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ABSTRAKT 

Tato práce je zaměřena na přípravu záporně nabitých vezikulárních systémů z amfifilních párů 
zbavených protiiontů a jejich interakce s polykationtem. Nejprve byly připraveny vezikulární 
systémy z povrchově aktivních látek dodecylsíranu sodného a cetyltrimethylamonium 
bromidu. Přídavkem cholesterolu a kyseliny fosfatidové došlo ke stabilizaci a zároveň získání 
záporného náboje. Následně proběhla interakce s polykationtem hydrochloridu 
diethylaminoethyl-dextranu. Systémy byly zkoumány měřením velikosti částic, zeta potenciálu, 
generalizované polarizace a anizotropie. Měření generalizované polarizace bylo umožněno 
pomocí sondy laurdan a měření anizotropie bylo uskutečněno zavedením sondy 1,6-difenyl-
1,3,5-hexatrien. Výsledky ukazují na úspěšnou přípravu stabilních systémů se záporným 
nábojem, které interagovaly s kladným hydrochloridem diethylaminoethyl-dextranem, ten 
ovlivnil chování vnější membrány, ale vnitřní nikoli . Systémy se stále držely ve stabilní 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. 

KLÍČOVÁ SLOVA 
Katanionický vezikulární systém, cetyltrimethylamonium bromid ( C T A B ) , dodecylsíran sodný 
(SDS), kyselina fosfatidová (PA), cholesterol, hydrochlorid diethylaminoethyl-dextran 
( D E A E - D x - H C l ) , dynamický rozptyl světla, zeta potenciál, generalizovaná polarizace, 
anizotropie 

KEYWORDS 
Catanionic vesicular system, cetyltrimethylammonium bromide ( C T A B ) , sodium dodecyl 
sulfate (SDS), phosphatidic acid (PA), cholesterol, diethylaminoethyl-dextran hydrochloride 
( D E A E - D x - H C l ) , dynamic light scattering, zeta potential, generalized polarization, anisotropy 
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1 ÚVOD 

Slibnou budoucnosti pro medicínu představují nanotechnologie, konkrétně nosiče léčiv. 
V dnešní době se spousta výzkumů zabývá zlepšením možnosti dopravy léčiv do těla. Výhod 
nosičových systémů je spousta, především jde o cílení léčiva do požadované oblasti a možnost 
delší doby uvolňování, což je výhodné pro pacienty, kteří musejí brát léky pravidelně 
v krátkých časových intervalech. Čím dál tím více se do popředí dostávají vezikulární systémy, 
které jsou připraveny z relativně levných i dostupných povrchově aktivních látek na rozdíl 
od liposomů. 

Fakulta chemická je zapojena do mezinárodního projektu G A C R (14-14024J), který probíhá 
ve spolupráci s Cheng Kung University na Taiwanu. Jejich studie se zabývá především kladně 
nabitými vezikulárními systémy. Právě tato bakalářská práce spadá pod výše zmíněný výzkum 
mezi fakultou a taiwanskou univerzitou. 

Cílem práce je příprava a studium záporně nabitých katani oni ckých vezikulární ch systémů 
s polykationtem. K získání fyzikálně-chemi ckých informací o systémech jsou zvoleny tři různé 
metody - dynamický rozptyl světla, elektroforetický rozptyl světla a fluorescenční 
spektroskopie (generalizovaná polarizace a anizotropie). Díky těmto metodám můžeme získat 
cenné informace jako je velikost, náboj, stabilita vezikul a fluidita membrán. Zároveň 
je věnována pozornost v l ivu různých koncentrací přidávaných látek na vlastnosti systémů. 

Katani oni cké vezikulární systémy byly připraveny právě z levných látek, kterými jsou 
cetyltrimethylamonium bromid ( C T A B ) a dodecylsíran sodný (SDS). N a stabilizaci systémů 
byla použita kyselina fosfatidová (PA), která dodává záporný náboj. Další stabilizační prvek 
byl cholesterol, který svou přítomností v membránách ovlivní jejich fluiditu. Díky zápornému 
náboji vezikul můžeme ovlivnit jejich vlastnosti navázáním polykationtu hydrochloridu 
diethylaminoethyl-dextranu ( D E A E - D x - H C l ) . 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 

2.1 Tenzidy a tvorba micel 
Tenzid je povrchově aktivní látka, která snižuje mezifázovou energii soustavy na fázovém 

rozhraní. Tenzidy se hromadí na fázovém rozhraní už při nízkych koncentracích a skládají 
se z polární (hydrofilní) a nepolární (hydrofobní) části, jsou tedy amfifilní, což je znázorněno 
na obr. 1. Podle schopnosti hydrofilní skupiny podléhat elektrolytické disociaci se dělí 
na ionogenní a neionogenní. Ionogenní tenzidy se ještě dále dělí na: 

• Amfoterní tenzidy, které obsahují v polární části molekuly kladný i záporný náboj. 

