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PŘEDMLUVA  

 
Předložená práce je souborem patnácti publikací, které jsou zaměřeny na 

hydrofobní látky s protinádorovým účinkem a na liposomy, které představují 

biokompatibilní  nanočásticové systémy pro přípravu cílených terapeutik a konstrukci 

nosičů pro rekombinantní vakcíny.  

 

Oblast liposomů je úspěšným odvětvím moderní farmakologie. Liposomy byly 

poprvé připraveny a popsány v šedesátých létech dvacátého století a stojí u počátků 

biomedicínckého využití nanočástic. Liposomy ovlivnily naše poznání struktury a funkce 

biomembrán, byly modelem pro pochopení osudu nanočástic v organismu, otevřely oblast 

pro výzkum a využití nanočástic pro cílení farmak a omezení jejich vedlejších účinků. 

Liposomy představují také jeden z nejlepších nevirových vektoru pro transfekci buněk in 

vitro a in vivo různými konstrukty DNA nebo RNA, které jsou využívány pro genovou 

terapii. Zcela samostatnou kapitolou je využití liposomů pro konstrukci bezpečných a 

biokompatibilních vakcín. Praktické výsledky „liposomologie“ lze nalézt především ve 

farmaceutickém průmyslu. Na trhu jsou protinádorové a antiinfekční preparáty 

renomovaných farmaceutických firem (například liposomální formulace doxorubicinu, 

amfotericinu B, paclitaxelu), existují liposomální vakcíny (například firma Epaxal-Berna) 

a liposomální imunoterapeutika (liposomální muramyltripeptid pro léčbu osteosarkomu – 

Novartis) dermatologické a kosmetické preparáty. Celá řada dalších liposomálních léčiv 

je ve fázi klinického zkoušení.    

 

Publikace uvedené v této práci jsou uspořádány do čtyř sekcí, které jsou zaměřeny 

na určitou oblast výzkumu, který jsem vedl na Výzkumném ústavu veterinárního lékařství 

v Brně na oddělení Imunologie a později oddělení Imunofarmakologie.  

Zcela nové téma biomedicínckého výzkumu na bázi biokompatibilních 

nanomateriálů a syntetických farmak jsem založil na VÚVeL v polovině devadesátých 

let. Pro tento typ výzkumu byly také vybudovány speciální laboratoře vybavené 

potřebným zařízením.  Během svého pedagogického působení na Masarykově Universitě 

jsem vychoval celou řadu studentů v rámci magisterského a doktorandského studia. 

Současný tým, který vedu na oddělení Farmakologie a Imunoterapie je sestaven z mých 

současných studentů nebo spolupracovníků, které jsem vedl jako školitel nebo školitel – 

specialista. 



 
 

Tento tým má navázánu dlouholetou spolupráci s kvalitními pracovišti v České 

republice a také v zahraničí. Z domácích institucí lze jmenovat ústavy Akademie věd ČR 

(Ústav organické chemie a biochemie, Biofyzikální ústav, Fyzikální ústav, 

Biotechnologický ústav, Ústav molekulární genetiky), universitami jako je Masarykova 

universita, Universita Palackého a Jihočeská Universita, biotechnologickými firmami 

(např. Bioveta, Contipro, Favea). Tyto spolupráce jsou doloženy společnými granty, 

publikacemi a patenty.   

Dlouhodobá zahraniční spolupráce probíhá s Imperial Colledge a King´s Colledge 

v oblasti cílených terapeutik. Tato spolupráce je opět doložena celou řadou publikací a 

společným patentem. Vedle této zásadní spolupráce existují krátkodobé spolupráce 

s universitami v EU, USA a Austrálii, které jsou opět doloženy společnými publikacemi, 

patenty a projekty. 

V průběhu své práce na VÚVeL jsem řešil a řeším celou řadu komplexních grantů 

jako koordinátor nebo spoluřešitel (GAČR, TAČR, MPO, GAAV). 
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1. LIPOSOMY 

Liposomy představují jedny z nejúčinnějších struktur pro transport biologicky 

aktivních látek přímo do buněk a také patří k významným nosičům řady adjuvantních 

látek. Díky biologické podobnosti s biomembránami a možnosti cílené distribuce 

enkapsulovaných látek, jsou liposomy atraktivní pro celou řadu vědních oborů 

(farmakologie, imunofarmakologie, imunologie nebo genové inženýrství). 

 

1.1. CHARAKTERIZACE A TECHNOLOGIE PŘÍPRAVY LIPOSOMŮ  

 

1.1.1. Velikost a morfologie liposomů 

Nejběžněji používaný parametr pro rozdělení liposomů je klasifikace podle jejich 

velikosti a počtu lamel. Liposomy mohou mít různou velikost v rozmezí od 20 nm do 100 

m s lipidovou dvojvrstvou tenkou přibližně 4 nm. Lze je rozdělit na malé SUV (10–100 

nm) a velké LUV (100–1000 nm) unilamelární vesikuly, které mají řádově pouze několik 

jednotek lamel, a dále velké multilamelární vesikuly MLV (100 nm – 20 m) obsahující 

desítky koncentricky uspořádaných dvojvrstev stejně jako multivesikulární vesikuly 

MVV (100 nm – 20 m), u nichž jsou lamely uspořádány nekoncentricky. 

 

 

 

Obr.1 Liposomální vesikuly podle velikosti a počtu lamel.  

SUV – small unilamellar vesicles, LUV – large unilamellar vesicles, MLV – multilamellar vesicles, MVV – 

multivesicular vesicles. 

 

 

 

 



11 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 2 Morfologie liposomů. (a) Morfologie liposomů pod kryoelektronovým mikroskopem. 

Multilamelární a oligolamelární liposomální vesikuly různých velikostí a tvarů. (b) „Freeze fracture“ 

multivesikulární liposom složený z mnoha fragmentů fosfolipidových dvojvrstev ohraničující vnitřní 

vesikuly, (c) MLV liposom připravený hydratací fosfolipidového filmu. 

 

1.1.2. Dělení liposomů podle funkce a charakteru lipidní membrány 

Liposomy můžeme rozdělit podle struktury membrány a její povrchové 

modifikace na několik základních typů, které mají různé využití při návrhu a přípravě 

systémů pro cílení různých molekul k buňkám. 

Konvenční liposomy (conventional liposomes) - nespecifické interakce s prostředím, 

nestabilita v séru 

Stéricky chráněné liposomy (Stealth liposomes) - dlouhodobá cirkulace v krevním 

řečišti  

Cílené liposomy (targeted liposomes) - specifické interakce přes navázaný ligand 

s povrchovými strukturama buněk (interakce ligand-receptor, protilátka – epitop)  

Kationické liposomy (cationic liposomes) -  schopnost interakce s negativně nabitou 

DNA a její kondenzace, elektrostaticky interagují s negativně nabitou DNA za tvorby 

 

a) 

b) c) 
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komplexů (lipoplexy), ochrana DNA před degradací nukleázami, interakce komplexů s 

povrchovými proteoglykany buňky, vstup do buněk pomocí endocytózy nebo fagocytózy, 

po injekci mohou být přijímány APC buňkami infiltrujícími místo injekce 

 

Membrána liposomů může být modifikována tak, aby měnila svoji strukturu 

v závislosti na teplotě nebo pH prostředí. Tímto lze umožnit uvolnění enkapsulovaných 

látek např. v nádoru, kde je mirně zvýšená teplota a nižší pH v důsledku omezené 

cirkulace krve.  

 

 

Obr. 3 Liposomy podle struktury membrány a její povrchové modifikace. 

 

1.2. METODY PŘÍPRAVY LIPOSOMŮ 

Při přípravě liposomů je využito přirozených vlastností fosfolipidů samovolně 

tvořit ve vodném prostředí lipidní dvojvrstvy. Při interakci vody s fosfolipidovým filmem 

se nejprve formují primární útvary zvané fragmenty fosfolipidové dvojvrstvy. Tyto 

intermediáty jsou následně přeměňovány na různě stabilní vesikulární struktury. 

