Laboratorni cvi¢eni: Farmakologie Imunoterapie 2020
V ramci laboratorniho cviceni budou pfipraveny riizné morfologie liposomalnich nanocastic,
a to metodou hydratace lipidniho filmu s naslednou sekundarni dpravou: extruze a opakované
rozmrazeni v tekutém N». Do liposomdlnich nano€astic bude béhem hydratace enkapsulovano
rizné mnoZstvi hovéziho albuminu, BSA. Metodou dynamického rozptylu svétla, DLS, bude
stanovena velikost, polydisperzita a koncentrace liposoml. Morfologické zmény ¢éstic budou

také pozorovany pomoci transmisni elektronové mikroskopie (TEM).

Teoreticka ¢ast

Liposomy (Ilustrac¢ni video)

Liposomy predstavuji uzaviené dvojvrstvé vezikuly sloZzené z amfifilnich latek, nejCastéji
fosfolipidii, dosahujici velikosti od zhruba 20 nm, aZ po mikrometrové Céstice. Jejich
samovolny vznik ve vodném prostiedi je fizen zejména hydrofobnim efektem. Minimalizace
entropicky nevyhodné interakce mezi acylovym fetézcem fosfolipidu a okolni vodnou fazi vede
k organizaci fosfolipidovych molekul do dvojvrstvy a knésledné vezikulaci. Strukturu
ovliviiuje geometrie jednotlivych molekul. Pokud je polarni ¢ast vétsi neZ nepolarni acylovy
fetézec, molekuly se formuji do struktur s velkym polomérem zaktiveni, micel. Pokud je polarni
a nepolarni ¢ast srovnateln¢ velkd, molekuly maji tendence tvofit dvojvrstvy. Reverzni

struktury vznikaji v pfipadé mensi polérni &asti oproti acylovému fetézci'.

Jejich rigidita, struktura a velikost je ddna jednak lipidni kompozici a také metodou piipravy.
Obecné se liposomy rozlisuji dle velikosti na SUV (small unilamellar vesicles), LUV (large
unilamellar vesicles) a GUV (gigant unilamellar vesicles). Dle po¢tu lamel na unilamelérni,
multilamelarni, multivesikularni, multivesikularnich multicentrické ¢astice (viz Obr. 1) a dle
naboje na neutrdlni, anionické nebo kationické. Dulezitym parametrem je teplota fazového
piechodu, tj. teplota pfechodu z uspofddaného, rigidniho stavu do fluidni membrany. Tato
teplota zavisi na stupni nasycenosti a délce acylového fetézce, miize se pohybovat od —20 °C

pro nenasyceny dioleoyl aZ po cca 55 °C pro nasycené fetézce u distearoylfosfatidylcholinu'.
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Obr. 1- Srovndni strukturnich typu liposomii

Metody piipravy lipidnich nanocastic (Ilustra¢ni video II)

Mezi klasické metody piipravy liposomt v objemu (batch metody) patii zejména: Hydratace

lipidniho filmu: (Ilustra¢ni video zde) Dana kompozice fosfolipidl je rozpusténa v organickém

rozpoustédle, nejcastéji chloroformu ¢i ve smeési chloroform/metanol. Rozpoustédlo je nasledné
odpareno za sniZeného tlaku v rota¢ni vakuové odparce. Odpafenim vznikne na stén¢ sklenéné
banky tenky film jednotlivych dvojvrstev fosfolipidu. Film je poté hydratovan vhodnym pufrem
za intenzivniho michani za dané teploty, dle nejvyssi tranzitni teploty daného fosfolipidu. Takto
vzniklé vezikuly se vyznacuji velkou polydisperzitou a riznym poctem lamel (MLV). Metodu
l1ze doplnit mrazenim a rozmraZzenim suspenze, kdy vznikaji unilamelarni liposomy s vétSim
objemem enkapsulované vodné faze. K dosazeni cilené velikosti a polydisperzity/homogenity
vezikul slouZi dalsi sekunddrni metody zejména extruze (Obr. 3 — Manudlni extrudér.Obr. 3),
pii které je suspenze liposoml opakovan¢ tlacena pies uniformni valcové pory polykarbonatové

membrany, ¢im% dochézi k redukci jejich velikosti dle velikosti périi (Obr. 4)°.
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Obr. 2 — Schéma pripravy liposomii metodou hydratace lipidniho filmu se sekunddrni
tipravou (Avanti® Polar Lipids).



