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ABSTRAKT

Tato prace je zaméfena na ptipravu zaporn¢ nabitych vezikularnich systémii z amfifilnich part
zbavenych protiiontd a jejich interakce s polykationtem. Nejprve byly pfipraveny vezikularni
systétmy z povrchové aktivnich latek dodecylsiranu sodného a cetyltrimethylamonium
bromidu. Ptidavkem cholesterolu a kyseliny fosfatidové doslo ke stabilizaci a zaroven ziskani
zaporného naboje. Nasledné¢ probe¢hla interakce s polykationtem  hydrochloridu
diethylaminoethyl-dextranu. Systémy byly zkoumany méfenim velikosti ¢astic, zeta potencialu,
generalizované polarizace a anizotropie. Métfeni generalizované polarizace bylo umoznéno
pomoci sondy laurdan a méfeni anizotropie bylo uskute¢néno zavedenim sondy 1,6-difenyl-
1,3,5-hexatrien. Vysledky ukazuji na uspé$nou pfipravu stabilnich systémi se zapornym
nabojem, které interagovaly s kladnym hydrochloridem diethylaminoethyl-dextranem, ten
ovlivnil chovani vnéj§i membrany, ale vnitini nikoli. Systémy se stale drzely ve stabilni oblasti.

ABSTRACT

This work is focused on the preparation of negatively charged vesicular systems from
amphiphilic pairs deprived of counterions and their interaction with the polycation. First,
vesicular systems were prepared from the surfactants sodium dodecyl sulfate
and cetyltrimethylammonium bromide. The addition of cholesterol and phosphatidic acid
stabilized and at the same time gained a negative charge. Subsequently, there was an interaction
with the polycation diethylaminoethyl-dextran hydrochloride. The systems were investigated
by the measuring of particle size, zeta potential, generalized polarization and anisotropy.
The measurement of generalized polarization was enabled with the laurdan probe
and measurement of anisotropy was performed with the introduction of the 1,6-diphenyl-1,3,5-
hexatriene probe. The results indicate the successful preparation of stable, negatively charged
systems that interacted with positive diethylaminoethyl-dextran hydrochloride, which affected
the behavior of the outer membrane but not the inner. The systems were still stable.

KLICOVA SLOVA

Katanionicky vezikuldrni systém, cetyltrimethylamonium bromid (CTAB), dodecylsiran sodny
(SDS), kyselina fosfatidova (PA), cholesterol, hydrochlorid diethylaminoethyl-dextran
(DEAE-Dx-HCI), dynamicky rozptyl svétla, zeta potencial, generalizovana polarizace,
anizotropie
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1 UVOD

Slibnou budoucnosti pro medicinu pifedstavuji nanotechnologie, konkrétné nosice 1éCiv.
V dnesni dob¢ se spousta vyzkumi zabyva zlepSenim moznosti dopravy 1é¢iv do téla. Vyhod
nosicovych systémt je spousta, pfedevsim jde o cileni 1é¢iva do pozadované oblasti a moznost
delsi doby uvolnovani, coz je vyhodné pro pacienty, kteti museji brat 1éky pravidelné
v kratkych ¢asovych intervalech. Cim dal tim vice se do poptedi dostavaji vezikularni systémy,
které jsou pfipraveny z relativné levnych i dostupnych povrchové aktivnich latek na rozdil
od liposomdi.

Fakulta chemicka je zapojena do mezinarodniho projektu GACR (14-14024J), ktery probiha
ve spolupraci s Cheng Kung University na Taiwanu. Jejich studie se zabyva predev§im kladné
nabitymi vezikularnimi systémy. Pravé tato bakalarska prace spada pod vySe zminény vyzkum
mezi fakultou a taiwanskou univerzitou.

Cilem prace je ptiprava a studium zaporné nabitych katanionickych vezikuldrnich systému
s polykationtem. K ziskani fyzikalné-chemickych informaci o systémech jsou zvoleny tfi rizné
metody — dynamicky rozptyl svétla, elektroforeticky rozptyl svétla a fluorescenéni
spektroskopie (generalizovana polarizace a anizotropie). Diky témto metodam muzeme ziskat
cenné informace jako je velikost, naboj, stabilita vezikul a fluidita membran. Zaroven
je vénovana pozornost vlivu riznych koncentraci pfidavanych latek na vlastnosti systémui.

Katanionické vezikularni systémy byly pfipraveny pravé z levnych latek, kterymi jsou
cetyltrimethylamonium bromid (CTAB) a dodecylsiran sodny (SDS). Na stabilizaci systémi
byla pouzita kyselina fosfatidova (PA), ktera dodava zaporny naboj. Dalsi stabiliza¢ni prvek
byl cholesterol, ktery svou pfitomnosti v membranach ovlivni jejich fluiditu. Diky zapornému
naboji vezikul muZeme ovlivnit jejich vlastnosti navazanim polykationtu hydrochloridu
diethylaminoethyl-dextranu (DEAE-Dx-HCI).



2 TEORETICKA CAST

2.1 Tenzidy a tvorba micel

Tenzid je povrchov¢ aktivni latka, ktera snizuje mezifazovou energii soustavy na fazovém
rozhrani. Tenzidy se hromadi na fazovém rozhrani uz pii nizkych koncentracich a skladaji
se z polarni (hydrofilni) a nepolarni (hydrofobni) ¢asti, jsou tedy amfifilni, coz je znazornéno
naobr. 1. Podle schopnosti hydrofilni skupiny podléhat elektrolytické disociaci se déli
na ionogenni a neionogenni. lonogenni tenzidy se jesté dale déli na:

e Amfoterni tenzidy, které obsahuji v polarni ¢asti molekuly kladny i zdporny néboj.

e Kationaktivni tenzidy (kladny naboj) disociuji ve vodném prostiedi na kationty
a mohou se adsorbovat na zaporné nabity pevny povrch.

e Anionaktivni tenzidy (zaporny naboj) nejsou v kyselém prostiedi prilis stalé [1].

Postupnym zvySovanim koncentrace dochdzi k agregaci tenzidl a vzniké koloidni roztok.
Pti dosazeni urcité koncentrace se zaénou vytvaret polymolekularni utvary (koloidni disperzni
Castice) zvané micely. Koncentrace, pii které zacinaji vznikat micely, se nazyva kriticka
micelarni  koncentrace (CMC). Kdyz nastane kritickd micelarni koncentrace, zméni
se chemické a fyzikalni vlastnosti roztoku s povrchové aktivni latkou. Konkrétné se méni
viskozita, hustota, osmoticky tlak a jiz zminéné povrchové napéti [2]. Kriticka micelarni
koncentrace je také ovlivnéna riznymi vlivy — teplotou, vlastnostmi hydrofilni skupiny, délkou
a strukturou uhlovodikového fetézce. Uhlovodikovy fetézec ovlivni kritickou miceldrni
koncentraci zejména svou délkou, ¢im je fetézec delsi, tim je CMC nizsi a jsou mensi odpudivé
sily hydrofilnich skupin na povrchu [3, 4].

— > hydrofilni ¢ast tenzidu

— > hydrofobni ¢ast tenzidu

Obr. 1: Schéma tenzidu

Micely jsou kulovité koloidni nanocastice spontanné tvorené ve vodném prostiedi z mnoha
amfifilnich molekul. Vlastnosti micely jako je tvar, struktura a primér zavisi na fyzikdlnich
podminkach a vlastnostech systému. Pokud micela vznikne v polarnim prostfedi, tak jsou
jednotlivé tenzidy poskladdny hydrofobni casti smérem do stiedu a hydrofilni skupiny
se nachazi na vn&j$i strané¢ micely, tvofi tedy jeji obal. Kdyz micela vznikne v nepoldrnim
prostiedi, je uspofddana opacné. Polarni skupiny jsou smétovany do stfedu a nepolarni fetézce
sméfuji ven do prostiedi, takto opacné€ orientované micely se nazyvaji reverzni [3].

Micely se jeste déli na sférické a nesférické. Sférické micely maji kulaty tvar a polomér
micely je zhruba stejny jako délka tenzidu (povrchové aktivni latky), pokud se zvysi
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koncentrace povrchové aktivnich latek v roztoku, tak bude uspoifadani micel rovnobézné.
Jednoduse feceno, pokud se zvysuje koncentrace povrchové aktivnich latek, nevznikaji kulovité
micely, ale micely rovnobézné. Pfi jest¢ veétsi koncentraci vznikne laminarni micela, kterou
tvoii dvé vrstvy povrchové aktivnich latek, nepolarni fetézce sméiuji k sobé a polarni skupiny
sméfuji ven. Lamindrni micely se fadi k nesférickym micelam. Nesférické micely mohou byt
cylindrické, valcovité a jiz zminéné lamindrni. Nékteré ze zminénych tvari jsou zobrazeny
na obr. 2. Z hydrofobnich fetézcti mohou vznikat dvojvrstvé membrany a vezikuly [2, 3, 5].

Sfericka micela

Cylindricky tvar

-
ST

Vezikula

Obr. 2: Ukdzka micel a moznych dalSich tvari [4]

Kriticky sbalovaci parametr je veli€ina, ktera souvisi s tim, jaké systémy budou agregaci
vznikat, vypocita se podle vzorce:

p=_" (2.1)

kde ap je plocha hydrofilni skupiny, v je objem a I ‘ je délka hydrofobniho fetézce. Rozhodujici
je jeho velikost. Pokud je kriticky sbalovaci parametr mensi nez 0,33, vznikaji micely, pokud
bude velikost kritického sbalovaciho parametru mezi 0,33 a 0,5, vznikaji tvary valcovité nebo
diskovité, pokud je velikost v rozmezi 0,5 a 1 vznikaji vezikuly. Pfi velikosti kritického
sbalovaciho parametru 1 se tvofi dvojvrstvy. Kdyz je kriticky sbalovaci parametr vétsi nez 1,
tak vznikaji obracené micely [6].

2.1.1 Dodecylsulfat sodny

Jako jeden z nejcastéji vyuzivanych anionaktivnich tenzidt je dodecylsulfat sodny (SDS).
Dodecylsulfat sodny je organickd sodnd sl [7]. M4 roli jako detergent a denaturacni
protein. Jiny nazev je laurylsulfat sodny (SLS) [8].

Dodecylsultat sodny obsahuje uhlikovy fetézec, ktery se sklada z 12 uhliki, a tento fetézec
je napojen na zaporn¢ nabitou sulfatovou skupinu. SDS je bila az svétle zluta latka a muze
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se vyskytovat ve form¢ pasty, krystalt, vlocek a prasku nebo jako kapalina, ma mirny zapach.
Jedna se o latku s nizkou toxicitou, ale hoflavou [7, 9].

SDS se casto vyuziva u SDS-PAGE elektroforéze v polyakrylamidovém gelu, dale
se vyuziva v fad¢ Cisticich prostfedkti naptiklad praci prostfedky a bytové chemie, jako jsou
praci prasky, Cistice pro domacnosti i prumysl, WC tablety, pasty na ruce, pény na holeni
a podobné [8].

2.1.2 Cetyltrimethylamonium bromid

Cetyltrimethylamonium bromid (CTAB) se také nazyva hexadecyltrimethylamonium
bromid (HTMAB) nebo cetrimoniumbromid. Jedna se o kvartérni amoniovou stl a organickou
bromidovou stil. Retézec je sestaven z 16 uhliki a kladné nabitého dusiku se tfemi methylovymi
skupinami. CTAB je zastupce kationaktivnich tenzida.

Sloucenina obsahuje cetyltrimethylamoniovy ion, ktery mé antiseptické ucinky vii¢i houbam
a bakteriim. CTAB je bila pevna latka a vyuziva se naptiklad v Cisticich prostiedcich,
v kosmetice nebo pii izolaci DNA [9, 10].

2.2 Vezikuly

V kapitole 2.1 uz bylo zminéno, Ze na zaklad¢ velikosti kritického sbalovaciho parametru
vznikaji agregaci rizné systémy vcetné vezikul. Vezikuly se obecné sklddaji z amfifilnich
¢astic a mohou tvofit bud’ jednu, nebo vice vrstev. Amfifilni dvojvrstva je schématicky
znazornéna na obr. 3. Jednotlivé molekuly jsou poskladany tak, ze hydrofilni skupiny jsou
zvnéj$i a vnitini strany vezikuly. Hydrofobni fetézce jsou sméfovany do vnittku
dvojvrstvy [11].

Vodna faze

6 6 AA na } Hydrofilni (polarni) cast
— Hydrotfobni (nepolarni) ¢ast
Q Q Q Q Q Q + Hydrofilni (polarni) ¢ast

Vodna faze

Obr. 3: Amfifilni dvojvrstva

Vezikuly se bézné pfipravuji i v laboratotich. Jsou tvofené z lipidl, pokud se konkrétné
jedna o fosfolipidy, tak se nazyvaji liposomy. Vytvoiené liposomy jsou biokompatibilni,
protoze se skladaji predevsim z fosfolipidl a cholesterolu, ktery se v téle bézné vyskytuje [12].

Dulezity d& pro tvorbu vezikul i micel se nazyva hydrofobni interakce. Hydrofobni
interakce plisobi vzdy ve vodném prostiedi a jsou dualezité pro stabilizaci biomakromolekul
a biomakromolekuldrnich celkli, jako jsou napftiklad i jiz zminéné fofolipidové dvojvrstvy.
Fosfolipidy se skladaji z hydrofilni skupiny, ta je polarni, ve vodé rozpustna, advou
hydrofobnich fetézct, které jsou nepolarni, a tedy ve vodé nerozpustné [5]. Pokud ma latka
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hydrofobni 1 hydrofilni Cast, stane se ve vodé to, ze nepolarni ¢ast molekuly se snazi co nejvice
zmensSit kontakt s vodnym prostfedim, a to tak, ze zacinaji agregovat [13]. Shlukovani ¢astic
a tim zmenseni kontaktu s vodou je znazornéno na obr. 4.

% ) A" £ £~
- [ Vs ' - =
polarni / v \\ & ¢

tast molekuly | ’ + e [ ¢ + &
I .
<
( ' &
pdy { “w

5 ‘nepolami - X o & o~

¢ast molekuly molekuly vody @

Obr. 4: Schématické znazornéni hydrofobni interakce [13]

Pokud vezikulu tvofi pouze jedna vrstva, nazyvame je unilamelnarni, zatimco pokud
se vezikuly skladaji z vice dvojvrstev, nazyvaji se multilamelarni. Velikost vezikul zavisi
predev§im na mnozstvi vrstev, z kterych je sestavena. Velikost vezikul se vétsinou pohybuje
V rozmezi nanometr, protoze jedna lipidova dvojvrstva ma 3-6 nm, nékteré vezikuly mohou
byt mensi (fady mikrometri) [11].