Vesikulace vytvořených membránových fragmentů je důsledkem minimalizace interakcí 
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mezi molekulami vody a hydrofobních částí fosfolipidů. Vzdálenost mezi jednotlivými 

lamelami u vytvořených multilamelárních vesikulů je výsledkem působení repulsivních 

stérických a přitažlivých van der Waalsových sil. 

Obecné postupy přípravy liposomů zahrnují přípravu lipidní a vodné fáze, po které 

následuje hydratace lipidů ve vodném médiu a v konečné fázi dochází k požadovaným 

finálním úpravám liposomů. 

 

Základní etapy přípravy liposomů: 

1. fyzikální nebo dvoufázová disperze lipidů do vodné fáze za vzniku emulze 

(proliposomů), solubilizace lipidů v detergentu za vzniku micel 

2. odstranění organického rozpouštědla nebo detergentu za vzniku liposomálních 

vesikulů 

3. sekundární procesy za účelem změnit morfologii, velikost a stabilitu primárně 

vytvořených liposomů (extruze přes membránové filtry, proces zmrazování a 

rozmrazování, lyofilizace s kryoprotektivy) 

4. chemická modifikace liposomů (navázání ligandů) 

 

Podle způsobu přípravy liposomů byly metody rozděleny do tří základních kategorií: 

a)   mechanické dispersní metody (třepání na vortexu, sonikace, vysokotlaká 

homogenizace) 

b)   detergentové dispersní metody (disperse solubilizovaného fosfatidylcholinu 

s detergentem za vzniku micel) 

c)   dvoufázové dispersní metody (etanolová a etherová injektáž, reverzně-fázová 

evaporace) 

 

1.2.1. Metoda hydratace lipidního filmu 

Nejběžnější metodou v laboratoři je příprava liposomů hydratací lipidního filmu, 

který se připraví odpařením organického rozpouštědla, ve kterém jsou rozpuštěny lipidy. 

Lipidní film připravíme na vakuové odparce a film hydratujeme při požadované teplotě 

vodným roztokem látek, které mají být enkapsulovány. Metodu lze doplnit krokem 

mražení a rozmražení, kdy vznikají liposomy o menší velikosti a s větším objemem 

enkapsulované vodné fáze. Následně lze použít další procesní metody (vysokotlaká 

extruze a homogenizace, mikrofluidizace a sonikace) na zmenšení velikosti a unifikaci 

distribuce velikosti.  
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Obr. 4 Vakuová rotační odparka pro přípravu lipidního filmu. 

 

1.2.2. Metoda odstranění detergentu 

Další primární metodou je tvorba liposomů z lipidních micel při odstranění 

detergentu. Toho lze dosáhnout například dialýzou s využitím různých zařízení 

(průtokový dialyzér, ultrafiltrace, využití sorbentů, zředění roztoku). Pro kontrolovaný 

proces jsou navrženy laboratorní a průmyslová zařízení. Liposomy připravené touto 

metodou jsou velmi unilamelární a homogenní. Příprava je vhodná zejména pro 

rekonstituci membránových proteinů. Princip metody spočívá v přeměně malých 

směsných micel fosfolipidu a vhodného detergentu (např. oktylglukosidu, deoxycholátu) 

na diskovité micely a dále jejich splýváním a vesikulací na liposomy. Tento proces je 

poháněn snižováním koncentrace detergentu jeho odstraňováním dialýzou. 

 

Obr. 5 Princip metody odstranění detergentu a tvorba lipidních supramolekulárních 

struktur (micel různého typu a liposomů). 
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Na následujícím obrázku je ukázka homogenních liposomů (snímek 

z elektronového mikroskopu) a srovnání velikosti micel a liposomu (stanoveno metodou 

dynamického rozptylu světla). Laboratorní zařízení vlastní konstrukce pro kontrolovanou 

dialýzu je uvedeno jako příklad provedení metody. Takto lze připravit 10 ml liposomální 

suspenze o koncentraci lipidů 10 – 100 mg/ml. 

 

 

Obr. 6 Zařízení pro přípravu liposomů.  

Zařízení vyvinuté v naší laboratoři pro přípravu liposomů metodou odstranění detergentu. Pro názornost 

jsou uvedeny distribuce velikosti micel a liposomů změřené pomocí dynamického rozptylu světla a 

elektronovou mikroskopií. 

 

1.2.3. Sekundární procesní metody 

 Nejběžnější sekundární procesní metodou je extruze liposomů přes 

polykarbonátové filtry. Princip metody je ukázán na následujícím obrázku stejně tak, jako 

dostupná instrumentace. Protlačování liposomů (je třeba pracovat při teplotě nad tranzitní  

1 10 100
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teplotou lipidů  30-60 °C) přes póry polykarbonátového filtru dochází k jejich deformaci 

a strhávání vnějších vrstev, což vede k snížení velikosti. 

 

 

 

 

 

 

Obr. 7 Struktura polykarbonátového filtru. 

 Struktura polykarbonátového filtru (TEM) s definovanými póry a snímek liposomů (Cryo-TEM) 

připravených extruzí přes polykarbonátové filtry o velikosti pórů 100 nm.   

 

 

Obr. 8 Distribuce velikosti liposomů. 

Distribuce velikosti liposomů připravených extruzí přes polykarbonátové filtry o různé velikosti pórů. Jasně 

je patrné snížení velikosti liposomů a jejich polydisperzity (měření velikosti provedeno pomocí metody 

dynamického rozptylu světla). 

 

 



17 

 

 

 

Obr. 9 Zařízení pro ruční extruzi liposomů (0,1 – 2 ml suspenze liposomů). 

 

Obr. 10 Zařízení pro preparativní extruzi liposomů. 

Zařízení pro preparativní extruzi liposomů s využitím FPLC systému a vysokotlaké extruzní cely. Systém 

lze automatizovat s využitím automatických dávkovacích ventilů a použití dvou 50 ml „superloopů“. Detail 

vysokotlaké extruzní cely (vyrobeno v dílnách VÚVeL). 
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Obr. 11 Laboratorní zařízení Lipex pro přípravu liposomů extruzí. 

Zařízení jsou vyráběna pro 10, 100 a 800 ml liposomální suspenze, (využití stlačeného plynu – obvykle 

dusík).  

 

Mezi další sekundární procesní metody vhodné pro laboratorní i průmyslovou 

přípravu patří vysokotlaká homogenizace a mikrofluidizace. Na obrázku vlevo je 

laboratorní vysokotlaký homogenizátor Avestin B3 a vpravo je laboratorní mikrofluidizér 

ML110 (Microfluidics). Mikrofluidizace je metodou umožňující volbou tlaku připravit 

liposomy o požadované velikosti i v kontinuálním režimu práce. 

 

Obr. 12 Vysokotlaký homogenizátor a mikrofluidizér. 
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Oblíbenou sekundární procesní 

metodou pro přípravu SUV liposomů 

v laboratorním měřítku je použití 

homogenizace ultrazvukem. V tomto případě 

je nutné vzorek chladit a pracovat v inertní 

atmosféře, protože může docházet k oxidaci 

lipidů. Výhodou je možnost pracovat s malými 

objemy vzorků liposomů. Vzorek může být 

ponořen v nádobce do ultrazvukového 

homogenizátoru (příprava větších objemů) 

nebo homogenizován speciální sondou (viz. 

obrázek 12) pro zpracování menších objemů. 

 

 

 

                                                                              Obr. 13 Ultrazvukový homogenizátor. 

 

1.3. LIPOSOMÁLNÍ NOSIČE 

Do liposomů může být enkapsulována celá řada agens různého fyzikálně-

chemického charakteru. Lipofilní látky jsou inkorporovány do lipidové dvojvrstvy a 

hydrofilní látky jsou enkapsulovány do vnitřního vodného prostředí. V závislosti na 

použité metodě můžeme připravit liposomy o různé velikosti, počtu lamel (unilamelární, 

oligo- nebo multilamelární vesikuly) a s různými fyzikálními a chemickými vlastnostmi, 

které mohou značně ovlivnit množství enkapsulované látky.  