Obr. 3 — Manudlni extrudér.
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Obr. 4 — Priklad postupného sniZovdni velikosti (A) liposomii extruzi. 3.0 — suspenze liposomii
pred extruzi, 3.1 — extruze pres 400nm membrdnu, 3.2 — extruze pres 200nm membrdnu, 3.3 —
extruze pres 100nm membrdnu a 3.4 — extruze pres 8Onm membrdnu. (B) ndriist koncentrace
castic pri extruzi. Data merend pomoci dynamického rozptylu svetla, MADLS.

Dalsi moznosti pifipravy liposomt je Mikrofluidni metoda, vysledkem které jsou lipidni
nanocdstice (LNP) s pfesné navrhnutou strukturou a vysokou mirou enkapsulované latky.
Princip je zaloZen na lamindrnim miseni organické (lipidni) a vodné (RNA) faze v kapilére o
konstantnim priatoku a pod konkrétnim thlem. Lamindrni, ¢i turbulentni proudéni je dano
Reynoldsovym ¢islem dle rovnice:
pVD
Re = — (1)
U

kde p — hustota tekutiny; V — rychlost tekutiny; D — pramér kapilary; 4 - dynamicka viskosita
tekutiny. Pro hodnoty Re < 2100 se jednd o lamindrni proudéni, které zajiStuje homogenni
michéni s vysokou mirou opakovatelnosti. Pod odkazem naleznete ilustracni video Reynoldstv

experiment.

Vv,

Pfi michdan{ je liposom sestavovén postupné zevnitf. Niz§i pH zplsobi, Ze ionizovatelny lipid

zacne byt kationicky, ¢imZ zacnou prvni elektrostatické interakce se zdporné nabitou RNA a



zformuji jadro Castice. Ostatni lipidy se zformuji okolo jadra. Video od komer¢ni firmy pro

ukazku: Ilustraéni video Mikrofluidiky.

Dtlezitym faktorem urcujicim enkapsulacni efektivitu (EE) a biologickou aktivitu LNP je N/P
pomeér. Jednd se o molarni pomér mezi aminy (N, kladné v nizkém pH) na ionizovatelnych
lipidech a fosfaty (P, zadporné) na struktufe RNA. N/P pomér se méni v zavislosti na formulaci,
nelze tedy urcit jeden optimalni pomér pro vSechny formulace. Niz§{ N/P pomér vede k vétSimu
objemu enkapsulované latky, nicmén¢ by nikdy nemél byt 1:1, nebot’ by kladny néboj nestacil

pro ochranu RNA.

Adekvatni N/P pomér Neadekvatni N/P pomér
RNA je chrénéna RNA neni chrdnéna

Obr. 5 — Schéma spojeni RNA(-) s lipidy (+) a vytvoreni adekvdtniho N/P poméru pro ochranu
RNA (®2020 Precision nanosystems inc.).

Naprti¢ dalSimi faktory je tfeba zminit parametry mixovani, které ovliviiuji charakteristiky
Castice, jako je velikost i polydisperzni index (PDI). Celkovy priutok (TFR) a Pratokovy pomér
(FRR) jsou nejlépe ovliviiujici parametry ladéni pro dosazeni optimdlnich ¢astic pro danou

Vv

aplikaci. Obecné¢ se da fict, Zze vyssi TFR a FRR koresponduje s mensimi casticemi.
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Obr. 5 — Schéma mikrofluidni kazety (B) a jejiho vyiezu pro ukdzku lamindrniho proudéni (A)
(®2020 Precision nanosystems inc.); Detail mikrofluidniho kandlku (C)



Dynamicky rozptyl svétla (Ilustracni video III)