Vezikuly se vyuzivaji v organismu K piepravé materialu z jednoho mista na druhé naptiklad
na inkorporaci enzymi. Mohou obsahovat kapaliny nebo plyny [14]. V soucasné dobé
se vezikuly hojné vyuzivaji k transportu 1é¢iv, jejichz umisténi zavisi na fyzikalné-chemické
povaze lé¢iva. Mohou se vyskytovat bud’ piimo v jadie, které je obklopeno hydrofilnimi
skupinami, nebo v hydrofobni dvojvrstve, popfipadé i na povrchu vezikuly [3]. VyuZivani
vezikul jako nosice 1é¢iv ma vyhody, snizi se tim toxicita a 1é¢ivo je chranéno pted hydrolyzou
i oxidaci [12, 15].

2.2.1 Druhy vezikul

Nejcastejsi déleni vezikul je podle velikosti a lamelarity. Zakladni typy vezikul jsou malé
unilamelarni vezikuly (SUV — small unilamellar vesicles), velké unilamelarni vezikuly
(LUV - large unilamellar vesicles), velké oligolamelarni vezikuly (OLV — oligolamellar large
vesicles), velké multilamelarni vezikuly (MLV — multilamellar large vesicles)
a multivezikularni vezikuly (MVV — multivesicular vesicles). Porovnani velikosti nékterych
typt vezikul pro pfedstavu je na obr. 5.

A ) :bn:"Q{. i e
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o 32 3 &
3 RS &
$ 1 :
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5 =) %

100-250 nm 20-100 nm

Obr. 5: Porovnani riznych tipii vezikul [16]
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Malé unilamelarni vezikuly (SUV — small unilamellar vesicles)
Vezikuly jsou tvofené jednou lipidovou dvojvrstvou a pramér se pohybuje mezi 20 az 100 nm,
ukazka vezikuly je zobrazena na obr. 6.

Jejich membrana je hodné zaktivena a z toho diivodu maji tyto vezikuly vysoké membranové
napéti. Nejmensi vezikuly maji velikost okolo 23 nm. Vyhodou téchto malych vezikul je v tom,
ze dokazou unikat z cévniho fecCisté extravaskularné pires endotel kapilar do okolnich tkani.
Stabilita malych vezikul neni velké kvtli deformaci membran, zvySené permeabilité¢ membrany
pro hydrofilni molekuly a nachylnosti K interakcim s vétsimi molekuly.

Obr. 6: Ukdzka vezikuly (SUV) [17]

Velké unilamelarni vezikuly (LUV - large unilamellar vesicles)

Velké unilamelarni vezikuly maji primér kolem 100 az 250 nm, nizké membranové napéti
a vetsi stabilitu. Tyto vezikuly jsou vhodné jako nosice pro hydrofilni 1é¢iva, obsahuji totiz
velké mnozstvi vody, mohou byt vyuzivany jako modely pfirozenych biologickych membran.

Velké oligolamelarni vezikuly (OLV - oligolamellar large vesicles)

Oligolamelarni vezikuly maji n¢kolik vrstev membran a diky témto vrstvam se 1é€iva uvolnuji
pomaleji, mohou se tak podavat ve vysSich davkach. Tyto vezikuly vznikaji jako vedlejsi
produkt pfi ptipravé velkych unilamelarnich vezikul.

Velké multilamelarni vezikuly (MLYV - multilamellar large vesicles)

Velikost velkych multilamelarnich vezikul se pohybuje kolem 1 000 az 5 000 nm. Maji mnoho
lipidovych dvouvrstev a enkapsulovana hydrofilni Ié¢iva se tak uvolnuji velmi pomalu, museji
projit ptes vSechny vrstvy lipidovych dvojvrstev.

Multivezikularni vezikuly (MVV - multivesicular vesicles)

Tento typ molekul vznika jako vedlejsi produkt pii vyrobé hlavné velkych multilameldrnich
vezikul. Multivezikularni vezikula je velkd vezikula, které méa v sobé enkapsulované dalsi
mensi vezikul [17].

2.2.2 Priprava vezikul

Soucasné existuje neékolik metod, kterymi se daji vezikuly ptipravit. Typ metody piipravy
ovliviiuje vlastnosti vezikul, v¢éetné jejich tvaru, velikosti, stability a G¢innosti inkorporace
1é¢iva [18]. Mezi nejcastéjsi metody se fadi hydratace lipidového filmu, metoda zalozena
na odstranéni detergentu, proliposom — liposomdlni metoda, reverzni fdzova evaporizace,
ethanolova nebo éterova injekce.
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U metody hydratace lipidového filmu je lipidovy film tvoien z vice lipidovych vrstev, ty
dusledkem hydratace zacinaji bobtnat a nakonec vznikaji multilamelarni vezikuly. Nejprve
je potieba rozpustit lipidy ve vhodném organickém rozpoustédle. Jako organické rozpoustédlo
se Casto vyuziva chloroform nebo smés chloroformu a methanolu. Koncentrace lipida je typicky
v rozmezi 10-20 mg/ml pii volbé vhodné koncentrace zalezi inarozpustnosti lipidd.
Takto vytvoieny film se susi tak dlouho, jak je potfeba, a nasledné se hydratuje. Hydratace
suchého lipidového filmu se provadi pfidanim vodného roztoku (naptiklad destilovana voda,
tlumivy roztok, fyziologicky roztok nebo neelektrolyty). Po dokonceni hydratace se vytvori
multilamelarni vezikuly (MLV), jejichz velikost se pohybuje kolem 200 az 1 000 nm. Tyto
MLYV se rozdéluji na mensi vezikuly sonifikaci nebo extruzi [16].

Sonifikace je jedna z nejrozsitenéjSich metod pro piipravu SUV. Pii této metodé dochazi
ke vzniku SUV z MLV o velikosti kolem 20—100 nm. Existuji dvé techniky, a to sonifika¢ni
sondy nebo sonifika¢ni vodni lazné.

Sonifikace sondou probiha takovym zplisobem, ze Spicka sonifikatoru je ponofena
do vezikulové disperze, tim se do roztoku uvolni energie, vznika teplo a vzorek se zahftiva,
Castice se rozkmitaji, dojde k mechanickému poSkozeni ¢astic a vznikaji mensi ¢astice (SUV).
Nadoba se vzorkem miiZe byt kvili teploté umisténa v ledové vodni 14zni. Tato metoda ma dvé
nevyhody, dochazi k piehtivani vzorku a sonifika¢ni sonda mtize uvoliiovat ¢astice titanu, které
vzorek kontaminuji.

Sonifikace ve vodni lazni je pouzivanéj$i metoda sonifikace. Probiha tak, ze zkumavka
obsahujici suspenzi se vlozi do vodni lazn€. Konecna velikost vezikul zavisi nejen na dobé
a energii ultrazvuku, ale také na mnoha faktorech, véetné slozeni lipidi, koncentrace a objemu
suspenze. Vzniklé ¢astice nejsou moc stabilni a rady tvori vétsi vezikuly [16, 19, 20].

2.3 Smeési opacné nabitych povrchové aktivnich latek

Vezikuly diky svym vhodnym vlastnostem v oblasti dodavani 1éCiv se staly pomérné
popularni tématikou védeckych studii. Vezikuly se Siroce pouzivaji jako nosice Iékti nebo DNA.
Nevyhodou pouziti vezikul (pfevazné liposomt) je jejich finan¢ni naro¢nost. Jako vhodnou
alternativou jsou smeési opacn€ nabitych povrchové aktivnich latek. Smési opacné nabitych
povrchové nabitych latek se déli na dvé skupiny: katanionické systémy (obsahuji protiionty)
a amfifilni pary (neobsahuji protiionty), rozdil mezi témito skupinami je znazornén na obr. 7

[21].
(-

+
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Obr. 7: Katanionické systémy a amfifilni pary
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2.3.1 Katanionické smési

Katanionické vezikuly jsou pfipravené z levnych opacné nabitych povrchové aktivnich
latek, ty se diky opa¢nému naboji ptitahuji a vznikaji stabilni katanionické agregaty (vezikuly,
micely, srazeniny,...), které obsahuji protiionty. Katanionické systémy se tedy daji povazovat
za vhodné nahrady liposomu. Velikost, naboj a propustnost katanionické vezikuly mohou byt
dale upraveny zménou teploty, koncentrace, molarniho pomeéru a délkou fetézce kationtovych
a aniontovych povrchové aktivnich latek. Katanionické vezikuly mohou uc¢inn€ zapouzdfit
a udrzet molekuly latek po dlouhou dobu, z toho divodu jsou vhodné jako nosice 1éku, které
se budou v t€le uvolnovat po delsi dobu [22].

Tvar katanionickych systémt zavisi na velikosti parametru kritického baleni P, ktery urcuje
druh agregati a byl vysvétlen v kapitole 2.1. Srazeni povrchové aktivnich latek opaéného
naboje nastava, kdyZ jsou naboje ve stejném poméru. Pokud je zaporna nebo kladna povrchoveé
aktivni latka v piebytku, vznikaji rizné nabité asociaty [22]. Pfi uritych pomérech opacné
nabitych tenzidi mohou vznikat vezikuly zobrazené na obr. 8.

| S o
B f

Obr. 8: Ukdzka vzhledu katanionickych vezikul (transmisni elektronovy mikroskop) [23]

Hustota povrchového naboje katanionickych vezikul miZe byt upravovana molarnim
pomérem kationtovych a aniontovych povrchové aktivnich latek. Katanionické vezikuly mohou
tedy interagovat s nabitymi biopolymery, jako jsou proteiny, RNA, DNA nebo syntetické
polyelektrolyty skrz elektrostatické interakce. Jedna se o moznost, jak vytvofit biokompatibilni
katanionické vezikuly, které maji snizenou cytotoxicitu (schopnost nicit bunky) a zvySenou
transfekei (bunky schopné prijmout DNA) [22, 24].

Vezikuly maji hydrofilni i hydrofobni oblasti, dokdZou tak enkapsulovat hydrofilni
i hydrofobni latky, a proto jsou vhodné jako nosice 1é¢iv, ktera se mohou v téle delsi dobu
uvolnovat (fizené uvolnovani 1é¢iv) [21].

V praxi se katanionické vezikuly mohou vyuZivat u interakci se zaporn¢ nabitymi
molekulami DNA, vznikne komplex, ktery je schopen dostat se do bunky endocytozou.
Problémem je to, ze vezikuly tvoii agregaty a z toho divodu se snizi G¢innost transfekce
vzniklych komplext [23].

2.3.2 Amfifilni pary a moZnosti stabilizace

Amfifilni pary jsou nejcastéji znamy pod ptivodnim anglickym ndzvem ion pair amphiphiles
(IPAs). IPA na rozdil od katanionickych systémt neobsahuje protiionty, které jsou
odstranovany napftiklad filtraci. Ukazka amfifilniho paru je zobrazena na obr. 9. IPA obecné
vznikd sparovanim dvou jednofetézovych opacné€ nabitych povrchové aktivnich latek
ve stejném molarnim poméru [21].
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Katanionické vezikuly ptipravené z IPA ve vodné fazi obvykle vykazuji Spatnou fyzikalni
stabilitu. To znamena, Ze katanionické vezikuly snadno agreguji a nemohou si dlouhodobé
udrzet svou velikost. Bylo zjisténo, ze stabilitu ovliviiuje ptidavek alkoholu nebo zména
koncentrace rozpoustédla [6]. Zvyseni fyzikalni stability vezikul mtze byt dosazeno upravou
vnéjsich vezikularnich nebo vnitinich vezikularnich interakci [21].
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Obr. 9: Tvorba IPA z SDS a CTAB [25]

Inter-vezikuldrni odpuzovani lze dosdhnout zavedenim dal§iho nabitého dvoutetézcového
amfifilu naptiklad Kyseliny fosfatidové, ¢imz se navysi elektrostatické odpuzovani a zlepsi
se celkova koloidni stabilita [26].

Kyselina fosfatidova (PA) je nejjednodussi fosfolipid, ktery prestavuje pivodni stavebni
jednotku, ze které je syntetizovana vétSina glycerofosfolipidi. Kyselina fosfatidovd ma
glycerovou patef, dva acylové fetézce a malou fosfatovou hlavu, tvoii tak tvar kuzele. Struktura

je zobrazena na obr. 10. Ukazalo se, Ze ma vliv na intracelularni signalni drahy a bunééné
funkce [27].
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Obr. 10: Struktura kyseliny fosfatidové [28]

Pfidanim kyseliny fosfatidové do dvojvrstvy katanionickych vezikularnich systémut
se zvysSuje celkovy zaporny naboj a svym tvarem podporuje negativni (konkévni) zaktiveni
membrany [29].

Intra-vezikularni modifikace 1ze dosahnout zavedenim stabilizacnich latek jako napiiklad
cholesterol, ktery se tak stdva dllezitou slozkou piizvySovani stability, protoze dokéaze
regulovat tuhost a tekutost membrany [26].

Cholesterol je latka fadici se ke steroidim a ma lipidovou povahu, jeho struktura
je zobrazena na obr. 11. Bézné se vyskytuje v téle, t€lo ho muze dokonce samo vyrobit, ale také

15



je pfijiman v potravé (maso, mlécné vyrobky). V potravé rostlinného ptivodu se cholesterol
nevyskytuje. Nejcastéjsi vyskyt je ve vSech zivociSnych tkanich, v krvi, ve zlu¢i a ma
emulgacni vlastnosti. Z cholesterolu vznikaji v téle steroidni hormony a Zlu¢ové kyseliny, jedna
se také o dulezitou soucast bunéénych membran [30].

HO
Obr. 11: Struktura cholesterolu [31]
Ptidéani cholesterolu do katanionickych vezikularnich systémi se zvySuje vzdalenost mezi
nabitymi hlavnimi skupinami a tim se snizuje schopnost ptitahovani protiionti [32]. Vezikula
stabilizovana cholesterolem a kyselinou fosfatidovou je zobrazena na obr. 12.