 

Pro farmaceutickou oblast jsou liposomy jako nosiče velmi zajímavé z následujících 

důvodů: 

1. snadná enkapsulace hydrofilních a hydrofobních léčiv  

2. příprava preparátů z přirozených lipidů, které jsou snadno biodegradabilní a málo 

toxické 

3. příprava liposomů o různé velikosti a morfologii 

4. snížení nežádoucích účinků léčiv  
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5. umožnění specifického transportu léčiv do cílového orgánu nebo tkáně 

6. řízení lokalizace a postupné uvolňování léku 

 

 

Mezi základní parametry charakterizující enkapsulaci látky do liposomů patří:  

enkapsulovaný objem (l/mol lipidů) je skutečný membránou uzavřený objem látky 

vztažený na jednotku lipidů. 

enkapsulační kapacita (l/mol lipidů) je maximální množství látky, které může být 

enkapsulováno liposomy vztažené na mol lipidů a na rozdíl od enkapsulační účinnosti 

nezávisí na koncentraci lipidů.  

enkapsulační účinnost (%) je experimentálně stanovený podíl enkapsulované látky v 

liposomu k jejímu původnímu množství a je vyjádřena v % enkapsulované látky. 

 

Pro MLV a SUV se enkapsulovaný objem obvykle pohybuje kolem 0,5 l/mol, u 

LUV kolem 30 l/mol. Enkapsulace hydrofilních léčiv roste v pořadí: MLV SUV 

LUV. Pro léčebné aplikace jsou obvykle používány homogenní LUV o velikosti 80–200 

nm. Velké liposomy (5 m) jsou méně stabilní, podléhají rychlé opsonizaci a následné 

fagocytóze. V případě hydrofobních látek, jsou pro enkapsulaci využívány zejména 

MLV, které mohou do svých lipidových dvojvrstev pojmout větší množství látky než 

SUV nebo LUV. 

Vzhledem k faktu, že liposomy jsou dnes využívány jako nosiče v celé řadě 

medicínských preparátů (např. antibiotika, cytostatika, vakcíny), je zde pro názornost 

zpracováno schéma průmyslové výroby takových preparátů. 
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1.3.1. Průmyslová technologie přípravy liposomů  

 

 

Obr. 14 Základní schéma přípravy liposomálních preparátů pro farmaceutické 

využití. 
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Pro průmyslovou přípravu liposomů je nezbytná snadná dostupnost výchozích 

lipidů a ostatních vstupních surovin v přijatelné kvalitě. Výrobní proces musí být 

reprodukovatelný z hlediska požadovaného složení lipidní kompozice, distribuce velikosti 

liposomů a enkapsulační účinnosti. Liposomální preparáty musí být chráněny a 

stabilizovány proti fyzikálním, chemickým a mikrobiologickým vlivům nejen během 

technologického procesu, ale i následně během dlouhodobého skladování. Kontrola 

kvality a stability je sledována laboratorními analýzami (Tab. I). Laboratorní postupy a 

metodika je vypracována na úrovni standardních operačních postupů, což je nezbytné pro 

průmyslovou výrobu liposomů a uvedení liposomálních preparátů na trh. 

 

Tab. 1 Kontrola kvality liposomálních preparátů. 

ROZBOR     METODA/CÍL 

Charakteristika 

pH      pH metr 

osmolarita     osmometr 

koncentrace fosfolipidů    HPLC/obsah lipidního fosforu 

složení fosfolipidů    TLC, HPLC 

koncentrace cholesterolu   HPLC 

koncentrace léčiva    příslušná metoda 

Chemická stabilita 

pH      pH metr   

oxidace fosfolipidů    GLC/složení MK; konjugované dieny 

hydrolýza fosfolipidů    HPLC, TLC/koncentrace MK 

oxidace cholesterolu    HPLC, TLC  

degradace antioxidantu    HPLC, TLC 

Fyzikální stabilita 

distribuce velikosti liposomů  DLS, Coulter Counter, světelná mikroskopie, 

laserová difrakce, GCE 

povrchový náboj, pH  měření zeta-potenciálu, pH elektrody 

počet lamel  SAXS, NMR 

obsah neenkapsulovaného léčiva GEC, IEC, protaminová precipitace 

únik léčiva indukovaný tělními  

tekutinami GEC, IEC, protaminová precipitace 

Biologická charakterizace 

sterilita     mikrobiální kontaminace 

pyrogenicita     LAL test 

toxicita  monitoring pokusných zvířat/přežívání, 

histologie, patologie 

DLS (dynamic light scattering) – dynamický rozptyl světla, GEC (gel exclusion chromatography) 

– chromatografie stérické výluky, GLC (gas-liquid chromatography) – plynová chromatografie, 

IEC (ion exchange chromatography) – iontově výměnná chromatografie, LAL (Limulus 

Amoebocyte Lysate) test, MK – mastné kyseliny, NMR (nuclear magnetic resonance) – nukleární 

magnetická resonance, SAXS (small angle X-ray scattering) – rozptyl X-paprsků pod malým 

úhlem, TLC (thin layer chromatography) – tenkovrstvá chromatografie. 
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1.4. ZÁVĚR  

Z doložených prací je zřejmé, jak rozsáhlá problematika je spojena s přípravou a 

fyzikálně-chemickým testováním liposomálních preparátů. Jedná se o velmi komplexní 

soubor metod a instrumentace pro jejich provádění. Zároveň je vyžadována vysoká 

kvalifikace experimentátorů v celé řadě chemických oborů. Pro přípravu liposomů byla 

navržena a zkonstruována celá řada zařízení, která byla dovedena do fáze 

experimentálních vzorků a prototypů. Detailní popis metod a zařízení je v přiložených 

publikacích. 

Na pracovišti VÚVeL byl tento soubor metod zvládnut a byla získána 

instrumentace do laboratoře Imunofarmakologie. V rámci PGS studia byli vyškoleni 

pracovníci schopní tyto komplexí metody používat. Metodické zázemí bylo využito pro 

vývoj experimentálních terapeutik a vakcín na bázi liposomů, jak je ukázáno v dalších 

dvou kapitolách.  

Pracoviště se dostalo mezi respektované laboratoře s liposomální tématikou a je na 

seznamu laboratoří,  které registruje International Liposome Society.  

K udržení vysoké úrovně v oblasti biokompatibilních nanomateriálů je ovšem 

nutné neustále zdokonalovat a rozšiřovat metodické zázemí a instrumentaci, což se děje 

s podporou komplexních grantů a s využitím projektu OPVK, který umožňuje vysílat 

studenty a mladé pracovníky na špičková pracoviště do zahraničí.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



24 

1.4.1. Publikace k tématu kapitoly 
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2.  HYDROFILNÍ A HYDROFOBNÍ LÁTKY, SURFAKTANTY: 

FORMULACE A INTERAKCE S MEMBRÁNAMI 

Farmakologicky aktivní látky vyvolávají v organismu svůj účinek celou řadou  

mechanismů. Zmíním zde ty mechanismy, které jsou relevantní látkám 

studovaným v přiložených publikacích. Pro dosažení místa cíleného účinku musí 

molekula farmaka překonat v organismu celou řadu bariér, zejména bariéry tvořené 

lipidními membránami buněk a jejich organel. Zákonitosti distribučních pochodů farmaka 

v organismu lze odvodit od základních fyzikálně-chemických vlastností molekul 

konkrétního farmaka. Pro distribuci v organismu, ale i pro resorpci a vylučování má 

rozhodující význam rozpustnost látky ve vodném prostředí. Tento základní parametr má 

vliv také na lékovou formulaci léčiv, která je rozhodující pro optimalizaci biodistribuce a 

tím i léčebného účinku. Z hlediska rozpustnosti lze tedy farmaka rozdělit na tři skupiny.   

 

2.1. LÁTKY ROZPUSTNÉ VE VODĚ (HYDROFILNÍ LÁTKY) 

Pokud se jejich kinetiky neúčastní některý transportní systém (proteinový nosič), 

pak se špatně vstřebávají po orálním podání a po parenterální aplikaci se distribuují jen 

v extracelulárním prostoru. Hydrofilní látky mohou do buňky vstupovat buď selektivně 

s pomocí aktivního nebo pasivního transportu, pinocytózou nebo difusí přes membránu.  

Dva posledně zmíněné mechanismy vyžadují pro navození účinku vysokou lokální 

koncentraci farmaka a její delší časové trvání.  