Metoda dynamického rozptylu svétla (DLS — z anglického Dynamic Light Scattering), dava
do korelace Brownlv pohyb s velikosti ¢astic. Browniv pohyb je ndhodny pohyb castic
vyvolany tepelnym pohybem rozpoustédla, které narazi do ¢astic analytu. Rozptylené zareni (v
naSem piipadé Cerveny laser, 633 nm) v ur¢itém Case riiznymi ¢asticemi vykazuje fizovy posun
a jednotlivé paprsky vzdjemné interaguji. Interakce miiZze byt positivni nebo negativni a to
v zdvislosti na vzdjemné pozici ¢astic. Za dany Casovy usek ¢astice zméni svoji polohu prave
diky Brownovu pohybu. Malé ¢éstice jsou timto pohybem ovlivnény vice neZz Castice velké.
ProtozZe se tak zméni vzdjemnd pozice Castic, zméni se i fazovy posun a tim celkova intenzita
rozptyleného zateni. Vzdalenost ¢astic od detektoru se v Case neustdle méni a tim se neustéle
méni intenzita rozptyleného svétla. Fluktuace intenzity koreluje s rychlosti pohybu ¢éstic. Pro
malé Castice, pohybujici se rychle, bude i1 vétsi mira fluktuace intenzity rozptyleného zérend,

neZ v piipadé velkych, pomaleji se pohybujicich ¢astic*.

Meéfeni takovych zmén intenzit je vyjadieno autokorelacni funkci. Zafizeni, korelator, posuzuje

miru podobnosti mezi dvéma signdly za kratké casové tuseky (viz Obr. 6).
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Obr. 6 — Schématické zndzorneéni fluktuace intenzity rozptyleného zdient jako funkce casu®.

PocateCni intenzita rozptyleného svétla je postupné porovndvana s intenzitou v Case f + df,
t+2dt, t+3dt az t = 0. Casové tseky (df) jsou v fadu nanosekund/mikrosekund. Jednotlivé
intenzity se od sebe v ¢ase odchyluji, v ¢ase t = o je mySleno ¢as v fadu desitek milisekund,
kdy uz nedochézi ke korelaci, korela¢ni faktor se rovna nule. Oproti tomu pro idealni korelaci
se korela¢ni faktor rovnd jedné. Graf zavislosti korela¢ni funkce na Case se nazyva korelogram.
Cas, ve kterém za¢ne korelaéni funkce prudce klesat, je vyjadienim praiméré velikosti ¢dstic

vzorku. Sklon k¥ivky je pak charakteristicky pro polydisperzitu vzorku?.



Korelaéni funkce

Pro monodisperzni ¢astice mé korela¢ni funkce G exponencidlni tvar a je vyjaddfena rovnici:

G(t) = [1+ B-exp(—2Du?7)],

U= %sin (g), (1)

kde 7 je casova prodleva mezi jednotlivym zdznamem, B je amplituda funkce, rychlost pohybu
Castic, zpusobend Brownovym pohybem, je vyjadiena difuznim koeficientem D,
n je index lomu disperzniho prostiedi, Ao je vinova délka laseru a @ je thel pozorovéani vzhledem

k pogateénimu paprsku?.

Pro polydisperzni vzorky se do rovnice (1) zavadi suma vSech exponencidlnich poklesi

zahrnutych v korela¢ni funkci.
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Obr. 7 — Priklad korelacni funkce pro malé a velké cdstice *.
Velikost ¢astic je vypocitana z transla¢niho difuzniho koeficientu pouzitim Stokes-Einsteinovy

rovnice:

kT
R, =
h 6mnD @)

kde Rn je hydrodynamicky polomér, D je difuzni koeficient, k je Boltzmanova konstanta, T je

teplota a # je viskozita prostiedi.