Pokud jde o interakci mezi vezikuly, ptidanim dal$i iontové povrchove aktivni latky se zvysi

elektrostatické odpuzovani mezi vezikuly, nedojde tedy k agregaci a vezikuly jsou stabilni delsi
dobu [21].
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Obr. 12: Vezikula s cholesterolem a kyselinou fosfatidovou

2.4 Polyelektrolyty

Polyelektrolyty jsou nabité polymery, které obsahuji ionizovatelné skupiny. Jinymi slovy
seda fict, ze polyelektrolyty jsou vysokomolekularni elektrolyty [11]. Jejich chovani
je castecné jako polymer a Casteéné jako elektrolyt, diky tomu maji mnoho uzite¢nych
vlastnosti. Mezi tyto vlastnosti patfi schopnost zmény tekutosti vodnych roztokl ¢i suspenzi
(¢asto vyuZzivané v potravinafstvi — alginat) a interakce s neutrdlnimi i malymi nabitymi
Casticemi (vyuzivané u zmékcovani vody). Polyelektrolyty dale mohou interagovat s opacné

nabitymi makromolekulami, ¢ehoz se vyuziva naptiklad u selektivné propustnych membran
[33].
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Polyeletrolyty mohou mit biologicky i synteticky puvod a rozdéluji se podle nesouciho
naboje na kationtové, aniontové a amfolytické (amfoterni, proteiny). Kationtové
polyelektrolyty se jinak nazyvaji  polykationty (naptiklad chitosan, hydrochlorid
diethylaminoethyl-dextran) a obsahuji kovalentné véazané kationtové skupiny, stejné¢ tak
se nazyvaji aniontové polyelektrolyty neboli polyanionty (napiiklad hyaluronan sodny,
chondroitin sulfat) [11, 34].

V polarnich rozpoustédlech maji kationtové a aniontové polyelektrolyty schopnost disociace
a vznika makroiont (makrokationt, makroaniont), souasné vznika protiiont, ktery prestavuje
disociovany iont. Protiionty jsou vétSinou nizkomolekuldrni latky, které udrzuji
elektroneutralitu systému. Mezi makroionty a protiiony ptsobi elektrostatické sily a diky nim
jsou protiionty v blizkosti polymerniho fetézce. Celkové vlastnosti polyelektrolytti zavisi
na vice faktorech, naptiklad na koncentraci polyelektrolytu, uspotfddani ionizovanych skupin
podél fetézce, naboji na fetézci, na pritomnosti jiné latky, nebo zalezi na tom, jak moc je kvalitni
rozpoustédlo pro polymerni kostru. Vliv na vlastnosti polyelektrolytu maji 1 protiionty, ty
rozhoduji o tom, jestli je makromolekula rozpustna nebo neni [35, 36].

Amfolytické polyelektrolyty obsahuji kationtové 1 aniontové skupiny a nazyvaji
se polyamfolyty. V polyamfolytech jsou silné elektrostatické interakce, a proto jsou roztoky
hodné citlivé na pH, disociuji na makroionty a ty se nazyvaji makroamfionty [11]. Pti vysokém
pH disociuji pouze kyselé skupiny, disociaci nepodléhaji zasadité skupiny a celkovy naboj
je zaporny. Pii nizké hodnoté pH disociuji zasadité skupiny a celkovy naboj je tedy kladny.
Pokud je pH na stfedni hodnoté disociuji ¢astecné kladné i zaporn€ nabité skupiny a tim jsou
kladné i zaporné naboje vyrovnany, makromolekula nevykazuje zadny naboj a tato hodnota pH
se nazyva izoelektricky bod. Pfirodni polyamfolyty jsou napiiklad proteiny [37].

2.4.1 Dextran a hydrochlorid diethylaminoethyl-dextran

Dextran je pfirodni, biokompatibilni obnovitelny polysacharid, ktery se ziskava predevsim
z mikroorganismu nebo kondenzaci glukozy [38, 39]. Hlavni fetézec se sklada z glukézovych
monomert, Které jsou spojené pievazné a-(1—6) glykosidickou vazbou. Kromé glykosidické
vazby a-(1—6) se vyskytuje v disledku vétveni i a-(1—2), a-(1—3) a a-(1—4) [40]. Postranni
dextranové fetézce mohou mit riznou délku [38]. Struktura dextranu je zobrazena na obr. 13.

--}--0-CH,
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a-1,6 OH
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a-1,6

Obr. 13: Struktura dextranu [38]

Vyuziti dextranu je mozné v fadé primyslovych a lékaiskych aplikaci. Casté vyuziti je jako
nahrazka krevni plazmy, antitrombotikum ke sniZeni viskozity krve nebo jako lubrikant

17



v n¢kterych o¢nich kapkach [38, 40]. V budoucnu by mohl byt dextran Siroce vyuzivan
v podob¢ nanonosic¢ti, hydrogelti a micel pro cilené dodavani 1é¢iv [39].

Dextran byl objeven uz davno v minulosti, kdy zptisoboval komplikace pii vyrobé sladkosti,
konkrétné pfii rafinaci cukru, protoze zvysuje viskozitu roztokli sachar6ézy a tim zanasel riizna
potrubi a filtry. V dnesni dob¢ se dextran vyrabi ze sacharozy kvaSenim bakterii z ¢eledi
Lactobacillus, vysledna struktura produkovaného dextranu zavisi na urcitém druhu bakterie.
Po vytvofeni se osamostatiiuje vysrazenim pomoci pfidavku ethanolu. Vysrazeny dextran lze
dale ¢istit rozpusténim ve vodé a opakovanym srazenim ethanolem [38, 40].

Hydrochlorid diethylaminoethyl-dextran (DEAE-Dx-HCI) se ptipravuje reakci 2-chlor-N,N-
diethylaminoethanem s dextranem. Jedna se o polykationt, ma tedy kladny naboj a velké
I¢kaiské i farmaceutické vyuziti [41]. Vyuziva se v systémech s prodlouzenym uvolfiovanim
proteinli, ve vakcinich jako zesilova¢ imunitni reakce na podany antigen, v systémech
pro transfekci nukleovych kyselin nebo jako stabilizator proteinti [42]. Struktura hydrochloridu
diethylaminoethyl-dextranu je zobrazena na obr. 14.

H
CH» CH-

Obr. 14: Struktura hydrochloridu diethylaminoethyl-dextranu [43]

2.5 Polykationty a zaporné vezikularnimi systémy sloZzené z IPA

Vezikuly se mohou silné¢ asociovat s polymery v roztoku pomoci hydrofobnich nebo
elektrostatickych interakci. Systémy s polymery mohou mit rGzné tvary, coz zavisi
na vlastnostech polymeru. Tvary mohou byt naptiklad globularni vezikuly, fazetové vezikuly,
muize dochéazet i1 k otevieni dvojvrstev, to vede k dérovitym vezikuldm. MiiZze vzniknout
situace, kdy budou vezikuly naruseny natolik, az vzniknou rovinné dvojvrstvé agregaty
podobné tvaru disku [44].

Pokud je vezikularni systém slozeny z iontovych amfifilnich part (IPA) a celkovy naboj
systému je zaporny, t0 se da ovlivnit pfidanim napfiklad kyseliny fosfatidové, snadno muze
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dochazet k interakci s polykationty, protoze zde pisobi elektrostatické a hydrofobni interakce,
coz zé&visi na velikosti ndboje. Vysledny systém, ktery vznikne spojenim zaporné nabitého
vezikularniho systému s polykationty, je zobrazen na obr. 15 a zavisi na nékolika faktorech:
velikosti a koncentraci vezikul, flexibilit¢ polyelektrolytu, jeho hustoté naboje a iontové sile.
Takovéto vzniklé systémy jsou stabilni, vhodné pro modely biomembran a jako systémy
dodavani 1¢ka [45].

Obr. 15: Systém slozeny z IPA S navazanym polykationtem

2.6 Dynamicky rozptyl svétla

Dynamicky rozptyl svétla (DLS), znamy také jako fotonova korela¢ni spektroskopie (PCS),
se pouziva k uréeni velikosti a distribuce ¢astic (koloidni ¢astice, makromolekuly) na zékladé
jejich pohybu v roztoku. Zeta potencial (vysvétlen v kapitole 2.7) souvisi s povrchovym
nabojem c¢astice. Ob&é zminéné metody maji Siroké spektrum vyuziti [46].

Rozptyl svétla ¢asticemi nastava ve chvili, kdy na roztok, ktery obsahuje ¢astice, dopada
paprsek laseru a svétlo se rozptyli do viech smérii. Céstice se v roztoku neustéle pohybuji kviili
Brownovu pohybu. Browntiv pohyb zavisi na velikosti ¢astic, teploté a viskozité rozpoustédla.
Dulezitym rysem Brownova pohybu je to, Ze malé ¢astice se pohybuji rychleji nez castice velké.
V disledku Brownova pohybu intenzita rozptyleného svétla fluktuuje, analyzou fluktuace
rozptyleného svétla se ziskd difuzni koeficient, ktery souvisi s hydrodynamickou velikosti
makromolekuly.

Velikost castic ve vzorku se zjiStuje pomoci koreldtoru, ktery porovnava intenzitu
rozptyleného svétla v kratkych Casovych intervalech, sleduje rozklad korelace. Korelace
se ¢asem snizuje. Velké Castice se pohybuji pomalu, to vede k podobnym pozicim v rtiznych
casovych bodech, a rozklad korelace je tedy pomalejsi nez u malych ¢astic, které se pohybuji
rychle a jejich rozklad je tak rychlejsi.

Souvislost mezi velikosti ¢astic a difuznim koeficientem udava Stokes-Einsteinova rovnice.
Rovnice se pouziva ke stanoveni hydrodynamického poloméru, ktery lze definovat jako
polomér hypotetické koule, kterd difunduje stejnou rychlosti jako zkoumana castice.
Stokes-Einsteinova rovnice:

p=_fel | (2.2)
6rnr,

kde D je transla¢ni difuzni konstanta, kg je Boltzmanova konstanta, T je teplota, # je viskozita
rozpoustédla a rh zna¢i hydrodynamicky polomér [47, 48].
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Dynamicky rozptyl svétla se méfi na pfistroji, ktery ma tii hlavni ¢asti, a to laser, vzorek
Vv kyveté a detektor svétla. Laser pouzivany pii méfeni miize mit riznou vinovou délku, zalezi
na vyrobci piistroje, nejcastéji to byva 532 nm, 633 nm, 638 nm, nebo 830 nm. Pfi méteni
je vzorek umistén v kyveté, pro spravné méfeni by mél byt vzorek co nejcistéjsi a homogenni.
Detektor je nej¢astéji umistén pod tthlem 173°, a to z toho divodu, aby byl schopen detekovat
i zpétny rozptyl a zachytil i niz8$i signaly z menSich ¢astic. Umisténim pod thlem 173°
se zvysuje plocha osvétleného vzorku, coz je vyhodné pro presnéjsi méieni. Obcas se mtize
detektor vyskytovat i pod thlem 90°, coz byva vétSinou u starSich zatizeni. Na obr. 16
je znazornéna instrumentace pro méieni DLS, kde krom¢ tii hlavnich ¢asti je tlumic, ktery tlumi
podle potteby silu laseru, pted detektorem se nachazi zaostfovaci Cocka pro lepsi detekci zateni,
za detektorem je korelator, ktery porovnava intenzitu rozptylené¢ho svétla v Casovych
intervalech, informace jsou nasledné¢ zpracovany a vyhodnoceny systémem Zetasizer
V pocitaci.

Tlumic

Vzorek

Fokusujici
cocka

Detektor

Korelator -
*

Pocitat

Obr. 16: Instrumentace dynamického rozptylu svétla

Vystupem z méteni dynamického rozptylu svétla jsou grafy, které charakterizuji ¢éstice
obsazené v roztoku vzorku. Méfenim dynamického rozptylu svétla a naslednym vyhodnocenim
V systému Zetasizer v pocitaci jsou poskytnuty informace o velikostech jednotlivych ¢astic,
0 distribuci velikosti ¢astic ve vzorku. Je mozné ziskat i informace o objemu ¢astic nebo jejich
poctu. Pomoci dalSich softwart je mozné zjisténa data exportovat do jinych programt pro dalsi
zpracovani. Na obr. 17 je ukazka toho, jak mize vypadat vystup z méteni DLS [46].

/\V /\/\,‘ //\u\ X

~

-
Zobrazeni ¢asové zavislosti intenzity svétla rozptyleného ¢asticemi
o‘\

Korela¢ni kiivka Distribuce velikosti

Obr. 17: Vystup z méreni DLS [48]

20



2.7 Zeta potencial

Zeta potencial (ZP) neboli elektrokineticky potencial je potencial na skluzové roviné
koloidni ¢astice, ktera je nabita a pohybuje se v elektrickém poli. Nabité ¢astice jsou obklopeny
elektrickou dvojvrstvou (viz obr. 18). Vnitini vrstva se nazyva Sternova vrstva a sklada
se z iontd nabitych opacnym nébojem nez je samotna ¢astice, takové ionty jsou vlivem naboju
k ¢astici siln€ pritahovany. Druha vrstva se nazyva difuzni a ta obsahuje ionty nabité stejné jako
Castice, ale nejsou uz pritahovany tak silné. V této vrstveé se nachazi i ionty se stejnym nabojem,
jako je naboj ¢astice. Uvnitt difuzni vrstvy je hypoteticka rovina, nazyvana rovina skluzu, ktera
funguje jako rozhrani, které urCuje oblast ionti pohybujicich se s ¢astici, zbyvajici ionty
se pohybuji s rozpoustédlem. Potencial, ktery vznikd na roviné skluzu, se nazyva jiz zminény
zeta potencial.

Zeta potencial se méfi na stejném pfiistroji jako DLS a taktéz je vyhodnocovan programem
Zetasizer v pocitadi.

Jednim z nejvlivnéjSich parametri v méteni zeta potencialu je pH. S kyselym pH je hodnota
ZP kladné&j$i a naopak se zasaditym pH je ZP vice zaporny. Na zaklad¢ vlivu pH se zeta
potencidl mize vyuzivat pii hledani izoelektrického bodu, kdy mé ZP nulovou hodnotu. Dalsi
ovlivityjici faktor je iontova sila. S vySsi iontovou silou hodnota zeta potencialu klesa a naopak.
Taktéz je nutno zminit koncentraci ¢astic, vztah mezi koncentraci a ZP je slozity, ale vyplyva
Z ngj, Ze zeta potencial se se zvysujici koncentraci zvySuje.

Na zaklad¢ zeta potencidlu se zjist'uje stabilita ¢astic. Mezi ¢asticemi ptisobi podle naboje
pritazlivé a odpudivé sily, pokud maji ¢astice naboj dostatecn¢ velky, tak se navzajem odpuzuji,
naopak pokud je ndboj slaby, ¢astice jsou nestabilni a mohou agregovat. Obecné pokud maji
Castice zeta potencial v rozmezi od -30 mV do 30 mV, povazuji se za nestabilni, zatimco pokud
je hodnota pod -30 mV nebo nad 30 mV, nedochazi k agregaci a ¢astice jsou stabilni [46].