Při enkapsulaci těchto látek do liposomů dochází k jejich distribuci ve vodné fázi 

liposomálních vesikulů a jejich koncentrace odpovídá koncentraci v hydratačním roztoku, 

použitém pro přípravu liposomů.  

Jako příklad těchto látek, které byly studovány, je antivirotikum cidofovir, které 

vyvinul prof. Antonín Holý. Tato látka má fosfátovou skupinu a její soli jsou velmi dobře 

rozpustné ve vodě. Hlavní překážkou pro její účinek na intracelulární cíl – virovou DNA 

polymerázu – je přechod přes buněčnou membránu. Cidofovir ((S)-1-(3-hydroxy-2-

fosfonylmethoxypropyl)-cytosin (HPMPC) představuje novou třídu širokospektrálních 

antivirotik a je aktivní proti širokému spektru herpesvirů. Virová DNA polymeráza je 8-

600 krát citlivější vůči inhibici cidofovirem než lidské DNA polymerázy alfa, beta a 

gama. Výrazný a dlouho trvající antivirální účinek cidofoviru je přisuzován perzistenci 

jeho intracelulárních derivátů, které po další fosforylaci jsou zadržovány v buňce a 

mohou tak dlouhodobě inhibovat virovou DNA polymerázu.  
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Obr. 15 Vzorec cidofoviru (L a R optické izomery, R isomer je neaktivní). 

 

Vzhledem k mechanismu účinku cidofoviru (intracelulární virová DNA 

polymeráza) jsou pro enkapsulaci vhodné liposomy, které jsou snadno internalizovány do 

buněk. Pro cílení liposomů k některým typům buněk (zejména hepatocyty) jsou vhodné 

kationické liposomy připravované z kationických lipidů s nízkou cytotoxicitou nebo 

liposomy povrchově modifikované některými ligandy jako např. fragmenty kyseliny 

hyaluronové, pro které existují na hepatocytech specifické receptory. Ve spolupráci s 

ÚOCHB byly takovéto kationické lipidy navrženy a syntetizovány (společný český patent 

a podaná přihláška PCT). V in vitro modelech byl prokázán antivirální účinek cidofoviru 

enkapsulovaného v kationických liposomech na bovinní herpesvirus. Obecné schéma 

principu cílení antivirotik do cytoplasmy buněk je schematiky naznačeno na obrázku Dále 

byly připraveny aktivní lipidy s aminooxy skupinou pro selektivní orientovanou vazbu 

sacharidů na liposomy, což umožnilo přípravu originálních liposomů povrchově 

modifikovaných různými fragmenty kyseliny hyaluronové (patentová přihláška 

v přípravě). Cílení těchto liposomů k hepatocytům, buňkám imunitního systému a 

nádorovým liniím je v současnosti intensivně studováno.    
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Kationické liposomy pro cílení antivirotik

Journal of Controlled Release 2012 
 

 

Obr. 16 Schéma cílení antivirotik do cytoplasmy buněk pomocí kationických 

liposomů. Liposomy umožní dosáhnout dostatečnou koncentraci antivirotika v buňce díky přenosu přes 

bariéru tvořenou cytoplasmatickou membránou. Tento systém je zejména vhodný pro cílení antivirotik do 

orgánů jako jsou játra (potenciální aplikace při terapii hepatididy). 

 

 

Obr. 17 Biokonjugační reakce využívající lipidů s aminooxy skupinou pro selektivní 

vazbu ligandů nesoucích aldehydickou skupinu 

Schéma naznačuje chemickou reakci, která vede k navázání polysacharidu na povrch liposomu s lipidy 

nesoucími aminooxy skupinu. 
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Obr. 18 Liposom v TEM 

Transmisní elektronová mikroskopie ukazuje liposom (pravý obrázek) a liposom s navázanou kyselinou 

hyaluronovou (levý obrázek). Spodní graf ukazuje distribuce velikosti liposomů a liposomů s navázanou 

kyselinou hyaluronovou (HA) pomocí dynamického rozptylu světla. 

 

 

2.1.1. Podané patentové přihlášky k tématu kapitoly  

 

 Drašar, L., Ledvina, M., Korvasová, Z., Turánek, J. Lipopolyaminy sperminového 

typu pro konstrukci liposomálních transfekčních systémů. PV 2012-20; 303963 

(2012) 

 Ledvina, M., Drašar, L., Turánek, J., Korvasová, Z. Lipopolyamines of spermine type 

for construction of liposomal transfection systems. PCT/CZ2013/000004; EP2802556 

A1 (2014) 
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2.1.2. Publikace k tématu kapitoly 
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2.2.  LÁTKY ROZPUSTNÉ V NEPOLÁRNÍCH ROZPOUŠTĚDLECH 

(HYDROFOBNÍ, LIPOFILNÍ LÁTKY)  

 

Tyto látky se v závislosti na svém koeficientu rozpustnosti (rozdělovacím 

koeficientu) oktanol/voda váží na jiné hydrofobní struktury (hydrofobní domény 

transportních proteinů, lipidní struktury v buňkách – membrány, tukové kapénky). 

Obecně se hromadí v tukových tkáních, pokud nejsou rychle metabolizovány a vyloučeny 

z těla. Z farmakologického hlediska je problém jejich malá rozpustnost a tendence tvořit 

agregáty nebo krystaly. Z hlediska lékové formy pro parenterální aplikace je nezbytné 

sledovat dva hlavní cíle: a) stabilní systém solubilizace farmaka, který brání tvorbě 

krystalů nebo agregátů; b) cílení farmaka do místa určení – v případě nádorů – pasivní 

nebo aktivní cílení pomocí nanopartikulární formulace a případně povrchové modifikace 

částic, která zajistí dlouhodobou cirkulaci v krevním řečišti, penetraci fenestracemi 

v endoteliální výstelce kapilár nádorové vaskulatury. Zde se opět uplatnily liposomy, jako 

vhodný systém pro přípravu nanopartikulárních nosičů lipofilních léčiv. Výzkum byl 

zaměřen na tři rozdílné typy lipofilních látek s protinádorovým účinkem. 

 

2.2.1. Hydrofobní komplexy cis platiny 

Protinádorová léčiva na bázi cisplatiny jsou nedílnou součástí celé řady 

protinádorových chemoterapeutických postupů. Bylo syntetizováno více než 1000 

různých komplexů s cílem snížit vedlejší nežádoucí účinky a potlačit vznik rezistence 

nádorů na cisplatinu po opakované chemoterapii. Obecně přijímaným mechanismem 

působení cisplatinových cytostatik je poškození DNA a indukce apoptózy. Výzkum 

nových komplexů cisplatiny probíhal v rámci dlouhodobé spolupráce s podnikem 

Lachema, později Pliva-Lachema a.s. Byla navržena a připravena série komplexů 

cisplatiny v oxidačním čísle II a IV. Tyto komplexy se lišily svojí hydrofobicitou 

v závislosti na velikosti a struktuře uhlovodíkového ligandu. Strukturní vzorce 

platinových komplexů v oxidačním čísle IV jsou na následujícím obrázku. 
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Obr. 19 Cis-platina komplexy Pt IV se vzrůstající hydrofobicitou. 

 

Studie cytotoxického účinku byly prováděny na více než šedesáti různých 

nádorových liniích a jejich resistentních variantách. Prokázali jsme, že hlavním faktorem 

cytotoxického účinku nového komplexu označovaného jako LA-12, je rychlá penetrace 

přes buněčnou membránu, jeho vysoká reaktivita s DNA a také thiolovými skupinami, 

obtížné opravení poškozené DNA buněčnými reparačními systémy a rychlé navození 

apoptózy. Podstatným zjištěním byla také zanedbatelná zkřížená resistence vůči LA-12. 

Faktor rychlé penetrace přes buněčnou membránu se ukazoval jako klíčový pro rychlé 

navození apoptózy.    

Látka LA-12 je však velmi málo rozpustná (50µg/ml) a tudíž nevhodná pro 

parenterální aplikaci. Solubilizace bylo dosaženo pomocí β-hydroxypropy-cyklodextrinu 

a tyto inkluzní komplexy byly také vhodné pro intravenózní aplikaci. Symetrická 

hydrofobní skupina adamantylového ligandu velmi dobře zapadne do hydrofobní kavity 

cyklodextrinu a tento inkluzní komplex je poměrně stabilní.  