Hydrodynamicky polomér piedstavuje aproximaci, jejiZ hodnota referuje ke kulové ¢astici o
daném priméru, kterd ma stejny difuzni koeficient jako analyt. Difuzni koeficient neni zavisly
jen na jadru Castice, ale také na jeji struktufe, koncentraci a iontové sile. Celkova koncentrace
iontil v roztoku ovliviiuje rychlost difuzniho pohybu c¢astice, a to zménou tloustky elektrické
dvojvrstvy, Debyeovy délky. ZvétSeni elektrické dvojvrstvy zapiicini sniZzeni rychlosti difuze,

Castice se poté jevi vetsi?.

Distribuc¢ni analyza

Analyzou korelaéni funkce Ize ziskat jednak stfedni velikost Céstic (z-average)
a vyjadieni distribuce (index polydisperzity) metodou Analyza kumulanti (Cumulants
analysis). Dalsi, nezdvislou analyzou korelacni funkce ziskavdme rovnéz distribuci velikosti
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analyzovaného koloidu. Takto ziskanda velikost je vyjadiena jako zdvislost relativni intenzity
rozptyleného svétla na raznych velikostech analytu. Kromé distribuce intensity rozliSujeme

distribuci dle objemu a poétu. Distribuce dle intensity bude vyjadiena®:

100 N, a®

0 -
e = N e T Nybs ©)

kde Na je pocet Castic frakce a, %I, vyjadiuje relativni intensitu Castic o velikosti a, obdobné
pocet castic Nj pro velikost b. Rozdil intensity rozptyleného svétla populaci a a b se bude lisit
v poméru 1:1 000 000. Pomér plyne z Rayleigho aproximace, kdy je rozptylené svétlo umérné
priméru &astic d°. Pro stejny piipad dvou populaci bude distribuce objemu, relativni objem

&astice V, o velikosti a je vyjadfena®:

~ Nga3 + N,b3 “4)
Jednotlivé populace se budou liSit v poméru 1:1000, pomér plyne ze zavislosti objemu koule,
kterd je imérny priméru &astic d°. Poslednim typem je distribuce poctu, kde jednotlivé

populace budou v poméru 1:1°:
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Obr. 8 — Priklad teoretického rozdéleni dvou cdstic o velikosti 5 a 50 nm dle poctu (Cervend),
objemu (zelend) a intenzity (Zlutd)®.

MADLS (Multi-angle dynamic light scattering) (Ilustracni video IV)

Technika MADLS rozsifuje metodu DLS o dva mérné thly. Back scattering 173°, nej€astéji
uzivany v DLS, kombinuje se Side scattering 90° a Forward scattering 12°. Limitace plynouci
z pouziti jednoho mérného dhlu popisuje Mieho rozptyl tj., asymetricky rozptyl svétla
na Casticich vétSich, nez je 1/20 vlnové délky pouZzitého svétla, s prevahou Sifeni ve sméru
puvodniho paprsku (viz Obr. 9). Na schématu jsou viditelnd intenzitni minima a maxima.
Cistice, spadajici svoji velikosti do oblasti minima, budou vykazovat nizkou intenzitu
rozptyleného svétla, a nizkou miru rozliSeni. Kombinaci tii Ghli 1ze minimalizovat limitace

plynouci z Mieho rozptylu a ze zavislosti intensity rozptyleného svétla na velikosti, ktera roste
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se Sestou mocninou primeéru ¢astice MADLS umozZnuje rozliSit rozptylené svétlo pochazejici
z relativné malych Castic, u kterych dostavame nizky signal pro forward scattering, ale 1ze je
dobie rozliSit v back scattering a side scattering, od rozptylu pochéazejiciho od velkych ¢éstic
o nizké koncentraci v oblasti Mieho minima, které jsou pro back scattering a side scattering

v oblasti nizké intenzity’*,
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Obr. 9 — Porovndni intensity Mieho rozptylu pri riiznych iihlech®.