Povrch ¢astice

-
Sternova vrstva

Difuzni vrstva

Povrchovy potencial

mv | ™ Sterniiv potgnmal
*® Zeta potencial

e

Vzdalenost od povrchu

Obr. 18: Schéma elektricke dvojvrstvy [49]
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2.8 Fluorescen¢ni spektroskopie

Pomoci fluorescencni spektroskopie se analyzuji molekuly na zakladé jejich fluorescen¢nich
vlastnosti. Zakladem je fluorescence, fyzikaln¢ chemicky dégj, ktery je typem fotoluminiscence.

Obecné je luminiscence emise svétla zmolekuly a existuje nékolik typu,
napiiklad chemiluminiscence, elektroluminiscence a jiz zminovana fotoluminiscence,
pod kterou se tadi fluorescence a fosforescence.

Pii fluorescenci dochazi k emisi absorbovaného zateni z elektronové excitovaného stavu
zpet do zékladniho stavu za soucasného uvolnéni elektromagnetického zafeni. Fluorescen¢ni
spektroskopie vyuziva paprsek svétla, ktery excituje elektrony v molekulach ze stavu So
do stavu S1 nebo vyssiho (naptiklad u pyrenu). Pfed naslednou emisi dochazi k nezafivym
probiha vzdy ze stavu S3 do stavu So. Svétlo je sméfovano na monochromator, pak na detektor
pro méfeni a identifikaci molekul nebo zmény v molekule [50].

Perrin-Jabtonskiho diagram znazorfiuje procesy, které se vyskytuji mezi absorpci a emisi.
Na obr. 19 je typicky Perrin-Jabtonskiho diagram, kde je znazornén zékladni singletovy stav
(So), dva excitované singletové stavy (S1 a S») a tripletovy excitovany stav (T1). Na kazdém
Z téchto stavil je n€kolik vibra¢nich hladin.

Vibraéni relaxace

I
o Vibraéni relaxace
4 L A &
" Vnitini konverze S
r
4 Spinovi konverze
- T.
3
Absorpce Fluorescence Fosforescence
L A
r
Lk w
Sl] r r

Obr. 19: Perrin-Jablonskiho diagram

Pfechody mezi jednotlivymi stavy trvaji 10 s, coz je velmi kratky &as na to, aby doslo
I K posunuti jader, elektrony se excituji a tomu se fika Franck-Condontv princip. Absorpce
a emise nastavd nejcastéji u molekul s nejniz§i vibracni energii. Energeticky rozdil mezi
zakladnim a excitovanym stavem je velky, z toho divodu se pro excitaci pouziva svételné
zafeni a ne teplo. Jak uZz bylo feceno, pfed naslednou emisi dochdzi k nezativym prechodim
stavu Si. Zativy prechod ze stavu S1 zpét na zakladni stav So (emise) se nazyva fluorescence.
Doba Zivota fluorescence je velmi kratka (10® s). Ze stavu S1 miize dojit ke spinové konverzi
do prvniho tripletového excitovaného stavu T1. Emise z tohoto stavu se nazyva fosforescence.
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Tripletovy stav ma niz§i energii nez singletovy stav, takze emisni maximum fosforescence
se nachazeji pii delSich vinovych délkach nez fluorescence. Fosforescence se fadi mezi
zakazané prechody, ma tak delsi zivotnost nez fluorescence [51, 52].

Fluorescencni spektroskopie se bézn¢ pouzivda ke studiu strukturdlnich zmén
v konjugovanych systémech, aromatickych molekulach a jinych sloucenin v disledku zmény

teploty, pH prostiedi, iontové sily nebo rozpoustédla. Jedna se o vysoce citlivou techniku [51].

2.8.1 Fluorescencni spektrum

Fluorescen¢ni spektrum v ustadleném stavu je takové, kdy je molekula excitovana stalym
zdrojem svétla, zaroven dochézi k emisi a emitované fotony nebo intenzita jsou detekovany
jako funkce vinové délky.

Fluorescencni spektrum je emisni nebo excitacni. Excitacni spektra vykresluji intenzitu
pfi pevné emisni vinové délce a méni se excitacni vinové délky. Excitacni spektrum mulize mit
podobny tvar jako absorp¢ni spektrum, pokud absorbuje jen takova ¢ast molekuly, ktera
je schopna fluorescence. Excitacni spektrum tak poskytuje informace o vinovych délkach,
pii kterych bude vzorek absorbovat tak, aby vlnova délka emise byla stale stejnd. Naopak
emisni spektrum vykresluje intenzitu pii stale stejné excitacni vlnové délce a rizné emisni
vlnové délce, poskytuje informace o molekuldrni struktute fluoroforu a o prostfedi, ve kterém
se nachazi [50, 51].

Emisni spektrum neni zavislé na vlnové délce excitace, coz tikd Kashovo pravidlo,
atoz toho divodu, ze pied emisi dochazi k relaxaci. Fluorescen¢ni piechod tak nastava
Z nejnizsi vibraéni hladiny prvniho excitovaného stavu Si, protoze piebytecnéd energie byla
rozptylena (nezafivé piechody). Relaxace trvd méné nez 1072 s, Existuji vyjimky, jako jsou
fluorofory, které existuji ve dvou ionizacnich stavech, z nichz kazdy vykazuje odlisna absorpéni
a emisni spektra.

Emisni spektrum se obvykle vyskytuje pii vysSich vinovych délkach a niz$i energii
nez excitacni spektrum, protoZe k excitaci je poteba velké mnoZstvi energie. Energie uvolnéna
pfi emisi je niZ8i neZ excitacni energie, protoZe doslo ke ztrat€ Casti energie pfi jiz zminéné
vibra¢ni relaxaci a vnitini konverzi. Tento rozdil mezi excita¢ni a emisni vlnovou délkou
se nazyva Stokestv posun, ktery je vidét na obr. 20, jde tedy 0 rozdil mezi emisnim
a excitaénim maximem. Emisni a excitacni spektra jsou ¢asto zrcadlovym obrazem, a to kvuli
stejnému poméru mezi excitovanym a zakladnim stavem [52].

I 3

Stokestiv posun
<+

Excitace

Intenzita

Y

Vlnova délka (nm)

Obr. 20: Fluorescencni spektrum
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2.8.2 Anizotropie fluorescence

Mg¢éteni anizotropie fluorescence se bézné vyuziva Vv biologickych aplikacich pro zjisténi
informaci o velikosti a tvaru molekul, rigidit¢ molekularniho prostfedi nebo tekutosti membran.

Mg¢éfeni anizotropie je zalozeno na principu fotoselektivni excitace fluoroforti polarizovanym
svétlem. Svétlo je elektromagnetické vinéni, polarizované svétlo ma vsechny elektrické vektory
orientovany stejnym smeérem.

Pfednostné jsou excitovany fluorofory, jejichz prechodovy moment je orientovan
rovnobézné s elektrickym vektorem excitujiciho zéafeni. Pfechodovy moment mé definovanou
orientaci vzhledem k molekularni ose. V roztoku vzorku jsou fluorofory orientovany rizné, coz
znamend, ze dochézi k selektivni excitaci téch, které jsou orientovany v roviné elektrického
vektoru excitujiciho zafeni. Vysledkem selektivni excitace je ¢astecné orientovand populace
fluoroforu, tzv. fotoselekce a polarizovana fluorescenéni emise. Fluorescence anizotropie (r)
a polarizace (P) jsou vyrazy pro stejny jev, vypocitat je 1ze podle téchto vzorci:

potw ol (2.3)
Iy +2- 1,

P— lw =l ’ (2.4)
Ly + 1y

kde 1w a Ivy jsou vertikalni (VV) a horizontalni (VH) intenzity fluorescence.

Fluorescenc¢ni anizotropie je citliva na nékteré faktory, které ovliviiuji rychlost rota¢ni difuze
fluoroforu, a proto zavisi na teploté, viskozité roztoku a vlastnostech fluoroforu. K rota¢ni
difuzi dochazi béhem excitovaného stavu a z toho ditvodu emitované zaieni neodpovida zaieni
absorbovanému. Excitovany stav trva zhruba 1729 ns. Fluorofory v neviskéznim prostiedi rotuji
rychleji a anizotropie se blizi k nule, zatimco opaéné, pokud je prostiedi viskdzni, tak fluorofory
rotuji pomaleji, tudiz se anizotropie zvySuje [52, 53].

2.8.3 Fluorofory

Fluorofory jsou latky schopné fluorescence, obecné se mohou délit na dvé skupiny — vnéjsi
a vnitini.

Vnitini fluorofory se vyskytuji piirozené, fadi se mezi n€¢ aromatické aminokyseliny,
NADH, flaviny, derivaty pyridoxylu, chlorofyl a dalsi. Vngjsi fluorofory jsou takové, které
se ptidavaji do vzorku, které nevykazuji schopnost fluorescence (DNA, lipidy,...) nebo
ke zméné spektralnich vlastnosti vzorku. Mohou se vazat kovalentné nebo nekovalentné, zalezi
na jejich povaze.

Jednim z nejcastéji pouzivanym vnéjSim fluoroforem vazajicim se kovalentné je dansyl
chlorid, pouziva se zejména k oznaceni proteinti. Dal§i vyznamné fluorofory pattici do této
skupiny jsou rhodamin a fluorescein. Jinak se takovym vné&j§im fluoroforim vazajicim
se kovalentn¢ fika fluorescen¢ni znacky.

Vnéjsi fluorofory, které se vazou nekovalentné, se nazyvaji fluorescencni sondy.
Fluorescencni sondy se cCasto vyuzivaji napiiklad jako sondy pro nukleové kyseliny
nebo membranové sondy, protoze membrany obvykle nejsou schopny fluorescence.
Jako membranové sondy se nejcastéji pouzivaji DPH (1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien), prodan (6-
propionyl-2-(dimethylamino)naftalen) nebo laurdan (2-dimethylamino-6-lauroylnaftalen) [52].
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2.8.3.1 DPH (1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien)

DPH je jednou z nejcastéji pouzivanych fluorescenénich membranovych sond. Tvar této
molekuly je tyCinkovity [54]. 1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien, ktery je zobrazen na obr. 21,
je hydrofobni latka. B&zné se vyuziva jako sonda membranové tekutosti pii méfeni
fluorescenéni anizotropie, ktera byla popsana v kapitole 2.8.2. DPH neposkytuje témét zadnou
emisi ve vodné fazi, tudiz vSechna emise je pak z DPH vazaného v membrané [52].

Hloubka umisténi sondy ve dvojvrstvé membrané lze ovlivnit délkou fetézce a tendenci
orientovat se pievazné paralelné s mastnymi acylovymi fetézci dvojvrstvy [55].

DPH

EXCITACE

INTENZITA

L

200 300 400 SO0 600

Obr. 21: DPH — struktura, fluorescencni spektrum a zaclenéni v membrané [52]

2.8.3.2 Laurdan

Laurdan (2-dimethylamino-6-lauroylnaftalen) je amfifilni molekula na bazi naftalenu,
struktura je zobrazena na obr. 22, avyuzivasejako sonda pii méfeni fluorescencni
spektroskopie.

Kvantovy vytézek laurdanu je mnohem vys$i v membranach nez ve vodném prostiedi, tam
je jeho rozpustnost mala. Fluorescenéni excitace a emise laurdanova spektra jsou extrémné
citliva na polaritu a dipolarni dynamiku prostiedi.

Generalizovana polarizace (GP) je zplsob vyhodnocovani spekter, vyuziva se ke studiu
membranovych struktur a dynamiky, fika, kolik molekul rozpoustédla se pohybuje v blizkosti
fluorescen¢ni sondy, konkrétné laurdanu. Generalizovana polarizace tak tedy udéva informace
o membrandch (tekutost a polarita).

Na zakladé¢ rtizné polarity vykazuje laurdan relativné velké posuny v emisnim spektru. Jev
je oznacovan jako relaxace rozpoustédla, kterd je zapfiCinéna pieorientovanim dip6la
rozpoustédla vzhledem k excitovanym molekuldm fluorescencni sondy. Zmeéna orientace
dipola spotiebuje energii excitovaného laurdanu a nastane relativné velky posun v emisnim
spektru smérem k cervené oblasti (vyssi vinova délka), S tim souvisi zminéné generalizovana
polarizace, ktera se vypocita podle nasledujiciho vzorce:

Gp= o=l (2.9)
I, +1,

kde Iy je intenzita v modré oblasti a Ir je intenzita v cervené oblasti.
P#i mensim uspotadanim membrany se v oblasti laurdanu vyskytuje vice rozpoustédla, které
interaguje s fluoroforem, spotfebovava se energie, emise je posunuta k vy$s$im vinovym délkam
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a fluidita membrany je vySS$i. Naopak pfi menSim usporddanim membrany je mnozstvi
rozpoustédla mensi, neni potfeba energie na organizaci a vinova délka je kratsi.

Vysokd hodnota generalizované polarizace je obvykle spojena s nizkou tuhosti, nizkou
polaritou nebo vysokym obsahem cholesterolu v membranach, nizka polarizace znamena opak.

Vyhodou metody generalizované polarizace je moznost ziskani ustdleného stavu
a dynamické informace bez polarizatort. Poskytuje kvantifikace fazovych stava lipidové
membrany v¢etné podti frakci riiznych fazovych stavii v membranach s neznamym lipidovym
slozenim.

Pomoci laurdanu lze rozliSovat, jestli je membrana v uspofadané nebo neuspotradané fazi.
V uspotadané se maximum emise pohybuje kolem 440 nm a pfi neusporadané fazi se emise
pohybuje kolem 490 nm. Nevyhodou laurdanu je citlivost na fotovybélovani [56, 57].

0o

CHj;
H3C

CH3

Obr. 22: Struktura laurdanu

26



3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Zaporné nabité vezikuly

Villasmil-Sdnchez Sheila a spol. studovali vliv slozeni liposomu, lamelaritu, metody
ptipravy, velikost, polydisperzitu a povrchovy ndboj liposomii na U¢innost zapouzdieni
lé¢iva sumatriptan. Zaméfili se predevsim na multilamelarni, unilamelarni a opakované
zamrazované a rozmrazované liposomy. Pro sviij vyzkum vyuzivali pozitivné i zdporn¢ nabité
liposomy. Liposomy s nabojem byly pfipraveny za pouziti fosfatidylcholinu a cholesterolu
v kombinaci se stearylaminem (kladny naboj) nebo dicetylfosfatem (zaporny naboj). VlIastnosti
liposomil byly zjistovany konfokalni laserovou skenovaci mikroskopii, optickou mikroskopii,
dynamickym rozptylem svétla a elektroforetickym rozptylem svétla. Pro ziskani vice informaci
o zapouzdieni se vyuzila dynamické dialyza. Statisticka analyza prokézala, Zze zptsob piipravy
nema vyrazny vliv na zminéné vlastnosti liposomii. Nejvétsi vliv na charakteristické vlastnosti
liposomti mél naboj. Povrchovy néaboj liposomi se ménil v zavislosti na pouzitém nabitém
C¢inidle. Nejvyssi ucinnost liposoml obsahujicich sumatriptan byla prokdzana u pozitivné
nabitych liposomt obsahujicich 6,58: 10,34: 3,73 molarniho poméru
pro fosfatidylcholin:cholesterol:stearylamin. Také prumérna velikost liposomu byla ovlivnéna
nabojem, u pozitivné nabitych liposomd byla mens$i. Kone¢ny vysledek tedy ukéazal,
ze vezikuly obsahujici sumatriptan se chovaji jinak, pokud nesou zaporny naboj a jinak
s kladnym nabojem [58].