Pro formulaci LA-12 do liposomů se ukázala limitující právě snadná penetrace 

přes membrány, která omezovala stabilitu liposomálních preparátů spolu s reaktivitou 

samotné látky. LA-12 je tak názorným příkladem, jak lipofilní modifikace výrazně 

zvyšuje účinek farmaka. Na druhé straně je také příkladem typu látek, pro které je obtížné 

vyvinout liposomální formulaci. 
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2.2.1.1. Podané patentové přihlášky k tématu kapitoly 

 

 Zak, F.; Mistr, A.; Poulova, A.; Melka, M.; Turanek, J.; Zaluska, D. Platinum 

complex (II), its preparation and therapeutic application. PCT/CZ99/00014; US 

6350737 B1(2002) 

 Zak, F.; Mistr, A.; Poulova, A.; Melka, M.; Turanek, J.; Zaluska, D. Platinum 

complex (II), its preparation and therapeutic application. PCT/CZ99/00014; EP 

1082329 B1 (2003) 

 Zak, F.; Mistr, A.; Poulova, A.; Melka, M.; Turanek, J.; Zaluska, D. Platinum 

complex (IV), its preparation and therapeutic application. PCT/CZ1999/000015; US 

6503943 B1 (2003) 

 Zak, F.; Mistr, A.; Poulova, A.; Melka, M.; Turanek, J.; Zaluska, D. Platinum 

complex (IV), its preparation and therapeutic application. PCT/CZ1999/000015; 

EP1082330B1 (2003) 
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2.2.1.2. Publikace k tématu kapitoly  
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2.2.2. Paclitaxel     

Paclitaxel představuje zavedené farmakum pro léčbu zejména ovariálního 

karcinomu. Mechanismus účinku spočívá ve vazbě na tubulin a inhibici depolymerace 

mikrotubulů, což vede v konečném důsledku k apoptóze buňky. Molekula paclitaxelu je 

poměrně objemná asymetrická lipofilní struktura a ve vodném prostředí je málo 

rozpustná. Paclitaxel snadno krystalizuje a vytváří jehlicové krystaly a krystalové drúzy. 

Tyto vlastnosti jsou pro injekční parenterální aplikaci nevhodné a byla testována celá řada 

způsobů, jak vyvinout vhodnou lékovou formu. Byly syntetizovány rozpustné deriváty ve 

formě proléčiv, byly testovány solubilizační systémy na bázi cyklodextrinů, 

biokompatibilních polymerů, emulzí a, proteinových nanočástic, byly připraveny 

nanokrystaly a různé nanokapsule. V klinické praxi je používána formulace na bázi 

Cremofor®, což je olejová emulze vykazující však vedlejší toxické účinky. Nově jsou na 

trhu preparáty na bázi proteinových albuminových nanočástic (Abraxane) a samozřejmě 

také preparáty na bázi liposomů (např. Lipusu, registrován v Číně).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 20 Strukturní vzorec paclitaxelu a prostorové modely molekuly paclitaxelu 

 

V případě paclitaxelu slouží liposomy jako solubilizátor (paclitaxel je zabudován a 

vlastně solubilizován v hydrofobní části fosfolipidové membrány) a zároveň jako cílený 

nosič. Zabudování poměrně velké a nesymetrické molekuly paclitaxelu do lipidní 
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membrány liposomů představuje určitý stérický problém. Není tedy divu, že dochází 

k narušení struktury fosfolipidové membrány liposomů a enkapsulační kapacita je u 

klasických liposomů kolem tří molárních procent. Další zvyšování koncentrace 

paclitaxelu vede k destabilizaci systému a vypadávání paclitaxelu z membrány a následné 

tvorbě jehlicových krystalů, což je z hlediska intravenózní aplikace nepřijatelné. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 21 Schéma umístění molekuly paclitaxelu ve fosfolipidové membráně.  

V horní části je paclitaxel enkapsulován v hydrofobní kapse z lysofosfocholinu. V dolní části je 

fosfolipidová dvojvrstva narušena vmezeřením paclitaxelu, výsledkem je nízká enkapsulační kapacita 

klasických liposomů. 
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Zvýšení enkapsulační kapacity pro paclitaxel je možné změnou lipidního složení 

liposomálních membrán s využitím lipidů tvořících „hydrofobní kapsy“, do kterých se 

může vměstnat molekula paclitaxelu. Takové kapsy tvoří například lysofosfolipidy nebo 

cardiolipin. 

Zkoumali jsme možnost přípravy stabilních liposomů s enkapsulovaným 

paclitaxelem s využitím lysolipidů. V tomto případě jsme dosáhli více než dvojnásobné 

enkapsulační účinnosti v porovnání s klasickými liposomy. Tento systém je vhodný pro 

přípravu jak pasivně, tak aktivně targetovaných liposomů. Protinádorový účinek byl 

prokázán na myším modelu plícního melanomu, kdy bylo možné podávat extrémně 

vysoké dávky paclitaxelu v liposomech, neboť tato formulace paclitaxelu byla netoxická 

ve srovnání s paclitaxelem solubilizovaným v Cremoforu®. 
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2.2.2.1. Publikace k tématu kapitoly 
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2.2.3. Deriváty vitamínu E s protinádorovým účinkem 

α-Tokoferyl sukcinát (α-TOS) je semisyntetickým analogem vitamínu E 

s poměrně selektivním účinkem na nádorové buňky a protinádorovým účinkem in vivo. 

Byla syntetizována řada jeho analog, které se vyznačují resistencí vůči esterázám, neboť 

obsahují těžce štěpitelné eterové nebo amidové vazby. α-Tokoferyl maleamid (α-TAM) 

představuje jedenu2 z těchto nových látek a vyznačuje se řádově vyšší cytotoxicitou in 

vitro a protinádorovým účinkem in vivo na myších nádorových modelech. 

Závažným omezením použití těchto látek pro léčbu nádorů je jejich nízká 

rozpustnost ve vodných roztocích. Jejich hydrofobní charakter tedy předurčuje lékovou 

formulaci. Experimentální formulace pro podání i.v., nebo i.p. způsobem (solubilizace v 

roztoku etanolu, DMSO nebo olejových emulzích) jsou přípustné pro studium 

protinádorového účinku na myších modelech, avšak jsou zcela nevhodné pro humánní 

intravenózní aplikace. Vesikulární formy nebo různé micelární formy s využitím 

vhodných surfaktantů (např. polyetylenglykol) byly připraveny a testovány na myších 

jako případné vhodné formulace pro využití v humánní medicíně. 

             

Obr. 22 Strukturní vzorce některých derivátů vitamínu E s protinádorovým 

účinkem. 
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Zejména příprava vesikulárních struktur metodou spontánní vesikulace se jeví 

jako vhodnou metodou pro přípravu lékové formy. Problémy u tohoto přístupu vyvstávají 

s dlouhodobou stabilitou preparátů a toxicitou některých derivátů po i.v. aplikaci               

(např. α-tokoferyloxalát). Tato toxicita může souviset s extrémně vysokým záporným 

povrchovým nábojem těchto částic a jejich nestabilitou v krvi. Zřejmě může docházet 

k aktivaci komplementu, tvorbě mikroembolií a dalším nežádoucím jevům. 

 

I v případě derivátů tokoferolu se ukázalo, že použití liposomů je vhodnou 

alternativou pro vývoj bezpečné lékové formy, která splňuje i další kritéria kladená na 

farmaceutický preparát pro i.v. aplikaci.  

