byl vzdy pfipraven v tom pufru, ve kterém probihala analyza. Slozeni pufri:
fosfatovy pufr — — NaH,PO, a — Na,HPO,; acetatovy pufr — 0,2M CH,COOH a 0,2M
CH;COONa; boratovy pufr — 0,05M Na,B,0, a 0,2M H;BO; v 0,05M NaCl; Britton-Robinson
pufr - 004M H PO4, 004M CH COOH, 0,04M H,;BO; a 0,2M NaOH pro nastaveni pH.
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Legenda: Diferenéni HDV pro liposomy s pridavkem ACS vody v poméru 1:1 (A-C) a diferencni HDV pro liposomy s pfidavkem 30 mM SDS
1 (E-G). (AE) Liposom 8, (B,F) liposom 9 a (C,G) liposom 10. (D) Maximéni rozdily ploch pikii z diferencnich HDV liposomii

9.4 10's piidavkem ACS vody. (H) Maximlni rozdily ploch pikii z diferenénich HDV liposomit 8, 9 a 10's piidavkem 30 mM SDS. Difer

HDV byly vytvoreny odeétenim ploch pikii blanku (liposom bez doxorubicinu) od ploch pikii vzorku. Potencidlovy rozsah byl 100-1000 mV
skokem po 100 mV. Davkovino bylo vzdy 20 pl vzorku. Pritok nosného roztoku byl I mLminl. (*) statisticky vyznamné rozdily priméra na
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hlading v¥znamnosti « = 0.05. (ns) not significant statisticky nevyznamné rozdily priméri,




Fluorescenéni analyza liposa
doxorubicinu
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Legend: Fluores

vody. (H) Maximélni fluorescence pro liposomy 8, 9 a 10
0 pl

cxcitaéni zdfeni mélo vinovou délku 480 nm, (*) statisticky viznamné rozdily priméri na hlading
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¢ s (vlozené grafy) spektra pro liposomy 8 (4,E), 9 (B,F) a 10 (C,G). (A-C) hpummy s pridavkem ACS vody

v poméru 1:1. (E-G) liposomy s pidavkem 30 mM SDS v poméru 1:1. (D) Maximaini fluorescence pro liposomy 8, 9 a 10 s pridavkem ACS

Fidavkem 30 mM SDS. Do 96jamkové UV-propustné desticky bylo pipetovino vzdy

Absorpéni sken byl proveden v rozmezi 230-800 nm po 5 nm. Fluorescenéni sken byl pm»mn v rozmezi 510-850 nm po 5 nm;
=005

Legenda: Mikrofotografie bun¢k zlatého stafylokoka po inkubaci

s liposomalnim doxorubicinem (100 pg.ml'). Pfi bilém svétle (a-d) a pii

fluorescenci doxorubicinu (e-h). (a,e) Liposom 8, (b,f) liposom 9, (¢,g)

liposom 10 a (d,h) samostatna buiika zlatého stafylokoka. Excitaéni filtr

520-550 nm a emisni filtr 580 nm. Doba expozice pii bilém svétle byla

2,2 ms pii citlivosti ISO 200. Pii fluorescenci byla doba expozice
530.8 ms pii citlivosti ISO 100,
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Legenda: Vicchny grafy obsahuji riistové kfivky zlatého stafylokoka s doxorubicinem (100 pg.ml, cervend kfivka) a

¢ho zlatého ( i kivka). (A) Ristové kfivky bakteridlni kultury s doxorubicinem
uzavienym v liposomu 8. (B) Rastové kfivky bakterialni kultury s doxorubicinem uzavienym v liposomu 9. (C)
Ristové kfivky bakteridlni kultury s doxorubicinem uzavienym v liposomu 10. (D) Hodnoty IC, pro doxorubicin
uzavieny v 8,9a10.K doxorubicinu v byla 0 ( ); 12,5 (fialové
kiivka); 25,0 (azurovémodré kfivka) a 50,0 ( ) pgml! - to je 0,0; 23.,0; 46,0 a 92,0 uM po piepoétu
Meéfeni absorbance probihalo kazdych 30 minut v intervalu 0-24 hodin pfi 620 nm a pfi 37 °C. (*) statisticky
viznamné rozdily priméra na hlading vyznamnosti « = 0.05.




+ Byl vyuzit novy pfistup pro vyjadieni elektrochemické detekce liposomalniho
doxorubicinu, kdyZ byly zkonslruovany diferencni hydmdynammkc voltamogramy.

+ Chol I ovliviuje elek ick detekei i il doxorubicinu  tim
zpusobem, Ze pravdépodobné podporuje prenos elektronu pies lipidovou dvojvrstvu
liposomu.

* Fluorescence liposomélniho doxorubicinu byla nejvyssi u liposomu 10 a bylo zjisténo, ze
po piidavku 30 mM SDS spolehlivé doslo k uvolnéni doxorubicinu u viech testovanych
liposomil.

Toxicitd lipo:omélm’ho doxorubicinu je zévislé na koncentraci chole:temlu v lipidové

byly u doxorublcmu v liposomu 10 (rozdil byl az 4x).
*  Vsechny cile byly splnény.
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