Bana Laura a spol. se ve studii zaméfovali na 1écbu Alzheimerovy choroby cilenim
naamyloid-B peptid (Ap) v mozku. Zaméfili se na schopnost liposomu, které byly
bifunkcionalizované kyselinou fosfatidovou a modifikovanym peptidem odvozenym od ApoE
(mApoE-PA-LIP), ovliviiovat agrega¢ni a disagregacni vlastnosti Ap. Zaroven se zajimali
0 schopnost liposomti piekracovat hematoencefalickou bariéru. Zavér studie byl takovy,
ze zminéné bifunkéni liposomy ovliviiuji agregaci a disagregaci Ap, zarovenl jsou schopny
prochazet ptes hematoencefalickou bariéru (in vitro a in vivo). Podobné liposomy se tak mohou
stat potencialni moznosti pro lé¢bu Alzheimerovy choroby [59].

Duan Yin a spol. pracovali na studii, jejiz cilem bylo vytvofit liposomové systémy
pro dodavani cytoplazmatickych 1é¢iv s prodlouzenou Zivotnosti vV Zivém organismu a citlivosti
na pH. Liposomy byly vytvotfeny za pouziti hydrogenovaného s6jového fosfatidylcholinu (HS),
cholesteryl hemisukcinatu (CHEM), polyethylenglykolu (PEG) a diethylentriaminpentaoctové
kyseliny modifikované fosfatidylethanolaminem. Jako metody piipravy vyuzili hydrataci
lipidového filmu a extruzi. Ve studii byly charakterizovany fyzikalné-chemické vlastnosti
riznych systémdu. Citlivost na pH byla hodnocena monitorovanim uvoliiovani zapouzdieného
kalceinu. Stabilita radioaktivné znaCenych liposomii byla hodnocena Vv laboratornich
podminkach inkubaci s lidskym sérem. Nejlepsi systém byl vybran a injekéné podan zdravym
potkantiim pro hodnoceni absorpce tkané a farmakokinetiky. Vytvotené liposomy mély primér
mezi 88 a 102 nm a byly negativné nabity na povrchu. 1 % PEG-HS-CHEM reagoval velmi
rychle na okyseleni a také ukézal silnou degradaci v séru. 4 % PEG-HS-CHEM, ktery
vykazoval jak relativné dobrou citlivost na pH (uvolnovani az do 20 %), tak i dobrou stabilitu
(stabilita> 70 % po 24 hodinach). Tkanova distribuce 4 % PEG-HS-CHEM byla srovnatelna
s distribuci 4 % PEG-HS-Chol, ktery dlouho cirkuloval, ale nebyl pfili$ citlivy na pH, hlavni
akumulaci vykazoval v jatrech, slezing, stievech a ledvinach. Analyza krevni clearance v rychlé
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a pomalé fazi ukazala ptiznivé hodnoty polocasu: 0,6 a 14 hodin. Zavér studie byl takovy,
ze 4 % PEG-HS-CHEM vykazal slibné vysledky v citlivosti na pH, stabilité séra, absorpci tkani
a kinetice, z toho divodu je povazovan za liposomalni systém pro multifunkéni terapeutické
aplikace [60].

Yotsumoto Satoshi a spol. se ve své studii zaméfili na zaporné nabité liposomy enkapsulujici
antigen. Liposomy byly pfipraveny ze dvou fosfolipidi, a to z kyseliny fosfatidové (PA)
a fosfatidylserinu (PS). Tyto dva fosfolipidy jsou hlavnim negativnim nabojem v plazmatické
membran¢. Builky absorbuji pfednostné pravé ty liposomy, které obsahuji kyselinu
fosfatidovou nebo fosfatidylserin. Vysledky studie naznacuji, ze antigen dodavany pomoci
negativné nabitych liposomil obsahujicich PS vykazuje vétsi specifitu nez antigen dodavany
liposomem obsahujicim PA. Zaporné nabité PS-liposmy by mohly byt uzite¢né pii bunécné
terapii. Lepsi vysledek u liposomt, které obsahuji PS, byl jednak kvili zapornému naboji,
ale také méla vliv serinova hlavni ¢ast PS, ktera hrala dalezitou roli pfi rozpoznavani liposoma
bunikami. Soucasné bylo zjisténo, ze PS-liposomy s enkapsulovanym antigenem caste¢né
napodobuji aktivitu apoptotickych bunck, které jsou dulezité predev§im pro imunitni systém
[61].

3.2 Interakce polykationtii s vezikuldrnimi systémy

Ivashkov Oleg V. a spol. se zabyvali studii, ve které jsou syntetizovany polykationty
polymeraci 2-vinylpyridinu a naslednou kvarternizaci vysledného polymeru. Polykationty
na bazi kvaternizovaného 2-vinylpyridinu (PVPQ) se stupném polymerizace od 20 do 440
se hromadi na povrchu malych aniontovych liposomt. Liposomy byly pfipraveny
z kardiolipinu (CL?) a vajeéného lecitinu (EL) nebo dipalmitoylfosfatidylcholinu (DPPC).
Vsechny PVPQ jsou zcela adsorbovany na liposomovy povrch az do urcité koncentrace, pii
které je dosazeno nasyceni (coz je specifické pro kazdy PVPQ). Kratké PVPQ interaguji
s aniontovymi lipidy lokalizovanymi na vnéjsi strané€ lipidové membrany, zatimco dlouhé
PVPQ pfitahuji aniontové lipidy z vnitini strany lipidové membrany na povrch. Komplexy maji
tendenci agregovat, nejveétSi agregaty se tvoii, kdyZz je pocatecni ndboj liposoml plné
neutralizovan ndbojem PVPQ. Tyto vysledky jsou diilezité pro interpretaci biologickych u¢ink
kationtovych polymert a pro vybér kationtovych polymerd pro biomedicinské aplikace [62].

Ji-Yeon Chun a spol. se zabyvali tvorbou stabilnich vicevrstvych liposomi
elektrostatistickym vazanim biopolymeri po vrstvach. Byly pouzity dvojvrstvé lamelarni
vezikuly pfipravené z lecitinu a na néj se vrstvily pozitivné (chitosan) a negativné (Vysoce
methoxylovany pektin a A-karagenan) nabité biopolymery. Vysledky ukazuji omezeni
pfi nanaseni vrstvy po vrstvé, coz je dlileZité pro vyrobce potravin, kteti chtéji vytvaret velmi
silné polymerni vrstvy pro stabilizaci disperzi, jako jsou emulze nebo liposomy [63].

Premanarayani Menon a spol. studovali stabilizaci liposomt elektrostatickym vazanim
polykationtového derivatu dextranu, kterym je diethylaminoethyl dextran (DEAE-DX),
na liposomu sdjového lecitinu. Liposomy byly pfipraveny metodou hydratace tenkého filmu.
Probihalo méteni zeta potencidlu a diferencidlni skenovaci kalorimetrie. Zeta potencial
liposomt se po ptfidani DEAE-Dx zménil z negativniho na pozitivngj$i, tim bylo potvrzeno
potazeni liposoml zminénym polykationtem. Stabilita vytvofenych systémil byla zkoumana
meéfenim velikosti Castic a zeta potencialu po dobu 35 dnd. Sledovanim bylo potvrzeno,
ze suspenze liposomli s DEAE-Dx je stabiln¢j$i neZ suspenze nepotazenych liposomt.
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Ve srovnani s jinymi zkoumanymi koncentracemi DEAE-Dx byla optimalni koncentrace
DEAE-Dx zabudovaného do liposomu pozorovana pii 0,02% (hmotn./obj.). Uginnost
zapouzdreni liposomu potazeného DEAE-Dx vykazuje taktéz mirné€ vyssi hodnotu ve srovnani
S nepotazenymi liposomy [64].

Liposom

Obr. 23: Liposom se zdpornym ndbojem obaleny polykationtem DEAE-Dx [64]

Mengdan Qiang a spol. studovali vliv chitosanem hydrochloridem (CH) a laktoferinem
(LF) modifikované povrchové membrany na vlastnosti liposomli obsahujicich astaxantin.
Liposomy byly pfipraveny pomoci tenkovrstvé ultrazvukové metody. Na zdkladé
elektrostatistickych sil mezi zapornym ndbojem lecitinu z vajecného Zloutku (LF) a kladnym
nabojem CH byl upraven povrch liposomill. Vhodné koncentrace modifikéatord byly stanoveny
na zaklad¢ velikosti Castic, zeta potencialu a ucinnosti zapouzdieni. Vysledky vyzkumu
ukazaly, ze popsana modifikace membrany dokaze G¢inn¢ chranit astaxantin pred oxidaci nebo
degradaci teplem a zvysi se antioxidacni ucinky liposomu. Z toho plyne, ze modifikace povrchu
membrany hraje dilezitou roli pfi stabilizaci liposomu s lipidovou dvojvrstvou [65].

Zheng-Lin Huang a spol. se zabyvali rizné nabitymi katanionickymi vezikuly s hodnotami
potencialu od +59 mV do -96 mV, které byly pfipraveny polospontannim procesem z iontového
amfifilniho paru dodecyltrimethylamonium-dodecylsulfatu (DTMA-DS) a dvou povrchové
aktivnich latek, kationtu dodecyltrimethylamonium bromid (DTMAB) a aniontu dodecylsulfat
sodny (SDS) pfidavkem rozpoustédla 1-propanolu ve vod€. Vznikly tak kladné i zaporné
systétmy. Po pfipravé vezikul byla pozorovana jejich interakce s rlznymi polymery
(hydroxyetylceluloza a hydrofobné modifikovana hydroxyetylceluloza). Pti interakci nabitych
katanionickych systémi s polymery rozpustnymi ve vodé¢, které nemaji naboj ani hydrofobni
interakce, doslo k fazové separaci pii nizkych koncentracich polymeru a gelova struktura byla
vytvofena pii vysokych koncentracich polymeru. Kdyz se jednalo o nenabity polymer,
kde vznikaly hydrofobni interakce mezi katanionickymi vezikuly a polymery, tak nedoslo
k fazové separaci, protoze dominoval hydrofobni u¢inek nad elektrostatickym. Pfi interakci
nabitého katanionického systému s kladnym polyelektrolytem byla fdzova separace silné
zéavisla na naboji vezikul. Zaporné nabit¢ vezikuly v roztoku zpiisobily, ze roztok byl vice
viskozni a fazova separace nastavala, pokud byly vezikuly nabité kladné. V piitomnosti
kationtovych polyelektrolytt s hydrofobnimi interakcemi a zaporné nabitymi vezikuly nastala
fazova separace pii nizSich hodnotach koncentrace polymeru, plsobily tak tedy hydrofobni
i elektrostatické ucinky. U smési kladné nabitych vezikul s hydrofobni modifikaci neprobéhla
fazova separace, vznikly roztok byl opét viskézni a hydrofobni ucinky byly v dominanci
nad elektrostatickymi Gcinky [66].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

Tato ¢ast bakalatské prace obsahuje veskeré vyuzité chemikalie pro pfipravu vzorki, jsou
zde popsany vSechny postupy a metody, kterymi byly pfipravené vzorky zkoumany a nasledné
vyhodnoceny.

4.1 Chemikalie

Tenzidy Dodecylsulfat sodny (SDS)
Vzorec: C12H25Na04S
Mr: 288,38 g-mol?
Sigma Aldrich
CAS: 151-21-3
Cislo garze: L3771-100G
Cistota: > 98,5%
Hexadecyltrimethylamonium bromid (CTAB)
Vzorec: C19H42BrN
Mr: 364,45 g-mol*
Sigma Aldrich
CAS: 57-09-0
Cislo 3arze: H5882-500G
Cistota: > 98%
Lipidy 1,2-dilauroyl-sn-glycero-3-fosfat (sodna sil — PA 12:0)
Mr: 558,661 g-mol™
Avanti Polar Lipids, Inc.
CAS: 108321-06-8
Cislo Sarze: 840635P-200mg
Cholesterol
Vzorec: Co7H460
Mr: 386,65 g-mol™
Sigma Aldrich
CAS: 57-88-5
Cislo Sarze: 26732-25G-F
Cistota: > 99%
Polyelektrolyt Hydrochlorid diethylaminoethyl-dextran (DEAE-Dx-HCI)
Sigma Aldrich
CAS: 9064-91-9
Cislo 3arze: D9885-100G
Sondy 6-dodekanoyl-N,N-dimethyl-2-naftylamine (Laurdan)
Vzorec: C24H3sNO
Mr: 353,54 g-mol'1
Sigma Aldrich
CAS: 74515-25-6
Cislo sarze: 40227-100MG
Cistota: > 97%
1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien (DPH)
Vzorec: CigH16
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Mr: 232,33 g-mol?

Sigma Aldrich (Fluka)

CAS: 1720-32-7

Cislo 3arze: 43050-1g

Cistota: > 98%
Rozpoustédla Chloroform

Vzorec: CHCI3

Mr: 119,38 g-mol*

Penta s.r.o.

CAS: 67-66-3

Cislo 3arze: 2107210716

Aceton

Vzorec: C3HsO

Mr: 58,08 g-mol*

Lach-Ner, s. r. 0.