 V této oblasti se nám podařilo vyvinout technologii přípravy stabilního 

liposomálního preparátu α-TOS a α-TAM. Liposomální preparáty obou látek byly také 

testovány s výborným výsledkem na myších nádorových modelech. Podařilo se zachovat 

výrazný protinádorový účinek a zcela eliminovat nežádoucí účinky, které byly zjištěny u 

předchozích formulací α-TAM. Liposomální forma především eliminovala imunotoxický 

účinek (zejména na kostní dřeň) čímž se otvírá možnost využít tyto látky pro 

kombinovanou imuno- a chemo-terapii nádorů. Praktická aplikace ve veterinární 

medicíně je směřována k léčbě nádorů mléčné žlázy u fen. První terapeutické aplikace 

byly zaměřeny na intratumorové podání. Výsledky na dvou fenách prokázaly destrukci 

cévního zásobování nádoru, stagnaci růstu a ohraničení nádoru. Průběh terapie byl 

podobný situaci na myším modelu spontánních nádorů mléčné žlázy. Jednoznačné 

ohraničení nádoru po aplikaci liposomálních derivátů vit E efekty umožnilo jeho snadné 

chirurgické odstranění. Kombinace derivátů vit E s molekulárními adjuvans otevírá cestu 

k imunoterapii nádorů s využitím intratumorové aplikace. Liposomy zde sehrávají roli 

nosiče tvořícího depot terapeutik. Masivní apoptóza nádorových buněk a uvolnění 

nádorových antigenů v přítomnosti molekulárního adjuvans je předpokladem pro 

navození protinádorové imunity, která eliminuje metastatická ložiska, nedostupná 

chirurgickému odstranění nebo intratumorové aplikaci terapeutika. Intratumorová 

aplikace (přímá injekce do nádoru, transdermální přenos do podkožních nádorů pomocí 

dermatologických krémů) umožňuje dosáhnout vysokých koncentrací chemoterapeutika v 

nádoru a přitom eliminovat dosažení toxických dávek v ostatních orgánech.  Terapii 

můžeme vymezit pojmem „chemoterapií indukovaná protinádorová imunita“.  Celkový 

přehled je na obrázku 22.  
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Obr. 23 Způsob podání liposomálních analog vitamínu E  

Zacílení nádorové tkáně může být dsaženo různými způsoby podání léčiva. Orální aplikace pomocí kapsulí 

naplněných liposomy s enkapsulovanými protinádorovými deriváty vitamínu E představuje nejjednodušší 

způsob podání. Orální aplikace však vyžaduje použití látek s resistentní vůči hydrolytickým enzymům 

v trávicím traktu (éterové nebo amidové vazby spojující dikarboxylovou kyselinu s tokoferolem).  

Transdermální lokální aplikace je vhodná pro léčbu kožníh nádorů nebo nádorů lokalizovaných v podkoží. 

Elastické liposomy (elastic liposomec, transferosomes, elastosomes) jsou vhodné pro tento způsob aplikace, 

neboť umožňují akcelerovat přechod účinné látky přes barieru tvořenou stratum corneum. Využití sprejové 

formy liposomálních derivátů vitamínu E je vhodné pro přímé cílení plícních nádorů a pro přenos účinných 

látek do oběhového systému. Obejití hepatopankreatického okruhu je další výhodou tohoto způsobu 

aplikace při případném cílení protinádorových chemoterapeutik do mozku. Po parenterální aplikaci (i.v.) 

mohou liposomální deriváty vitamínu E vstoupit do různých transportních drah. Tyto dráhy a biodistribuce 

účinné látky jsou podmíněny faktory jako například typem liposomů (stérická stabilizace), morfologie 

(velikost a lamelarita) a lipidní kopozicí (stability, povrchový náboj). Liposomy mohou penetrovat skrz 

fenestrace v endoteliálních buňkách nádorové vaskulatury a kumulovat se v nádoru, kde jsou postupně 

uvolňovány v blízkosti nádorových buněk a endoteliálních buněk nádorové vaskulatury. Zejména destrukce 

nádorové vaskulatrury vede k potlačení růstu nádoru a jeho zániku. (Adaptováno z naší práce Journal of 

Controlled Release., 2015 Volume: 207 Pages: 59-69) 
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2.2.3.1  Publikace k tématu kapitoly 
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2.2.4.  Surfaktanty na bázi fluorovaných uhlovodíků se sacharidovou doménou 

Tyto látky byly studovány zprvu jako nový typ surfaktantů pro potřeby polymerní 

chemie a katalýzy. Jejich případné budoucí použití ve farmakologii a medicíně záviselo 

od jejich biokompatibility. Některé s těchto parciálně fluorovaných látek se jeví na 

základě in vitro testů jako potenciálně použitelné ve farmakologii a jsou v současnosti 

testovány jako vhodná sonda pro in vivo zobrazování pomocí magnetické resonance 

(MRI). Liposomální formulace jsou využitelné pro značení buněk a jejich přesné 

lokalizace pomocí MRI při buněčné terapii mozkových mrtvic, infarktů a nádorů. 

Připravujeme také značené liposomy pro studium jejich biodistribuce a lokalizace v místě 

nádorů. 

Tato oblast je relativně velmi nová a biomedicíncké aplikace zatím nejsou 

doloženy relevantními publikacemi. Publikované práce se týkají zejména studia 

biokompatibility s využitím in vitro testů a studia fyzikálně-chemických vlastností těchto 

nových surfaktantů. Dlouhodobá spolupráce v této oblasti probíhá s prof. Lehmlerem 

z USA. 
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2.2.4.1. Publikace k tématu kapitoly 
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2.2.5. Senzory pro testování cytotoxického účinku farmak v modelech in vitro 

Využití piezoelektrických krystalů pro sledování fyzikálně-chemických procesů je 

moderním přístupem v současných analytických metodách, které směřují k miniaturizaci 

detekčních systémů a k využití funkcionalizovaných nanomateriálů. Využití těchto 

senzorů pro monitorování účinku farmak a dalších látek in vitro na některé funkce buněk 

je nově rozvíjenou oblastí s vysokým aplikačním potenciálem. Metoda je vhodná pro 

studium vlivu farmak na stimulaci či inhibici buněčného růstu, rozpoznávání a adhezi na 

povrchy přirozených a umělých materiálů, migraci buněk a tvorbu konfluentních 

buněčných povrchů. 

       První publikované práce byly zaměřeny na modifikaci zlatých elektrod 

biokompatibilními matricemi a ověření funkčnosti systému na některých buněčných 

liniích (např. epiteliální buňky WB F344, melanom B16F10). Byly zkonstruovány měřící 

cely pro práci s buňkami a jejich funkčnost byly testovány na modelu inhibice buněčného 

růstu působením cytotoxických a cytostatických látek.  

Vzhledem k rychlému vývoji v oblasti miniaturizace těchto technologií a vývoji 

nových nanomateriálů, lze se očekávat rychlý vývoj v této oblasti. Z tohoto důvodu bude 

pokračovat intenzivní výzkum na využití těchto biosenzorů ve spolupráci s MU a 

CEITEC.   
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2.2.5.1. Publikace k tématu kapitoly  
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2.3. ZÁVĚR 

Série publikovaných prací ukázala na vhodnost liposomů jako nosičových 

systémů pro hydrofilní a hydrofobní farmaka. Pro jejich studium budou rozvíjeny také 

nové metody testování, které jsou založeny na využití biosenzorů na bázi 

piezoelektrických krystalů. 

 

3. LIPOSOMY PRO KONSTRUKCI REKOMBINANTNÍCH VAKCÍN 

Vakcinologie představuje komplexní multidisciplinární obor, který je založen jak 

na velmi racionálních teoretických základech, tak dosud na empirickém přístupu. 

Pozoruhodný pokrok v imunologii a genetice přispěl k pochopení funkcí imunitního 

systému na molekulární a buněčné úrovni. Tyto nové poznatky společně s rozvojem 

rekombinantních technologií, biotechnologií a dostupností nových biokompatibilních 

materiálů, zejména mikro a nanomateriálů, vedou k výraznému pokroku ve vývoji a 

produkci moderních rekombinantních vakcín. 

Subjednotkové vakcíny a rekombinantní vakcíny, jako jejich speciální odnož jsou 

moderním směrem ve vývoji vakcín a výrazným přínosem vakcinologie k léčbě 

infekčních, autoimunních a nádorových onemocnění.  