• Kationaktivní tenzidy (kladný náboj) disociují ve vodném prostředí na kationty 
a mohou se adsorbovat na záporně nabitý pevný povrch. 

• Anionaktivní tenzidy (záporný náboj) nejsou v kyselém prostředí příliš stálé [1]. 

Postupným zvyšováním koncentrace dochází k agregaci tenzidů a vzniká koloidní roztok. 
Při dosažení určité koncentrace se začnou vytvářet polymolekulární útvary (koloidní disperzní 
částice) zvané micely. Koncentrace, při které začínají vznikat micely, se nazývá kritická 
micelární koncentrace ( C M C ) . Když nastane kritická micelární koncentrace, změní 
se chemické a fyzikální vlastnosti roztoku s povrchově aktivní látkou. Konkrétně se mění 
viskozita, hustota, osmotický tlak a j iž zmíněné povrchové napětí [2]. Kritická micelární 
koncentrace je také ovlivněna různými vl ivy - teplotou, vlastnostmi hydrofilní skupiny, délkou 
a strukturou uhlovodíkového řetězce. Uhlovodíkový řetězec ovlivní kritickou micelární 
koncentraci zejména svou délkou, čím je řetězec delší, tím je C M C nižší ajsou menší odpudivé 
síly hydrofilních skupin na povrchu [3, 4]. 

hydrof i ln í čás t tenzidu 

hyd ro fobn í čás t tenzidu 

Obr. 1: Schéma tenzidu 

Micely jsou kulovité koloidní nanočástice spontánně tvořené ve vodném prostředí z mnoha 
amfifilních molekul. Vlastnosti micely jako je tvar, struktura a průměr závisí na fyzikálních 
podmínkách a vlastnostech systému. Pokud micela vznikne v polárním prostředí, tak jsou 
jednotlivé tenzidy poskládány hydrofobní částí směrem do středu a hydrofilní skupiny 
se nachází na vnější straně micely, tvoří tedy její obal. Když micela vznikne v nepolárním 
prostředí, je uspořádána opačně. Polární skupiny jsou směřovány do středu a nepolární řetězce 
směřují ven do prostředí, takto opačně orientované micely se nazývají reverzní [3]. 

Mice ly se ještě dělí na sférické a nesférické. Sférické micely mají kulatý tvar a poloměr 
micely je zhruba stejný jako délka tenzidu (povrchově aktivní látky), pokud se zvýší 
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koncentrace povrchově aktivních látek v roztoku, tak bude uspořádání micel rovnoběžné. 
Jednoduše řečeno, pokud se zvyšuje koncentrace povrchově aktivních látek, nevznikají kulovité 
micely, ale micely rovnoběžné. Při ještě větší koncentraci vznikne laminární micela, kterou 
tvoří dvě vrstvy povrchově aktivních látek, nepolární řetězce směřují k sobě a polární skupiny 
směřují ven. Laminární micely se řadí k nesférickým micelám. Nesférické micely mohou být 
cylindrické, válcovité a j iž zmíněné laminární. Některé ze zmíněných tvarů jsou zobrazeny 
na obr. 2. Z hydrofobních řetězců mohou vznikat dvojvrstvé membrány a vezikuly [2, 3, 5]. 

Laminární tvar Vezikula 

Obr. 2: Ukázka micel a možných dalších tvarů [4] 

Kritický sbal ovací parametr je veličina, která souvisí s tím, jaké systémy budou agregací 
vznikat, vypočítá se podle vzorce: 

kde ao je plocha hydrofilní skupiny, v je objem a lc 'je délka hydrofobního řetězce. Rozhodující 
je jeho velikost. Pokud je kritický sbalovací parametr menší než 0,33, vznikají micely, pokud 
bude velikost kritického sbalovacího parametru mezi 0,33 a 0,5, vznikají tvary válcovité nebo 
diskovité, pokud je velikost v rozmezí 0,5 a 1 vznikají vezikuly. Při velikosti kritického 
sbalovacího parametru 1 se tvoří dvoj vrstvy. Když je kritický sbalovací parametr větší než 1, 
tak vznikají obrácené micely [6]. 

2.1.1 Dodecylsulfát sodný 
Jako jeden z nejčastěji využívaných anionaktivních tenzidů je dodecylsulfát sodný (SDS). 

Dodecylsulfát sodný je organická sodná sůl [7]. M á roli jako detergent a denaturační 
protein. Jiný název je laurylsulfát sodný (SLS) [8]. 