Oproti DLS, zavadi MADLS také tzv. adaptivni korelaci, kterd porovna jednotlivé koreogramy
a izoluje ty, u kterych se projevuji ndhodné udalosti, které nevypovidaji o celkové povaze
vzorku, napiiklad vyskyt prachové ¢astice. S rostouci citlivosti tj., se zmensujicim se objemem,
ze kterého je sniman rozptyl svétla, roste pravdépodobnost téchto udédlosti. Adaptivni korelace
tyto ndhodné udalosti izoluje, coz se projevi na kvalité vysledné korelacni kiivky. Kombinaci
intenzity rozptyleného svétla ze vSech tii thli spolu s velikosti Castic a z informaci o indexu

lomu ¢&4stic a prostiedi, umoznuje technika MADLS vypogitat koncentraci ¢4stic v objemu®.

Transmisni elektronova mikroskopie TEM (Ilustrac¢ni video VI)

Transmisni elektronovd mikroskopie (TEM) je mikroskopickd metoda, pfi které je preparat
(tenky fez o tloust'ce cca 100 nm nebo suspenze ¢astic uchycend na miizce) ozafovan paprskem
elektronti. Priméarni elektrony jsou emitovany z katody, tenkého wolframového vldkna (o
priaméru cca 0,1 mm) tvarovaného do pismene ,,V*. Katoda je Zhavena na mezni teplotu (cca
2800 K), pfi ptekroceni této teploty dochdzi k termoemisi elektronti. Kromé termoemise
rozliSujeme také autoemisni generovani elektronti, kdy je naproti studené katod¢ ve tvaru hrotu
umisténa elektroda s vysokym napétim. Vzniklé silné elektrické pole uvolnuje elektrony
z povrchu hrotu. Pro termoemisni princip je vyZadovano vakuum v rozmezi 107> az 107 Pa,
pro autoemisni princip pak vakuum 1077 az 1078 Pa. Vldkno katody je vystfedéno do otvoru
tzv. Wehneltova vdlce. Primarni elektrony jsou ,,odsaviany* z otvoru Wehneltova valce ke

kruhové anodé¢. Elektrony majici spravny smér jsou urychlovany dale do tubusu k cockam.



Elektromagnetické cocky elektrony fokusuji do tenkého svazku a udrzuji jejich trajektorii,
takto fokusované primarni elektrony interaguji se vzorkem. Interakci dochdzi k pruznym a

nepruznym rozptylim (Obr. 10).

primarni svazek

zpétné odrazené elektrony

katodoluminescence

(viditelne fotony) sekundaml electrony

RTG-fotony Augerovy elektrony
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(bez interakce)

Obr. 10 — Schéma interakce primdrniho paprsku elektronii se vzorkem.

Pfi pruzném rozptylu primarni elektrony interaguji s jadry atomu, vlivem interakce jsou
elektrony odchyleny od plvodni trajektorie. Pfi nepruzném rozptylu pak primarni elektrony
interaguji s elektrony v elektronovém obalu, a tim tyto elektrony ptrechodné excituji. Tento
primarni proces excitace se vyuziva v elektronové spektroskopii (Electron Energy Loss
Spectroscopy - EELS). Razné typy deexcitace, ptikladem RTG emise, emise Augerovych
elektronil, katodoluminiscence, umoziuji spojit, strukturni informace vzorku s informacemi o

jejim sloZeni nebo elektronovych charakteristikach.
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Obr. 11 — Schématické zndzornéni principu Transmisni elektronové mikroskopie®.



Pro zobrazeni vzorkem proslych elektronl je tieba pfevést elektrony do oblasti viditelného
svétla. K tomuto tucelu slouzi stinitko (pokryto ZnS), které, v zdvislosti na intenzité
dopadajicich elektrontl, pfevadi signdl na viditelné svétlo (nejcastéji okolo 550 nm). Snimky

jsou nasledné ziskany pomoci CCD kamery”.
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Experimentalni ¢ast

1. PBS pufr:10mM Na:HPOs 1,78 g; 1,8 mM KH2PO4 0,245 g; 2,7 mM KCI 0,20 g;
137mM NaCl 8,01 g v 1 litru H>O.
2. BSA: 10 mg proteinu do 1 ml PBS

Priprava liposomii metodou hydratace lipidniho filmu

1) Postupné, do dvou jednotlivych zabrusovych ban¢k s kulatym dnem bude navazeno
dané mnozstvi jednotlivych lipidi dle kompozice EPC (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-
ethylphosphocholine) /Cholesterol v moldrnim poméru 75/25, které bude nésledné
rozpusténo v chloroformu tak, aby vyslednéd koncentrace v kazdé barce €inila 1 mg/ml
celkového lipidu.