 Vývoj těchto nových vakcín je založen na identifikaci vhodných antigenů a jejich 

epitopů. Základními otázkami je jaký antigen presentovat imunitnímu systému a jak má 

být tento antigen presentován. Klíčovými faktory, které jsou řešeny ve výzkumu, jsou a) 

vyhledávání antigenů, jejich modifikace a příprava rekombinantními technologiemi; b) 

vhodná formulace antigenu; c) výběr a vývoj bezpečných a účinných adjuvans; d) způsob 

podání vakcíny s důrazem na minimální invazivitu aplikace a potřebu speciálně 

školeného personálu. Faktorem, který pohání výzkum v oblasti rekombinantních vakcín je 

bezpečnost, cena a krátká doba pro vývoj vakcín proti novým patogenům, nebo v případě 

chřipky nutnost rychlé obměny antigenů kvůli antigennímu driftu a vzniku reasortantů. 

 V oblasti vývoje moderních vakcín patři liposomy pro svoji biokopatibilitu a 

versatilitu k jedním z nejúspěšnějších mikro a nanopartikulárním systémům. Na trhu jsou 

již liposomální vakcíny proti chřipce (Inflexal® V, firma Crucell) a hepatitidě A 

(Epaxal®; firma Crucell). Celá řada liposomálních vakcín proti infekčním a nádorovým 

chorobám je v různých stadiích klinického testování. 

 Výzkum v této oblasti jsme směřovali na vývoj originálních plně syntetický 

adjuvans na bázi normuramylových glykopeptidů. Tento výzkum byl prováděn ve 

spolupráci s Ústavem organické chemie a biochemie, AV ČR, Praha (Dr. M. Ledvina) a 
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vyústil v podání národních a mezinárodních patenů, které chrání tato nová adjuvans. 

Zároveň byla vytvořena spin off Mendel Therapeutics. s.r.o. pro komercializaci výsledků. 

Na obrázku je série syntetických adjuvans, která jsou dnes testována pro použití ve 

vakcínách ve spolupráci s Bioveta a.s. a dalšími zahraničními pracovišti. Tyto látky se 

vyznačují potlačenou pyrogenitou a bezpečností otestovanou na celé řadě zvířecích druhů 

(myš, morče, skot, prase, pes, kočka, králík). 

 

Obr. 24 Syntetická analoga Muramyl DipePtidu (MDP) odvozená od 

peptidoglykanu. 

 

Liposomální formulace syntetických adjuvans byly testovány jako stimulátory 

nespecifické imunity v různých in vivo modelech a byla prokázána jejich účinnost při 

potlačení experimentální kryptosporidiózy novorozených kůzlat, nebo regeneraci kostní 
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dřeně subletálně ozářených myší. Na myším modelu byla také prokázána stimulace 

imunitního systému a stimulace hemopoézy po letálním ozáření. 

 

 

Obr. 25 Schematická struktura liposomálních imunostimulátorů s povrchově 

vázanými hydrofobními analogy normuramylových glykopeptidů.   

 

Pro konstrukci experimentálních vakcín jsme se zabývali liposomy a vyvinuli 

speciální metalochelatační nanoliposomální nosiče s inkorporovanými lipofilizovanými 

deriváty na bázi norAbuMDP a norAbuGMDP. Technologie přípravy jsou popsány v 

publikacích v kapitole „Metody přípravy liposomů“. Tyto metalochelatační liposomální 

nosiče jsou vhodné pro směrované nekovalentní navázání rekombinantních antigenů 

s HisTag kotvou. V případě potřeby lze využít karbodiimidu pro převedení nekovalentní 
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metalochelatační vazby na kovalentní vazbu se zachováním precizní orientace proteinu na 

povrchu liposomální lipidní dvojvrstvy. Vyvinutý systém nanoliposomálních nosičů je 

v současnosti jedním z nových systémů testovaným pro vývoj rekombinantní chimérické 

vakcíny proti borelióze. 

 

 

 

 

Obr. 26 Schématické zobrazení metalochelatačního nanoliposomálního nosiče pro 

konstrukci rekombinantních vakcín. 

Volný nosič (vlevo) a nosič s navázaným rekombinantním proteinem (vpravo). Specifická metalochelatační 

vazba umožňuje dosáhnout precizní orientace molekul rekombinantního proteinu na povrchu liposomů. 

  

Na následujícím obrázku jsou zobrazeny struktury proteoliposomů, které byly 

potvrzovány moderními mikroskopickými metodami (TEM, SEM a AFM) v kombinaci 

s gelovou permeační chromatografií, PAGE a imunoblotingem.  
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Obr. 27 Struktury proteoliposomů zobrazené moderními mikroskopickými 

metodami. 

Na obrázku je struktura liposomálních nosičů (A) a odpovídajících proteoliposomů (B) zobrazených 

mikroskopickými metodami (TEM, SEM a AFM). Šipky naznačují jednotlivé molekuly vázaného proteinu 

(rHSP 90). 
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Princip mechanismu účinku liposomálních molekulárních ajduvans na bázi 

normuramylových glykopeptidů je vyjádřen na obrázku 27. Klíčem je cílení 

k intracelulárním receptorům NOD 2 a ke komplexu inflamasomu  NLRP 3. Tato oblast 

je v současnosti intensivně studována na našem oddělení.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 28 Schéma možných farmakokinetických drah pro deriváty na bázi 

normuramylových glykopeptidů. 

Různé modifikace molekul norAbuMDP/GMDP pomocí lipidních struktur vede k expozici různých částí 

molekuly na povrchu liposomů. V závislosti na koncentraci určitého analoga v dvojvrstvě mohou být 

vytvořeny nové molekulární vzorce, které jsou rozpoznány receptory na buňkách imunitního systému a 

vedou ke zvýšené internalizaci liposomů. Buněčná membrány je bariérou pro volné hydrofilní látky, které 

tak nepronikají snadno do buňky a nedosáhnou dostatečné koncentrace nutné k aktivaci intracelulárním 

receptorům (situace in vivo).  Hydrofobní deriváty tvoří micely, u nichž je nesnadné predikovat stabilitu 

v biologickém prostředí kvůli komplexnosti interakcí. Předpokládá se přímá interakci s buněčnou 

membránou a penetrace do buňky. Liposomální formulace hydrofilních i lipofilních derivátů je relativně 

stabilní v biologickém prostředí a je dokumentována endocytóza/fagocytóza buňkami imunitního systému. 

Ve srovnání s volnými látkami, liposomální formulace tvoří depot v tkáni a zvyšuje významně koncentraci 
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účinné látky v buňce. Pro aktivaci intracelulárních receptorů je zřejmě zapotřebí odstranění lipidních 

struktur z molekuly pomocí lysozomálních a cytoplasmatických enzymů, které rozštěpí esterové vazby 

mezi glykopeptidovou částí a hydrofobním zbytkem. Důležitost tohoto kroku nebyla v současnosti 

dostatečně rozpoznána a pochopena. Citlivost různých derivátů k působení hydrolytických enzymů a 

komplexnost celého procesu aktivace receptorů NOD1/2 a NLRP 3 může vysvětlovat různorodost účinků 

lipofilních derivátů MDP.  

 

Bezpečnost liposomálních vakcína a nových syntetických adjuvans byla testována 

na prasatech po i.d. aplikaci a srovnána s olejovými adjuvans, která mohou způsobovat 

nekrotické léze a záněty. Liposomální experimentální vakcíny nezpůsobovaly po i.d. 

aplikaci nežádoucí vedlejší účinky, což je důležité zejména pro zamýšlené budoucí 

aplikace v humánní medicíně. Srovnání vedlejších účinků olejové vakcíny a 

liposomálního preparátu po i.d. aplikaci praseti je doloženo na obrázku. Bezpečnost 

liposomální formulace vakcíny proti borelioze byla prokázána také na štěňatech a 

koťatech (spolupráce s firmou Bioveta a.s. v rámci projektu TAČR Rekombinantní 

multiepitopová vakcína proti borelioze pro veterinární aplikace).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 29 Srovnání vedlejšího účinku syntetických a olejových adjuvans po i.d. 

aplikaci. 

Oblast po i.d. aplikaci olejové vakcíny a liposomálního preparátu u prasete. 

 

 

3.1. NOVÝ SMĚR VÝZKUMU REKOMBINANTNÍCH VAKCÍN 

 Další směřování výzkumu v oblasti moderních rekombinantních vakcín je do 

oblasti mukózních vakcín s využitím biokompatibilních nanotextilií založených na 



319 

technologii nanovláken.  Jedná se o zcela novou oblast, ve které jsme průkopníky. 