CAS: 67-64-1

Cistota: > 99,98%

Methanol

Vzorec: CH4O

Mr: 32,04 g-mol'l

Sigma Aldrich (Fluka)

CAS: 67-56-1

Cislo 3arze: 34966-2.5L

Cistota: > 99,9%

Deionizovana voda

Vzorec: H20

Systém: ELGA

4.2 Priprava vzorku

Dalsi kapitoly budou vénovany postupu ptipravy vzorku (viz obr. 24), které byly nasledné
riznymi metodami méteny. Piipravené systémy vznikly z dvou povrchové aktivnich latek.
Pozitivni povrchové aktivni latka byla CTAB a negativni SDS, z nich byly vytvofeny vezikuly
s piidavkem cholesterolu, ktery zajistil intra-vezikularni stabilizaci, a s pfidavkem kyseliny
fosfatidové (PA) pro lepsi inter-vezikularni stabilizaci. Pfidavek zaporné nabité kyseliny
fosfatidové umoznil interakci s polykationtem, konkrétné¢ s DEAE-Dx-HCI.
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Obr. 24: Schéma pripravy systémii

4.2.1 Amfifilni pary

Amfifilni pary (IPA) byly pfipraveny ze dvou roztokii. Prvni roztok obsahoval rozpusténou
potiebnou navazku PAL CTAB v deionizované vodé. Stejné tak byl pfipraven i roztok s PAL
SDS. Navazky povrchové aktivnich latek byly voleny tak, aby koncentrace roztoku cinila
20 mmol-dm™. Oba dva pfipravené roztoky byly ponechany 24h na magnetické michacce,
aby doslo k rozpusténi veskerého mnozstvi povrchov¢ aktivnich latek.

Dalsim krokem v pfipravé IPA bylo smichani jiz pfipravenych roztokti v poméru 1:1.
Vznikly roztok byl opét michan na michacce po dobu 24h, kde byla udrzovana teplota 30 °C.
Vyssi teplota je potfebna zejména kvuli vzniku nekovalentnich vazeb mezi tenzidy a vysrazeni
precipitaitu CTA-DS. Nasledovala desetiminutova centrifugace pii 3500 otackach za minutu
pro oddéleni precipititu CTA-DS od supernatantu. Ziskany precipitat byl pfefiltrovan
na Biichnerové nalevce za snizeného tlaku, zaroven probéhlo promyvani deionizovanou vodou,
aby byly odstranény protiionty. Poslednim krokem bylo suseni pii 50 °C, které trvalo 3 az 5
dni. Konecnym produktem byl bily prasek CTA-DS.

4.2.2 Katanionické vezikularni systémy

Katanionické vezikularni systémy byly pfipravovany jak bez stabilizace, tak zaroven
I stabilizované pomoci cholesterolu nebo i kyseliny fosfatidové. Postup pfipravy byl vzdy
stejny, 1i8il se jen piidavkem ptipadnych dalSich slozek.

Navazka ptipraveného CTA-DS byla zvolena tak, aby mél roztok po zaliti chloroformem
koncentraci 2 mmol-dm=. Do takto vzniklého roztoku byly pfidiny sklenéné kulicky (tyto
kuli¢ky jsou ptidany, aby zvétsily povrch, ze kterého vznikaji po rehydrataci vezikuly) a cely
obsah vialky byl promichan pomoci vortexu, aby se povrch sklenénych kulicek pokryl
roztokem. Po zvortexovani se vialka oteviela a nechal se v digestofi volné odpatit veskery
chloroform. Po tiplném odpateni se na kulickach vytvofil film, ktery byl rehydratovan takovym
mnozstvim deionizované vody, aby mél roztok koncentraci stile 2 mmol-dm=. Na zavér
probéhla sonifikace tyCovym dispergatorem. Vzdy bylo sonifikovano 6 ml roztoku vzorku,
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pro takové mnozstvi byla vyhovujici amplituda 30% a energie 5 kJ. U takto pfipravenych
vzorkil byla nasledné métfena velikost Castic a zeta potencidl, coz bude podrobnéji popsano
v kapitole 4.3.1.

Ptiprava systému s 43 mol. % cholesterolu probihala s tim rozdilem, Ze pti vazeni CTA-DS
bylo navazeno i potfebné mnozstvi cholesterolu, vyse uvedeny postup byl zcela totozny.

Dalsi pripravené systémy nebyly stabilizované pouze cholesterolem, ale i pfidavkem
zaporn¢ nabité amfifilni latky, kterou byla kyselina fosfatidova (PA). Jejim ptidavkem
se zlepSuje celkova stabilita a zvySuje se celkovy zaporny naboj, coz bude dulezité pro interakci
s polykationtem.

Postup ptipravy systémi CTA-DS s cholesterolem a kyselinou fosfatidovou byl opét témér
stejny. Pfi vazeni CTA-DS a cholesterolu bylo navézeno i potfebné mnozstvi kyseliny
fosfatidové. Vzorky byly pfipraveny se Ctyfmiriznymi  koncentracemi  PA
(5, 10, 20 230 mol. %). Po navazeni vsSech potiebnych latek byl pfidan chloroform
s methanolem v poméru 4:1. Methanol se piidava v systémech s kyselinou fosfatidovou
pro zabezpeceni jejiho uplného rozpusSténi. Dalsi kroky ptipravy systému CTA-DS
s cholesterolem a PA byly stejné, jak je uvedeno vyse.

4.2.3 Interakce zaporné nabitého katanionického vezikularniho systému
s polykationtem

Pro ptipravu vzorkti s DEAE-Dx-HCI bylo nejprve potiebné piipravit roztok DEAE-Dx-HCI
Vv deionizované vod¢. Koncentrace DEAE-Dx-HCI v ptipravenych systémech byla 0,1 hm. %
nebo 1 hm. %. Do vialky bylo navazeno potfebné mnozstvi DEAE-Dx-HCI a zalito
deionizovanou vodou, roztok byl ponechan na magnetické michaéce po dobu 24h, aby doslo
k tplnému rozpusténi. Po uplynulé dob¢ doslo ke smichani systému CTA-DS s cholesterolem
a PA vpoméru 1:1 sroztokem DEAE-Dx-HCI. Vznikly roztok byl opét 24h michan
na magnetické michacce, aby doslo k conejlepSimu obaleni vezikul hydrochloridem
diethylaminoethyl-dextranem.

4.2.4 Sondy

MozZnost méfit generalizovanou polarizaci a anizotropii vzorku zajistily sondy. Pro méteni
anizotropie byl vyuzit DPH a pro generalizovanou polarizaci laurdan.

Nejprve byly ptipraveny zasobni roztoky laudranu a DPH. Potiebna navazka byla zalita
takovym mnoZstvim acetonu, aby koncentrace byla 10 mol-dm, takto pfipraveny roztok byl
homogenizovan nez se celd navazka rozpustila.

Do vialky byl napipetovan 1 ml nachystaného systému CTA-DS s cholesterolem popt. s PA
nebo i DEAE-Dx-HCI, 4 ml deionizované vody a roztok potiebné sondy v takovém mnozstvi,
aby koncentrace sondy ve vzorku byla 10° mol-dm. Vialky s ptipravenymi roztok se nechaly
24h homogenizovat a ndsledné byla méfena generalizovana polarizace s anizotropii.

4.3 Meéreni a zpracovani vysledkii

4.3.1 Velikost ¢astic a zeta potencial

Me¢éfteni na pfistroji ZetaSizer Nano ZS (Malvern Instrument) bylo provedeno piedevsim
z diivodu potvrzeni vzniku ¢astic, zjisténi distribuce velikosti ¢astic ve vzorcich a velikosti zeta
potencialu.
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Pti méfeni distribuce velikosti ¢astic se pouzivaly sklenéné kyvety, po umisténi vzorku
do pristroje bylo spusténo samotné méfeni. Méfeni probihalo pii 25 °C s kalibraci na 30s.
Vzorkem prochazel laser a systém vyhodnotil distribuci velikosti Castic na zakladé
dynamického rozptylu svétla. Kazdy vzorek byl proméien tiikrat, vysledné hodnoty byly
zprimérovany a byl vytvotfen graf zavislosti intenzity rozptyleného svétla na velikosti ¢astic.
Z méteni distribuce velikosti ¢astic byla vyuzita i hodnota PDI (polydisperzni index) a také Z-
average, coz je stiedni hodnota velikosti ¢astic. Z naméfenych dat byly sestrojeny grafy
zavislosti intenzity na velikosti ¢astic.

Po meéfeni distribuce velikosti ¢astic ve vzorku nasledovalo méfeni zeta potencialu.
Do sklenéné kyvety se vzorem byla ptidana DIP cell elektroda, méfeni prob&hlo opét pti 25 °C.
Mg¢fteni v tomto ptipadé probéhlo pétkrat a vysledna hodnota predstavovala priimér peti méfent.
Naméiend data byla opét zpracovana do formy grafu zavislosti zeta potencialu na koncentraci
DEAE-Dx-HCI nebo PA ve vzorku.

4.3.2 Generalizovana polarizace
Generalizovana polarizace byla méfena u vzorkli obsahujicich laurdan. Méteni probihalo
na spektrofotometru (Edinburgh Instruments FS5), jehoz konstrukce je zobrazena na obr. 25.
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Obr. 25: Vnitini usporadani spektrofotometru FS5 [67]

Pfed samotnym métenim se vzorek nalil do kiemenné kyvety a vlozil do pfistroje. Teplota
méfeni zac¢inala na 65°C a klesala po 5°C az na teplotu 15°C s tim, Ze po kazdém klesnuti o 5°C
byl stabilizaéni ¢as 2 minuty nez zacCalo méfeni. Excitaéni monochromator byl nastaven
na 350 nm a emisni spektrum bylo méfeno v rozmezi 450 nm az 550 nm s krokem 2 nm.
Rozmezi spektra bylo zvoleno s ohledem na to, Ze u generalizované polarizace jsou podstatné
dvé emisni maxima, pii 440 nm v uspofadané fazi (modra oblast) a pifi 490 nm ve fazi
neusporadané (Cervena oblast). Z naméfenych intenzit byla vypocitana hodnota generalizované
polarizace, coz bylo popsano v kapitole 2.8.3.2. Z vypocitanych hodnot generalizované
polarizace byly sestaveny grafy zavislosti generalizované polarizace na teploté.

4.3.3 Anizotropie
Anizotropie byla méfena u vzorkl obsahujicich sondu DPH, opét se vyuzivala kiemenna
kyveta a spektrofotometr (Edinburgh Instruments FS5). Méfeni probihalo velmi podobné,
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rozdil byl pouze v nastaveni piistroje. Teplota méfeni zastala stejnd, zacinalo
se na 65°C sklesanim az po 15°C a krokem 5°C. Stabiliza¢ni ¢as byl nastaven na 2 minuty
a nasledné probihalo samotné méteni. Pfi méteni anizotropie bylo potieba zapnout polarizatory,
protoze, jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.8.2, k méfeni anizotropie je potfeba polarizované
svétlo. Vlnova délka excitatniho monochromatoru zlstala na hodnot¢ 350 nm. Emise
anizotropie byla méfena v rozmezi 395 nm az 495 nm s krokem 4 nm. Namétfend data byla
zpracovana a vysledkem byl graf zavislosti anizotropie na teploté.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Katanionicky vezikularni systém CTA-DS s 43 mol. % cholesterolu

Nejprve byly ptipraveny systémy CTA-DS bez jakéhokoliv typu stabilizace. Systémy
vykazovaly vysokou miru nestability — okem pozorovatelné velké agregaty. Z toho divodu
nebylo mozné tyto roztoky nijak nadale charakterizovat. Divodem nestability roztokt byla
nedostatecna elektrostaticka stabilita ¢astic ¢i ztuzeni membrany, coz mélo za nasledek vznik
agregatul.

Dalsi systétmy CTA-DS byly stabilizovany cholesterolem (popsano v kapitole 2.3.2),
po sonifikaci byl roztok opalescentni a bez viditelnych Castic. Koncentrace cholesterolu byla
zvolena 43 mol. % dle ¢lanku [68], kde tato koncentrace v systémech zpusobila jednu
Z nejlepsich stabilizaci spolu s 53 mol. %. Vyssi koncentrace cholesterolu nebyla volena
predev§sim z mozného divodu snizeni enkapsula¢ni G¢innosti pro hydrofobni 1é¢iva [69].
Vizualni rozdil mezi stabilizovanym a nestabilizovanym systém je zobrazen na obr. 26.
Stabilizované roztoky cholesterolem byly po sonifikaci 5x ziedény a bez dalSich problémi
podrobeny méteni velikosti Castic a zeta potencialu. Stfedni velikost ¢astic byla stanovena
na (176 + 21) nm a zeta potencial byl (10,3 =2,3) mV. Pozdé&ji probéhlo méfeni anizotropie
a generalizované polarizace, cemuz jsou vénovany kapitoly 5.3 a 5.4.

Obr. 26: Nestabilizovany a stabilizovany systém pomoci 43 mol. % cholesterolu

5.1.1 Katanionické vezikularni systémy CTA-DS s pridavkem cholesterolu a kyseliny
fosfatidové
Po ptipravé systémi CTA-DS s 43 mol. % cholesterolu byla do dalSich vzorka ptidana
kyselina fosfatidova v koncentracich 5, 10, 20 a 30 mol. %. Ptidavkem kyseliny fosfatidové
doslo k dalsimu zlepSeni stability systémi (popsano v kapitole 2.3.2) oproti systémim bez PA
a to je mozno pozorovat na obr. 27.

Obr. 27: Vzorky systémit CTA-DS bez cholesterolu, s cholesterolem a pridavkem PA (5, 10, 20,
30 mol. %)
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Na obr. 28 je zobrazena distribuce velikosti ¢astic podle ptidavku PA. K¥ivka zobrazujici
systém bez stabilizace piidavkem PA ukazuje vyskyt vezikul s vétsi velikosti (0,5 — 5 um).
V disledku pridavku 5 mol. % zaporné kyseliny fosfatidové doslo ke zvysSeni elektrostatickych
odpudivych sil, dochdzelo mén¢ k agregaci castic, celkova stabilita vezikul byla vétsi a tim
doslo k zuzeni piku distribuc¢ni kiivky. Velikost vezikul byla mensi (106 +6) nm oproti
velikosti bez PA (176 = 26) nm. U dalsich systému s vétSim piidavkem kyseliny fosfatidové
(10, 20, 30 mol. %) se velikost vezikul jesté snizila a piky distribu¢nich kfivek se vice zuzily
(viz obr. 28).
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Obr. 28: Distribuce velikosti vezikuldrnich systémit CTA-DS s 43 mol. % cholesterolu a riiznou

molarni koncentraci PA

Hodnota zeta potencialu se s pfidavanim kyseliny fosfatidové také menila. Bez ptidavku PA
se vezikuly pohybovaly v nestabilni oblasti (10,3 +2,3) mV, ovS§em po ptidavku PA se hodnota
vyrazné snizila. Kyselina fosfatidovd méa zaporny nédboj, hodnoty zeta potencidlu se tak
pfesunuly do zdpornéjSich hodnot a tim bylo potvrzeno zalenéni PA do membrany
ptipravenych vezikul. I pfi niz§ich koncentracich PA (5, 10 mol. %) se hodnota zeta potencialu
pohybovala ve stabilni oblasti. Nejnizsi hodnoty ZP bylo dosazeno u ptidavku 30 mol. % PA,
ato (-52,2 + 3,2) mV. V tab. 1 je ptehled zmény hodnot velikosti, polydisperzniho indexu
a zeta potencialu podle ptidavku kyseliny fosfatidové.