2) Pomoci vakuové odparky, za stdlého otaceni a zvySené teploty opateno rozpoustédlo za
vzniku lipidniho filmu

3) Takto vzniknou dva lipidni filmy, které budou nésledné hydratovany:

a. Do banky bude napipetovin 1 ml pufru PBS, za stalého michni dojde k uvolnéni
lipidniho filmu

b. Do druhé banky bude napipetovan 1 ml roztoku hovéziho albuminu v PBS o
koncentrace 10 mg/ml, po uvolnéni lipidniho filmu bude smés opakované
zamrazena a rozmrazena v tekutém dusiku v poctu 5 cyklt.

4) Jednotlivé vzorky budou dédle opakované¢ extrudovany pies polykarbondtovou
membranu, 200 nm.

Priprava liposomu metodou mikrofluidniho smésovani

1) Dle pozadované kompozice bude navdzeno pozadované mnozstvi jednotlivych lipidi,
tak, aby vysledna koncentrace po rozpusténi v etanolu byla 4 mg/ml. Takto bude
pfipravena organickd faze. Jako vodnd faze bude slouzit Milli-Q voda.

2) Jednolité roztoky budou nasity do plastovych injek¢nich stifkacek a umistény do
mikrofluidniho ¢ipu.

3) Procesni parametry na ptistroji Benchtop: TFR 7 ml/min, FRR 3:1.

Charakterizace pomoci DLS

1) Pipetou bude pieneseno cca 70 ul suspenze liposomt do ¢isté kiemenné kyvety
2) Vzorky budou postupné proméieny za konstantni teploty 25 °C v duplikatu pod thlem
173°, back scatter, 90° side scatter a 12,3° forward scatter.

Charakterizace pomoci TEM

1) Kapka suspenze liposomi bude umisténa na miizku

2) Asi po jedné minuté bude pomoci filtratniho papiru z mtizky odstranén zbyly roztok

3) Vzorek bude barven 2% roztokem kyseliny fosfowolframové ¢i molybdenanem
amonnym.

4) Piebytek kyseliny bude vysuSen filtraénim papirem.

5) Vzorky budou pozorovdany pii zvétSeni 7 500 x a zrychlovacim napéti 80 kV.
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Vyhodnoceni a ukazka dat

Vysledky méfeni DLS/MADLS
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Obr. 12 —- MADLS Data, Intensity distribution: Liposomy hydratované PBS, po extruzi
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Obr. 13 — MADLS Data, Intensity distribution: Liposomy hydratované PBS, po extruzi a
opakovaném rozmraZeni/ zamraZeni v tekutim dusiku.
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Obr. 14 —- MADLS Data, Intensity distribution: Liposomy hydratované roztokem 10 mg/ml
BSA v PBS, po extruzi a opakovaném rozmraZeni/ zamraZeni v tekutim dusiku.
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Obr. 15 — MADLS Data, Number distribuce: Liposomy hydratované PBS bez mraZeni,
Liposomy hydratované PBS opakované zamraZené v Nz, Liposomy hydratované 10 mg/ml BSA
s opakovanym cyklem zamraZeni v N>.

Tabulka 1 — souhrnnd tabulka DLS méreni,

z-average Pdl Total Number Concentration
(d.nm) (particles/ml)
Liposomy - PBS 193 0,231 4,28E+10
Liposomy - PBS, mrazeni 188 0,260 8,46E+10
Liposomy - PBS + BSA 10mg/ml, mraZeni 178 0,313 9,90E+10

Vysledky obrazové analyzy TEM
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Obr. 16 — TEM snimky liposomii bez tipravy rozmraZenim v tekutém dusiku
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Obr. 17 — TEM snimky liposomii po opakovaném rozmrazovdni/zamrazovdni v N>
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