Technologické, aplikační a bezpečnostní faktory favorizují tento typ vakcín pro budoucí 

použití jak ve veterinární, tak humánní medicíně. Jednoznačnou výhodou sublinguální 

aplikace vakcín je neinvazivnost a snadnost podání, bezpečnost aplikace, schopnost 

navodit mukózní a systémovou imunitní odpověď, což je základ pro úspěšnou vakcinaci u 

celé řady infekcí (nejnověji u viru zika). Dalším významným rysem je snadná 

technologická proveditelnost výroby a nízká hmotnost skladovací formulace (významné 

pro distribuci vakcíny v obtížně dostupných oblastech třetího světa). Jedná se o prioritní 

výzkum našeho oddělení a jsou připravovány projekty základního a aplikovaného 

výzkumu ve spolupráci s tuzemskými (UP Olomouc, BTÚ, FZÚ, TUL) a zahraničními 

pracovišti (King´s College, University of Kent, Pasteur Institute, Institute of René 

Descartes).  

Klíčovými kroky pro dosažení úspěchu v oblasti sublinguální imunizace jsou: a) 

systém pro sublinguální aplikaci antigenů; b) hodná formulace antigenu a delivery 

systém; c) vhodná adjuvans a jejich formulace. Náš příspěvek se týká všech tří částí. 

Liposomální molekulární adjuvans a formulace antigenu jsou popsány v předchozích 

kapitolách. Originální mukoadhesivní systém pro sublinguální aplikace. Hlavním účelem 

mukoadhesivního systému je udržet po delší dobu antigen na sublinguálí sliznici a 

umožnit jeho penetraci do sublinguální tkáně, kde je rozpoznán dendritickými buňkami a 

dopraven do drénujících mízních uzlin. Mukoadhesivní systém udržuje vysoký 

koncentrační gradient antigenu a brání jeho odplavení mukoznímí sekrtety z místa 

aplikace. Schematicky je zobrazen princip na obrázku 28 a vzhled mukoadhesivních 

filmů a jejich aplikace na sublinguální mukózu je na obrázku 29.  Ukázka struktury 

nanovláken s navázanými liposomy je na obrázku 30.  
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Obr. 30.  Schéma sublinguální imunizace 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

    

 

 

Obr. 31. Schematické a skutečné zobrazení struktury mukoadhesivních filmů na 

bázi nanovláken. 

A) schéma mukoadhesivních filmů, B-F) snímky struktury pomocí skenovací elektronové mikroskopie.   

Aplikace filmu na sublinguální mukózu (snímek vpravo nahoře); vzhled mukoadhesivních filmů pro 

aplikace na velká zvířata a malé hlodavce (snímek vpravo dole). 
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Obr. 32 Ukázka struktury nanovláken s navázanými liposomy. 

Snímky byly pořízeny skenovací a transmisní elektronovou mikroskopií (A, B) a konfokální mikroskopií 

(C). Jsou zřetelně patrné liposomy navázané na povrch nanovlákna. V případě konfokální mikroskopie byly 

použity metalochelatační proteoliposomy s rGFP (zelená fluorescence) a fluorescenční lipid pro označení 

nanovláken (červená fluorescence). Šipky označují liposomy na povrchu nanovláken. 

 

Aplikace fluorescenčně značených liposomů nebo polymerních nanočástic na 

sublinguální mukózu pomocí mukoadhesivních filmů prokázala rychlou paracelulární 

penetraci, pohlcení dendritickými buňkami a dopravu do drénujících mízních uzlin, což je 

základní předpoklad pro navození imunitní reakce proti takto podaným antigenům. 

Experimentální potvrzení našich předpokladů bylo dosaženo pomocí prasečího modelu. 

Histologické preparáty byly vyšetřeny pomocí konfokální mikroskopie a byla potvrzena 

paracelulárlní penetrace nanočástic do hlubších vrstev stratifikované sublinguální mukózy 

a dopravení nanočástic do drénujících mízních uzlin. Fluorescenční nanočástice byly 

nalezeny v T a B oblasti mízních uzlin, kam byly dopraveny dendritickými buňkami (obr. 

31).  
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Obr. 33. Průkaz penetrace fluorescenčních nanočástic do sublinguálních tkáně a 

mízních uzlin po sublilnguálním podání s využitím mukoadhesivních filmů (snímky 

byly pořízeny konfokálním mikroskopem).  

 

Penetrace nanočástic (nanoliposomy) do sublinguální mukózy 

 

 

 

Detail zobrazení paracelulárního průniku nanočástic submukózní vrstvou epiteliálních buněk  

 

3.2  

 

 

 

 

Průkaz doručení nanočástic do T a B zóny drénujících mízních uzlin 

 

 

 

A) řez mízní uzlinou s vyznačením jader T a B zóny. Červeně fluoreskující částice jsou patrné v obou 

zónách. 

B) řez mízní uzlinou s vyznačením lymfocytů T a B zóny (SLA II antigen) 

C) Detailní zobrazení dendritických buněk s internalizovanými fluorescenčními liposomy (T zóna) 

modrá – buněčná jádra; červená – nanočástice; žlutozelená – aktin;  zelená – SLA II antigen (prasečí 

lymfocyty) 

 

modrá – buněčná jádra; červená – nanočástice; zelená – aktin 
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3.2. ZÁVĚR 

Ucelený systém pro sublinguální vakcinace představuje moderní aplikaci nanotechnologie 

pro medicínální aplikace. Vyvinutý systém má potenciál průlomové technologie, pro 

kterou razíme název „Technologie tištěných vakcín“. Ve spolupráci s českými (UP 

Olomoiuc a TU Liberec) a zahraničními partnery (Global Acorn, UK) byla podána 

přihláška mezinárodního patentu (J. Turánek, J. Mašek, M. Raška, R. Lukáč, P. 

Knotigová, D. Lubasová, A.D.Miller Mucoadhesive carriers of particles, method of 

preparation and uses thereof PCT/GB2015/052833) a do časopisu Biomaterials byl podán 

rukopis s názvem „Multi-layered nanofibrous mucoadhesive films for buccal and 

sublingual administration of drug-delivery and vaccination nanoparticles - important step 

towards effective mucosal vaccines“. V rámci výzvy vlády Spojeného Království Velké 

Británie a Seerního Irska byl podán mezinárodní projekt na vývoj vakcíny proti viru zika 

a jsou připravovány výzkumné projekty se zahraničními partnery na rozvoj této 

technologie v rámci výzvy HORIZON 2020.  V roce 2016 plánujeme se zahraničním 

partnerem založení start-up pro komercializaci technologie tištěných vakcín. 
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3.2.1. Publikace k tématu kapitoly 
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4. SOUHRN LIPOSOMÁLNÍ TÉMATIKY  

Liposomy představují nejstarší a nejvíce prozkoumaný nanosystém z hlediska 

použití v medicíně. Slouží jako model pro studium membrána a distribuce nanočástic 

v organismu. Příprava liposomů je zvládnuta jak v laboratorním, tak v průmyslovém 

měřítku a liposomální preparáty jsou povoleny FDA pro léčbu infekčních a nádorových 

nemocí. Na trhu již existují dermatologické preparáty s liposomy a liposomální 

diagnostika.  

Biokompatibilní  nosiče a nová bezpečná adjuvans jsou nutným předpokladem pro 

rozvoj moderní vakcinologie směřující k rekombinantním vakcínám. Výzkum vakcín 

založených na liposomech má již třicetiletou historii a na trh jsou uváděny nové moderní 

rekombinantní vakcíny. 

Publikovali jsme práce v oblasti technologie přípravy liposomů, vývoje cílených 

protinádorových léčiv, bezpečných adjuvans, konstrukce rekombinantních vakcín a studia 

nových aplikačních postupů. Některé výsledky jsou také ve stádiu přípravy na realizaci 

v českých firmách.  Na tomto moderním výzkumu se podílela celá řada studentů a 

mladých vědeckých pracovníků v rámci postgraduálního studia. Věřím, že tato práce 

přispěla k jejich odbornému růstu a obohatila také o nové poznatky oblast moderní 

farmakologie, imunoterapie a nanotechnologie. 

 

 