Tab. 1: Prehled hodnot velikosti, PDI a ZP, pri riizném pridavku PA

PA [mol. %] Velikost [nm] PDI Zeta potencial [mV]
0 176 £ 21 0,387 £ 0,079 10,3+2,3
5 106 + 6 0,335+ 0,053 42,0+ 1,6
10 74+ 3 0,337 + 0,060 -385+4,6
20 77+7 0,285 + 0,022 -50,1+2,8
30 86+6 0,260 £ 0,012 -52,2+£3,2
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5.2 Interakce zaporné nabitého katanionického vezikularniho systému s DEAE-
Dx-HCI

Ptipravené systémy s cholesterolem a kyselinou fosfatidovou (5, 10, 20, 30 mol. %) maji
zaporny naboj, muze tak dochazet k interakci s polykationty, konkrétné s hydrochloridem
diethylaminoethyl-dextranem. Pro potvrzeni navazani DEAE-Dx-HCI na vezikuly byla métena
zména Vvelikosti vzniklych systému a také zména hodnoty zeta potencialu do kladnych hodnot.

Hydrochlorid diethylaminoethyl-dextran byl ptfidavan ve dvou koncentracich 0,1 hm. %
a 1 hm. %. Tyto koncentrace byly zvoleny na zaklad¢ diplomové prace Ing. Romany Repové,
kdy pfti nich nedochazelo k vysrazeni ¢astic, které¢ by nam mohly ovliviiovat nasledujici méteni
[70].

5.2.1 Zaporné nabité katanionické systémy s piidavkem 0,1 hm. % DEAE-Dx-HCI

K systémlim obsahujicim cholesterol a kyselinu fosfatidovou v riznych koncentracich bylo
ptidavano 0,1 hm. % DEAE-Dx-HCI. Vzniklé roztoky neobsahovaly zadné srazeniny viditelné
okem, ale byly zakalené, jak je mozno vidét na obr. 29.

Obr. 29: Systémy s cholesterolem, riiznou moldarni koncentraci PA a 0,1 hm. % DEAE-Dx-HCI

Pfi méfeni distribuce velikosti ¢astic, bylo potvrzeno navazani DEAE-Dx-HCI na zaporné
vezikuly, protoze doslo ke zvySeni velikosti, posunu distribuce velikosti a zvysSeni zeta
potencialu (viz obr. 33). Distribuce velikosti ¢astic po pfidavku DEAE-Dx-HCI se s riznou
koncentraci PA vyrazné neliSila, to je mozno vidét na obr. 30. Stiedni velikost ¢astic
u5mol. % PA byla vétsi, coz mohlo byt zpisobeno vyrovnanim kladného a zaporného
po piidani DEAE-Dx-HCI, ¢imz mohly vzniknout vétsi ¢astice v oblasti 1-5 um a to vysvétluje
narust stitedni velikosti i v ramci distribuce ¢astic. U vezikul s 10 mol. % PA byla velikost ¢astic
(236 + 6) nm, u systému s 20 a 30 mol. % PA se zvysila (viz obr. 30 a tab. 2), protoze fetézce
DEAE-Dx-HCI byly ptitahovany k vezikule, ktera obsahovala vice zaporné latky, tudiz
se mohlo navazat vétsi mnozstvi polykationtu. Rozdil velikosti mezi vezikulami
s 20 a 30 mol. % PA byl zanedbatelny.
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Obr. 30: Distribuce velikosti vezikuldrnich systémit CTA-DS s 43 mol. % cholesterolu, riznou
moldrni koncentraci PA a 0,1 hm. % DEAE-Dx-HCI

Soucasné doslo k posunuti hodnot zeta potencialu ze zapornych hodnot do stabilni oblasti
hodnot kladnych (viz tab. 2), takovy prabéh byl o¢ekavan a bylo tak znova potvrzeno navazani
DEAE-Dx-HCI na vezikuly. Tim, ze se hodnoty pohybuji ve stabilni oblasti, bylo zaroven
potvrzeno, ze doslo k Giplnému obaleni vezikul polykationtem DEAE-Dx-HCI. Nejvyssi
hodnota zeta potencidlu ze vSech métenych vzorkii byla zjiStena u systétmu CTA-DS
s 30 mol. % PA a 0,1 hm. % DEAE-Dx-HCI, jehoz hodnota byla (45,8 = 1,9) mV. Divodem
muze byt husty zdporny naboj kyseliny fosfatidové a v dasledku toho vznik silné vrstvy DEAE-
Dx-HCI.

Tab. 2: Prehled hodnot velikosti, PDI a ZP, pri rizném pridavku PA a 0,1 hm. % DEAE-Dx-HCI

PA [mol. %] Velikost [nm] PDI Zeta potencial [mV]
5 324 + 46 0,428 + 0,032 416+7,0
10 236+ 6 0,329 + 0,038 45,0+9,6
20 331+4 0,279+ 0,015 439+2,6
30 323+5 0,282+ 0,014 458+19

5.2.2 Zaporné nabité katanionické systémy s pridavkem 1 hm. % DEAE-Dx-HCI

Dalsi koncentraci DEAE-Dx-HCI, ktera byla pfidavana k pfipravenym systémim CTA-DS
s cholesterolem a kyselinou fosfatidovou, byla 1 hm. %. Interakci 1 hm. % DEAE-Dx-HCI
s vezikuly vznikly roztoky, které byly mén¢ zakalené nez vzorky piedeslé s pridavkem
0,1 hm. % DEAE-Dx-HCI.

Roztoky obsahujici 5, 10 a 20 mol. % PA byly opalescentni a neobsahovaly zadné ¢éstice
viditelné okem, jen vzorek s obsahem 30 mol. % kyseliny fosfatidové byl jemné zakaleny, jak
je vidét na obr. 31.
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Obr. 31: Systémy s cholesterolem, riiznou moldrni koncentraci PA a 1 hm. % DEAE-Dx-HCI

Pro potvrzeni obaleni vezikul polykationtem byla opét meéfena velikost Castic a zeta
potencial. V tomto piipadé bylo ovéteno, ze DEAE-Dx-HCI byl navazan na zaporné nabité
vezikuly, protoze doslo k vyraznému zvétSeni velikosti systému oproti vezikulam bez DEAE-
Dx-HCI. Se zvysujici se koncentraci PA se zvySovala i velikost ¢astic (viz obr. 32 a tab. 3).
Naptiklad u vezikul s obsahem 20 mol. % PA doslo ke zvétSeni z pivodnich (77 £ 67) nm
na (1204 + 128) nm, zatimco ve vzorku s 0,1 hm. % DEAE-Dx-HCI se velikost ¢astic
pohybovala kolem (331 + 4) nm.
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Obr. 32: Distribuce velikosti vezikuldrnich systémii CTA-DS s 43 mol. % cholesterolu, riznou
molarni koncentraci PA a 1 hm. % DEAE-Dx-HCI

Nejvétsi hodnota velikosti ¢astic ze vSech vzorkl byla (1 325 + 67) nm u systému CTA-DS
s 30 mol. % PA a piidavkem 1 hm. % DEAE-Dx-HCI. Céstice mohou byt takto velké diky
vétsimu mnozstvi zaporné latky a DEAE-Dx-HCI ve vzorku, takZe se mohla vytvofit velka
vrstva DEAE-Dx-HCI na vezikule. Druhou moznosti divodu vzniku velkych vezikul mohla byt
situace, kdy se kvuli velkému obsahu fetézci DEAE-Dx-HCI nenavazaly vSechny na vezikulu
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a zustaly vroztoku vzorku volné€, plisobily mezi nimi odpudivé sily, coz by odpovidalo
I poklesu zeta potencialu na rozdil od vzorkd s ptidavkem 0,1 hm. % DEAE-Dx-HCI.

Jak je vidét na obr. 33, velikost ¢astic se s pridavanim hydrochloridu diethylaminoethyl-
dextranu zvétSovala. Zaroven s posunutim distribuce velikosti ¢astic k vy$§im hodnotam lze
pozorovat zuzeni piku oproti nizSim velikostem castic. Stejny nartst velikosti Castic byl
pozorovan i u ostatnich pfipravenych systému s jinym ptidavkem kyseliny fosfatidové (5, 10,
20 mol. %), coZ je vidét na obrazcich v prilohyach. Primérmé se velikost s pfidavkem DEAE-
Dx-HCI zvétsovala téikrat az &tytikrat oproti piivodni velikosti. Castice ve vzorku s 30 mol. %
PA bez DEAE-Dx-HCI mély velikost (86 + 6) nm, s ptidavkem 0,1 hm. % DEAE-Dx-HCI
(324 £ 67) nm a s piidavkem 1 hm. % DEAE-Dx-HCI (1 325 £+ 67) nm.
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Obr. 33: Distribuce velikosti castic u vzorku s 30 mol. % PA a riuznym pridavkem DEAE-DX-HCI

Uspé&sné obaleni vezikul hydrochloridem diethylaminoethyl-dextranem bylo dokazano
I méfenim zeta potencialu, kdy se hodnoty ze zapornych piesunuly do kladnych a stabilnich,
jak je vidét v tab. 3. Velikost zeta potencialu u systému s piidavkem 1 hm. % DEAE-Dx-HCI
byla mensi nez u vzorkid s obsahem 0,1 hm. % DEAE-Dx-HCI, z toho plyne, Ze Castice jsou
mén¢ stabilni, ale hodnoty se stale drzi v hodnotach stabilnich ¢astic.

Tab. 3: Prehled hodnot velikosti, PDI a ZP, pri riizném pridavku PA a 1 hm. % DEAE-Dx-HCI

PA [mol. %] Velikost [nm] PDI Zeta potencial [mV]
5 948 + 156 0,383 £ 0,033 315+70
10 1116 £ 162 0,353 £ 0,075 34,2+9,6
20 1204 + 128 0,282 + 0,067 343+£26
30 1325 + 67 0,278 £ 0,026 31,2+1,9

5.3 Méreni generalizované polarizace

Pro méfeni generalizované polarizace byla do systémil pfidana sonda laurdan, kterd
umoziuje zkoumani vnéjsi casti vezikularni dvojvrstvy. Naméiena data byla zpracovana podle
toho, jak bylo popsano v kapitole 4.3.2. Tvar zavislosti generalizované polarizace na teploté
(viz obr. 34) predstavuje pfechod membrany z uspofadané do neuspotadané faze. Zavislost
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odpovida postupné klesajicimu charakteru, kdy vysoké hodnoty GP znamenaji, ze je systém
uspofddany (voda je uspofddand a méné mobilni), kdezto nizké hodnoty GP znamenaji
neuspofadanost membrany (mobilni molekuly vody).
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Obr. 34: Zavislost generalizované polarizace na teploté pro vzorky bez DEAE-Dx-HCI

Teoreticka kiivka pro 0 mol. % PA je nejméné zakiivena oproti kiivkam s ptidavkem PA.
Takovy tvar je zplsobeny tim, ze ptidavek x mol. % PA vedl ke snizeni molérnich procent
cholesterolu. S pfidavanim cholesterolu se jeji tvar vyrovnava a roztok s 0 mol. % PA obsahuje
nejvetsi mnozstvi cholesterolu [71]. V tab. 4 jsou uvedeny piepocitané hodnoty mol. %
cholesterolu po ptidavku kyseliny fosfatidové. Kromé vyse popsaného vlivu mohly byt hodnoty
generalizované polarizace ovlivnény samotnou pfitomnosti PA. Kyselina fosfatidovd ma
pomérné malou hydrofilni hlavu (vic¢i hydrofobni ¢asti) a neni schopna tésné vazby
Vv povrchoveé vrstveé vezikul. Molekuly vody se v tomto ptipad¢ chovaji jako ,,spacery®, které
zajist'uji tésnou vazbu mezi fosfolipidy [72]. Diky tomuto efektu mohla byt GP, ktera reaguje
na mobilitu molekul vody, ovlivnéna i pifidavkem PA [73].

Tab. 4: Snizeni obsahu cholesterolu (mol. %) po pridavku PA

Pridavek PA [mol. %] Obsah cholesterolu po piridavku PA [mol. %]
0 43
5 42
10 41
20 38
30 34

M¢étfenim bylo zjiSténo, Ze na vyslednou hodnotu generalizované polarizace ma vliv
jak obsah cholesterolu v systémech, tak kyselina fosfatidova a DEAE-Dx-HCI. Inkorporace
cholesterolu do vezikul ma vliv na pevnost systémd. Na uvedeném obrazku (obr. 35)
s vysledkem méfeni vzorku s 5 mol. % PA je vidét, Zze hodnoty GP u riznych ptidavkt DEAE-
Dx-HCI splyvaji dohromady a neni zde tedy mozno fict, Ze by GP reagovala na pfidavek
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DEAE-Dx-HCI. Dtivodem muze byt mensi hustota zaporného naboje a tim mensi interakce
s polykationtem.
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Obr. 35: Zavislost generalizované polarizace na teploté u vzorku s cholesterolem, 5 mol. % PA
a DEAE-Dx-HCI

Generalizovana polarizace se s usporfadanim systému zvySuje [70]. Bylo ovéfeno,
ze U vzorkl obsahujicich vyssi koncentraci PA nez je 5 mol. % pifidavek DEAE-Dx-HCI
ovliviiuje hodnotu GP a tedy uspotddanost membrany.

