Lipidove vezikuly jako nosice latek s rizenym uvolnovanim
pomoci vysokofrekvencniho ultrazvuku
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Uvod
Lipozomy jsou kulaté vezikuly skladajici se z jedné nebo vice lipidovych dvojvrstev obklopujici vodnate
centrum [1,2,3]. Biokompatibilita a biodegradace je dana jejich podobnosti s bunécnymi membranami.
Nachazeji uplatnéni v distribuci leCiv [4,5]. Specificka sestava lipidt pouzita k vytvoreni lipozomU muze
byt jednoduse obménovana, a tim mdze ovlivhovat jejich viastnosti jako fluiditu nebo naboj membrany a
hydrataci [6,7]. Lipozomy jsou slibné alternativni paradigmata pro davkovani terapie, jez umoznuije
lokalni uvolnéni IéCiva. Ultrazvuk je Siroce studovan jako spoustéc pro uvolnovani latek z lipozomd.

Nabizejici nekolik vyhod, jako napriklad neinvazivitu, moznost zaméreni urcité tkané nebo jemne ladéni
intenzity (popr. frekvence) k ziskani optimalniho uvolnovani [8]. V této praci byl pouzit vysokofrekvencni

fyzioterapeuticky ultrazvuk o intenzité 3 W/cm? a frekvenci 1 MHz v pulznim rezimu.

Cil
Navrh méreni uvolnovani nizkomolekularnich latek z lipozomt pomoci vysokofrekvencniho ultrazvuku.

Material a metodika
Pro vytvoreni liposomt byl pouzit distearoylphosphatidylcholin (DSPC) a distearoylphosphatidylcholin s
kardiolipinem (DSPC+CL). Uvnitr lipozomu bylo ATP, diky kterému mohla, po jeho uvolnéni, probehnout
enzymaticka reakce s produkci svétla. g
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Obr. €. 1: Struktura liposomu a reakce pri uvolnén pomoci UZ Obr. €. 2: Komurka s UZ

PRIPRAVA MULTILAMELARNICH VEZIKUL
Lipidy se rozpustily v chloroformu o koncentrace 10 mg/ml. Rozpoustédlo se odstranilo proudem
plynného dusiku. Po pFidém’ 0,5 ml 10 mM HEPES se vytvoreny lipidovy film sonifikoval (pri 37 kHz) na
vodni lazni 5 minut pri pokojove teplote. Pote bylo pridano 0,5 ml 10 mM HEPES s 60 mM ATP.
PRIPRAVA UNILAMELARNICH VEZIKUL
Unilamelarni lipozomy byly pripraveny pomoci Avanti miniextruderu pri 55 °C. Lipidova smés se jemne
protiacila pres polykarbonovou membranu, nejdfive 5x s velikosti port 1 um a poté 5x s pory 0,2 um.
ODSTRANENI EXTRAVEZIKULARNIHO ATP
Odstranéeni extravezikularniho ATP bylo provedeno pomoci dvou 5 ml kolonek, naplnénych Sephadexem
G-25, které se nechaly stocit pri 500 ot/min po dobu 2 minut.
MERENI UVOLNOVANI ATP Z LIPOZOMU POMOCI ULTRAZVUKU
Do kyvety bylo postupné napipetovano 2250 pl 10 mM HEPES, 300 pl lipozomt, 25 pyl 50 mM D-
luciferinu a 25 yl 5mM MgCl..
kinetickeho meéreni bylo do kyvety pridano 10 pl luciferazy o koncentraci 40 pg/ml. Intenzita
luminiscence byla mérena pomoci detektoru spektrofluorimetru FLS 980. Pri 200 s byl aplikovan
ultrazvuk (BTL 5000 Smart) o intenzite 3 W/cm?, frekvenci 1 MHz, v pulzech o frekvenci 150 Hz a stridé
1:16, 1:4 nebo 1:2. Pri 300 s bylo pridano 50 pl 1% Triton X-100.

Kyveta byla umisténa do komdrky vyplnéné vodou. Po zahajeni

Vysledky

Pri aplikaci UZ dochazi k vyznamnému narustu intenzity luminiscence pouze u jednoslozkovych lipozomt vytvorenych
z DSPC. Rychlost narustu intenzity se zvysuje s frekvenci aplikovanych pulzti (se zménou stridy 1:16, 1:4 a 1:2). Zména ve
slozeni lipozomU pridanim mitochondrialniho fosfolipidu kardiolipinu (14:0) k DSPC (v molekularnim poméru 3:7) vedla ke
zvyseni luminiscence pouze pri nejvyssi stridé aplikovanych ultrazvukovych pulzt, tj. 1:2. Porovname-li intenzity
luminiscence a jejich dohasinani v prvni fazi meéreni, po pridani luciferazy, pak velikost signalu je nizsi u dvouslozkovych
lipozomU. Také rychlost enzymové reakce v této inicialni fazi je rychlejsi u lipozomt DSPC s primeési kardiolipinu. NizSi
velikost signalu, rychlejSi pribéh enzymové reakce a mensi odezva vuci UZ mlze odrazet vétsi rigiditu lipozomalni
membrany.
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Obr. €. 5: graf ukazuijici uvolnovani
ATP z lipozomu (DSPC) pri stride 1/2
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Obr. €. 4: graf ukazujici uvolnovani
ATP z lipozomt (DSPC) pri stride 1/4
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Obr. €. 3: graf ukazujici uvolnovani
ATP z lipozomt (DSPC) pri stridé 1/16
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DSPC+CL, UZ 3 MHz, 3 W/cm®, 150 Hz, DC 1:2

DSPC+CL, UZ 3 MHz, 3 W/cm?, 150 Hz, DC 1:16 DSPC+CL, UZ 3 MHz, 3 W/cm?, 150 Hz, DC 1:4
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Obr. C. 8: graf zobrazuijici uvolfiovani ATP
z lipozomu (DSPC — CL) pri stride 1/2

Obr. €. 7: graf ukazujici uvolnovani ATP
z lipozomu (DSPC — CL) pri stride 1/4

Obr. €. 6: graf ukazujici uvolnovani ATP
z lipozomu (DSPC — CL) pri stride 1/16

Zaver
Pomoci luminiscencni metody vyuzivajici reakci luciferin-luciferaza se overily moznosti jejiho pouziti pri méreni uvolnovani
nizkomolekularnich latek z lipozomU pomoci vysokofrekvencniho ultrazvuku. K uvolnéni latek z lipozomu je nutné pouziti
vysSich intenzit, coz mize vést k rychlému nartstu teploty. Z toho dlvodu se zvolilo pulzni aplikovani vysokofrekvencni
ultrazvukové energie. Vysledky potvrdily, ze citlivost lipozomU vici vysokofrekvencnimu ultrazvuku zavisi na slozeni
lipozomu. Lipozomy obohacené o kardiolipin vykazuji vétsi stabilitu nez v pripadé lipozomu tvorenych pouze DSPC.
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