U systémd, které obsahovaly 10, 20 a 30 mol. % PA byl vliv DEAE-Dx-HCI podobny.
Ptidavkem DEAE-Dx-HCI se zvySovala hodnota GP (viz obr. 36), takze vzniklé ¢astice byly
vice usporadané a pevnéjsi. DEAE-Dx-HCI mohlo mit vliv na uspotadani ¢astic z toho diivodu,
7e je to hydrofilni polymer, ktery je schopen uspotadat vodu na svém povrchu a snizit tak jeji
mobilitu. Pokud doslo k ovlivnéni mobility vody v blizkosti membran, miiZze to znamenat
i ¢astecné vmezeteni polymeru do fosfolipidové dvojvrstvy.
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Obr. 36: Zavislost generalizované polarizace na teploté u vzorku s cholesterolem, 10 mol. % PA
a DEAE-Dx-HCI
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5.4 Méreni anizotropie

K méfeni anizotropie byla do roztoka vzorki piidana sonda DPH. Oproti laurdanu nezlstava
DPH jen na povrchu membran, ala zac¢lenuje se dovnitf. Po zpracovani namétenych dat byly
vytvofeny zavislosti anizotropie na teploté. Obecné se hodnota anizotropie s vyssi teplotou
snizuje a zaroven klesa tuhost membrany. Vyssi teplota zpisobuje vétsi pohyblivost i flexibilitu
hydrofobnich ocast [73]. U nizsich teplot je vidét maly nebo téméf zadny rozdil hodnot
anizotropie, s rostouci teplotou se rozdily zvétsuji. Na obr. 37 je ziskana zavislost pro vzorky,
které neobsahovaly DEAE-DXx-HCI. Zaélenéni kyseliny fosfatidové vede ke zméné tuhosti
membrany, ¢im vice je PA, tim klesa tuhost i anizotropie. U kiivky odpovidajici vzorku
s 0 mol. % kyseliny fosfatidové je viditelny mirné rovnéjsi tvar, ptedev§im v oblasti vyssich
teplot, a to z toho divodu, Ze vzorek obsahuje nejvétsi mnozstvi cholesterolu oproti vzorkiim
s PA, kde je mens$i molarni koncentrace cholesterolu (viz tab. 4).
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Obr. 37: Zavislost anizotropie na teploté pro vzorky bez DEAE-Dx-HCI

Dal$im moZnym vysvétlim zmény mikroviskozity membrany, ktera je zkouména sondou
DPH [71] je fakt, Ze kyselina fosfatidova obsahuje hydrofobni konce kratsi nez CTAB
(12 uhlikid) a prave tyto hydrofobni konce mohou ovlivnit tuhost membrany [73].

Na obr. 38 je zavislost pro roztoky s pfidavkem 5 mol. % PA. Kfivky vypadaji velmi
podobné jak pro vzorky bez DEAE-Dx-HCI, tak s DEAE-Dx-HCI, ¢imz se potvrzuje minimalni
nebo zadny vliv piidavku DEAE-DX-HCI na vnitini vlastnosti membran. Zaroven nebyla
pozorovana zadna odchylka hodnot anizotropie pii nizsich teplotach. Hydrochlorid
diethylaminoethyl-dextran je pfitahovan pouze na povrch vezikuly, nemél by mit tak vliv
na fluiditu vnitini ¢asti membrany, ovSem muize nastat situace, ze by se DEAE-Dx-HCI vnotil
lehce i do membrany, coz ale nebylo pii méfeni nijak ovéfeno ani zjisténo.
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Obr. 38: Zavislost anizotropie na teploté pro vzorky s 5 mol. % PA

U skupiny vzorka s ptidavkem 1 hm. % DEAE-Dx-HCI byla zavislost anizotropie na teploté
znova podobna jako u vzorku ptedeslych (0 a 0,1 hm. % DEAE-Dx-HCI), aZ na to, Ze pfi tomto
méteni nebyly rozdily v hodnotéch anizotropie u niz$ich teplot viibec z4dné a u vyssich byly
mensi (viz obr. 39) nez u ptedeslych vzorkd.
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Obr. 39: Zavislost anizotropie na teploté pro vzorky s 1 hm. % DEAE-Dx-HCI
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6 ZAVER

Jednim z cilt této bakalaiské prace byla reSerSe na piipravu komplexti obsahujicich
polykationt a zaporn¢ nabity vezikularni systém s piihlédnutim na problematiku iontovych
amfifilnich part. Dal$im cilem byla pfiprava zaporné nabité¢ho systému CTA-DS a jeho
nasledna interakce s polykationtem hydrochloridem diethylaminoethyl-dextranem. Fyzikaln¢-
chemicka charakterizace pripravenych systémi byla provedena méfenim velikosti Castic,
velikosti zeta potencialu, generalizované polarizace a anizotropie. VSechny tyto vymezené cile
prace byly splnény.

Zakladem byla ptiprava katanionického vezikularniho systému CTA-DS z amfifilnich part.
Amfifilni par je slozen z latky kladné a zaporné, v ptipad¢ této prace byla pouzita zaporna latka
dodecylsiran sodny a kladna latka byla cetyltrimethylamonium bromid. Systémy byly velmi
nestabilni, takZze pted interakci s polykationtem musely byt stabilizovany.

Stabilizace byla provedena jak inter-vezikularni, tak intra-vezikularni. Zaclenénim
cholesterolu do membrany byla zajisténa intra-vezikularni stabilizace. O inter-vezikularni
stabilizaci se postarala kyselina fosfatidova, ktera ma zaporny naboj, a cely systém se diky
ni stal tedy zdpornym. Zaporny naboj pfipravenych systémii CTA-DS byl dilezity, protoze
umoznil interakci s polykationtem, kterym byl hydrochlorid diethylaminoethyl-dextran, ten ma
velké 1ékarské 1 farmaceutické vyuziti.

K systémtiim CTA-DS se ptidavalo rizné mnozstvi kyseliny fosfatidové, konkrétné 5, 10, 20
a 30 mol. %. Koncentrace cholesterolu ve vzorcich bez PA byla zvolena na 43 mol. %,
ale vroztocich s PA se snizovala, protoze piidavkem kyseliny fosfatidové se molarni
koncentrace cholesterolu snizovala. Polykationt DEAE-Dx-HCI byl pfidan v mnozstvi 0,1
alhm. %.

Ptidavkem kyseliny fosfatidové doSlo ke zvySeni elektrostatickych odpudivych sil,
stabilizaci systému a tim k jejich zmenseni oproti systémim bez PA. Pfi pfidavku 5 mol. % PA
se velikost ¢astic zmenSila, ale ne o tolik jako pfi pfidavku 10 mol. % PA. Ptidavkem 10, 20,
30 mol. % PA se velikost castic vyrazné snizila. Hodnota zeta potencialu se pohybovala
V zaporng, stabilni oblasti a se zvétSujicim se obsahem PA klesal.

Po pridavku 0,1 hm. % DEAE-Dx-HCI byl potvrzen vznik ¢astic zvétSenim velikosti,
zménou zeta potencialu a posunem distribuce. Systémy s 5 mol. % PA byly vétsi nez
s piidavkem 10 mol. % PA, pak u vyssich koncentracich se castice opét oproti vzorku
s 10 mol. % PA zvétsily. Mezi velikostmi systému s piidavkem 20 a 30 mol. % PA nebyl
vyznamny rozdil. Ve vSech ptipadech bylo ovéteno obaleni vezikul polykationtem, protoze zeta
potencial se pfesunul z hodnot zapornych do kladnych a opét byly vSechny velikosti ZP
ve stabilni oblasti. Celkové nejvyssi hodnota zeta potencidlu byla naméfena u systému CTA-
DS s 30 mol. % PA a 0,1 hm. % DEAE-Dx-HCI, jehoz hodnota byla (45,8 + 1,9) mV, vezikuly
mély hustsi zaporny naboj a mohla se navazat velka vrstva DEAE-Dx-HCI. Nejvétsi ¢astice
byly zméfeny ve vzorku S pfidavkem 30mol.% PA a 1 hm. % DEAE-Dx-HCI,
ato (1325 + 67) nm, kdy se bud” vytvorila velka vrstva DEAE-Dx-HCI nebo se nenavazaly
veskeré fetézce a zlstaly v roztoku, coz by odpovidalo niz§imu, ale stale stabilnimu zeta
potencialu.

Generalizovana polarizace a anizotropie byly méfeny predevSim pro ziskdni informaci
0 tekutosti membran. Pfed méfenim GP a anizotropie byly do systému ptidany sondy, protoze
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vzorky samy o sobé& nemaji schopnost fluorescence. Sondou pro méteni GP byl laurdan, ten
se vaze na povrch membrany a poskytuje tak o ném informace. Druhou sondou byl DPH, ktery
se vaze piimo do prostoru membrany, ¢imz muize byt zjisténa vnitini fluidita membrany.

Z méteni generalizované polarizace byly sestaveny zdvislosti GP na teploté, které
predstavovaly piechod zuspotfddané do neuspofadané faze, zakfiveni této zavislosti
je ovlivnéno mnozstvim cholesterolu, s cholesterolem se vyrovnava. Hodnota GP u vzorki
s5mol. % PA a rizném piidavku DEAE-Dx-HCI splyva dohromady a neroste. U vzorka
s 0,1 nebo 1 hm. % DEAE-Dx-HCI se zvysujici koncentrace PA projevovala zvySenim GP.
U takovych vzorkt se snizovala pohyblivost vody v okoli systémil a ty se staly usporadanéjsi,
to bylo zptsobeno vlivem hydrofilniho polykationtu DEAE-Dx-HCI, ktery je schopen
uspotradat vodu na svém povrchu.

Po méfeni anizotropie byly sestrojeny grafy zavislosti anizotropie na teploté, kde hodnoty
anizotropie srostouci teplotou klesaly. Zakfiveni kiivky bylo ovlivnéno mnozstvim
cholesterolu stejné jako u GP. Hodnota anizotropie Vv oblasti niz8ich teplot hodné splyvala
dohromady, vétsi rozdily byly viditelné az pii posunu k vy$Sim teplotam. Pti ptfidavku PA
klesala tuhost i anizotropie, naopak piidavek DEAE-Dx-HCI nijak vyrazn¢ neovlivnil hodnotu
anizotropie pfi riznych koncentracich PA, protoze DEAE-Dx-HCI se vaze na povrch vezikul,
takZze neovlivnil fluiditu vnitini ¢asti membrany.

Tato bakalaiska prace byla jen malym krokem ve zkoumani zapornych vezikularnich
systémi z amfifilnich pard a jejich interakce s polykationty. Jde o oblast stile malo
prozkoumanou a systémy by se urcit¢ mohly zkusit pfipravit i z jinych amfifilnich part
popt. interakce s jinym polykationtem. Dal$im krokem by mohla byt inkorporace latek
do vezikul. Pfipravené systémy by mohly byt vhodné jako nosi¢e 1é¢iv a obecné mohou
nahrazovat drazsi liposomy.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

8.1 Seznam zkratek

Zkratka Vyznam

CTAB cetyltrimethylamonium bromid

SDS dodecylsiran sodny

DEAE-Dx-HCI  hydrochlorid diethylaminoethyl-dextran
PA kyselina fosfatidova

PAL povrchov¢ aktivni latka

CTA-DS katanionicky vezikularni syst¢ém z CTAB a SDS
GACR Grantova agentura Ceské republiky

tzv. tak zvané

obr. obrazek

popr. popiipade

CMC kriticka micelarni koncentrace

SLS larylsulfat sodny

SDS-PAGE elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v ptitomnosti SDS
HTMAB hexadecyltrimethylamonium bromid
DNA deoxyribonukleova kyselina

RNA ribonukleova kyseliny

SUvV malé unilameldrni vezikuly

LUV velké unilamelarni vezikuly

oLV velké oligolamelarni vezikuly

MLV velké multilamelarni vezikuly

MVV multivezikularni vezikuly

nm nanometr

IPA IPA ion pair amphiphiles

pH zaporny dekadicky logaritmus koncentrace vodikovych iontl v roztoku
DLS dynamicky rozptyl svétla

PCS fotonova korelacni spektroskopie

/P zeta potencial

mV milivolt

So zakladni singletovy stav

S1 excitovany singletovy stav

Sz excitovany singletovy stav

T1 tripletovy excitovany stav

S sekunda

ns nanosekunda

DPH 1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien

GP generalizovana polarizace

Ap amyloid-p peptid

ApoE apolipoprotein

HS fosfatidylcholin
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https://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Polyakrylamidov%C3%BD_gel&action=edit&redlink=1

CHEM
PEG

PS

PVPQ
CL?*

EL

DPPC
DEAE-Dx
CH

LF
DTMA-DS
DTMAB
mmol-dm
mol-dm
h

ml

mg/ml

kJ

mol. %
hm. %

S

tab.

PDI

cholesteryl hemisukcinat
polyethylenglykol
fosfatidylserin
2-vinylpyridin

kardiolipinu

vajeény lecitin
dipalmitoylfosfatidylcholin
diethylaminoethyl dextran
chitosan hydrochlorid
laktoferin

dodecyltrimethylamonium-dodecylsulfat

dodecyltrimethylamonium bromid
milimol na decimetr krychlovy
mol na decimetr krychlovy
hodina

mililitr

miligram na mililitr

kilojoule

molarni procenta

hmotnostni procenta

sekunda

tabulka

polydisperzni index

8.2 Seznam symboli

Symbol
Pc
Vv

Nazev veli¢iny

kriticky sbalovaci parametr
objem

délka hydrofobniho fetézce
plocha hydrofilni skupiny
polarizace

anizotropie

vertikdlni intenzita fluorescence
horizontélni intenzita fluorescence
intenzita GP v modré oblasti
intenzita GP v modré oblasti
viskozita rozpoustédla
hydrodynamicky polomér
teplota

translacni difuzni konstanta
Boltzmanova konstanta
matematicka konstanta

stupen Celsia
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9 PRILOHY

9.1 Distribuce velikosti ¢astic
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Obr. 40: Distribuce velikosti cdstic u vzorku s 5 mol. % PA a riznym pridavkem DEAE-Dx-HCI
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Obr. 41: Distribuce velikosti cdstic u vzorku s 10 mol. % PA a riznym pridavkem DEAE-Dx-HCI
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Obr. 42: Distribuce velikosti ¢astic u vzorku s 20 mol. % PA a riiznym pridavkem DEAE-Dx-HCI
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9.2 Zavislosti generalizované polarizace na teploté
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Obr. 43: Zavislost generalizované polarizace na teploté pro vzorky s 0,1 hm. % DEAE-Dx-HCI
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Obr. 44: Zavislost generalizované polarizace na teploté pro vzorky s 1 hm. % DEAE-Dx-HCI
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Obr. 45: Zavislost generalizované polarizace na teploté u vzorku s 20 mol. % PA a DEAE-Dx-HCI
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Obr. 46: Zavislost generalizované polarizace na teploté u vzorku s 30 mol. % PA a DEAE-Dx-HCI

9.3 Zavislost anizotropie na teploté
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Obr. 47: Zavislost anizotropie na teploté pro vzorky s 0,1 hm. % DEAE-Dx-HCI
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Obr. 48: Zavislost anizotropie na teploté pro vzorky s 10 mol. % PA
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Obr. 49: Zavislost anizotropie na teploté pro vzorky s 20 mol. % PA
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Obr. 50:Zavislost anizotropie na teploté pro vzorky s 30 mol. % PA
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