Dodecylsulfát sodný obsahuje uhlíkový řetězec, který se skládá z 12 uhlíků, a tento řetězec 
je napojen na záporně nabitou sulfátovou skupinu. SDS je bílá až světle žlutá látka a může 
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se vyskytovat ve formě pasty, krystalů, vloček a prášku nebo jako kapalina, má mírný zápach. 
Jedná se o látku s nízkou toxicitou, ale hořlavou [7, 9]. 

SDS se často využívá u S D S - P A G E elektroforéze v polyakrylamidovém gelu, dále 
se využívá v řadě čisticích prostředků například prací prostředky a bytové chemie, jako jsou 
prací prášky, čističe pro domácnosti i průmysl, W C tablety, pasty na ruce, pěny na holení 
a podobně [8]. 

2.1.2 Cetyltrimethylamonium bromid 
Cetyltrimethylamonium bromid ( C T A B ) se také nazývá hexadecyltrimethylamonium 

bromid ( H T M A B ) nebo cetrimoniumbromid. Jedná se o kvartérní amoniovou sůl a organickou 
bromidovou sůl. Řetězec je sestaven z 16 uhlíků a kladně nabitého dusíku se třemi methylovými 
skupinami. C T A B je zástupce kationaktivních tenzidů. 

Sloučenina obsahuje cetyltrimethylamoniový ion, který má antiseptické účinky vůči houbám 
a bakteriím. C T A B je bílá pevná látka a využívá se například v čisticích prostředcích, 
v kosmetice nebo při izolaci D N A [9, 10]. 

2.2 Vezikuly 
V kapitole 2.1 už bylo zmíněno, že na základě velikosti kritického sbalovacího parametru 

vznikají agregací různé systémy včetně vezikul. Vezikuly se obecně skládají z amfifilních 
částic a mohou tvořit buď jednu, nebo více vrstev. Amfifilní dvoj vrstva je schématicky 
znázorněna na obr. 3. Jednotlivé molekuly jsou poskládány tak, že hydrofilní skupiny jsou 
z vnější a vnitřní strany vezikuly. Hydrofobní řetězce jsou směřovány do vnitřku 
dvojvrstvy [11]. 

Vodná fáze 

j — Hydrofilní {polární) část 

— Hydrofobní (nepolární) část 

j — Hydrofilní (polární) část 

Vodná fáze 

Obr. 3: Amfifilní dvojvrstva 

Vezikuly se běžně připravují i v laboratořích. Jsou tvořené z lipidů, pokud se konkrétně 
jedná o fosfolipidy, tak se nazývají liposomy. Vytvořené liposomy jsou biokompatibilní, 
protože se skládají především z fosfolipidů a cholesterolu, který se v těle běžně vyskytuje [12]. 

Důležitý děj pro tvorbu vezikul i micel se nazývá hydrofobní interakce. Hydrofobní 
interakce působí vždy ve vodném prostředí a jsou důležité pro stabilizaci biomakromolekul 
abiomakromolekulárních celků, jako jsou například i j iž zmíněné fofolipidové dvojvrstvy. 
Fosfolipidy se skládají z hydrofilní skupiny, ta je polární, ve vodě rozpustná, a dvou 
hydrofobních řetězců, které jsou nepolární, a tedy ve vodě nerozpustné [5]. Pokud má látka 

mm www 
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hydrofobní i hydrofilní část, stane se ve vodě to, že nepolární část molekuly se snaží co nejvíce 
zmenšit kontakt s v o d n ý m prostředím, a to tak, že začínají agregovat [13]. Shlukování částic 
a tím zmenšení kontaktu s vodou je znázorněno na obr. 4. 

Pokud vezikulu tvoří pouze jedna vrstva, nazýváme je unilamelnární, zatímco pokud 
sevezikuly skládají z v í c e dvojvrstev, nazývají se multilamelární. Velikost vezikul závisí 
především na množství vrstev, z kterých je sestavena. Velikost vezikul se většinou pohybuje 
v rozmezí nanometrů, protože jedna lipidová dvoj vrstva má 3-6 nm, některé vezikuly mohou 
být menší (řády mikrometrů) [11]. 

Vezikuly se využívají v organismu k přepravě materiálu z jednoho místa na druhé například 
na inkorporaci enzymů. Mohou obsahovat kapaliny nebo plyny [14]. V současné době 
se vezikuly hojně využívají k transportu léčiv, jejichž umístění závisí na fyzikálně-chemické 
povaze léčiva. Mohou se vyskytovat buď přímo v jádře, které je obklopeno hydrofilními 
skupinami, nebo v hydrofobní dvoj vrstvě, popřípadě i na povrchu vezikuly [3]. Využívání 
vezikul jako nosiče léčiv má výhody, sníží se tím toxicita a léčivo je chráněno před hydrolýzou 
i oxidací [12, 15]. 

2.2.1 Druhy vezikul 
Nej častější dělení vezikul je podle velikosti a lamelarity. Základní typy vezikul jsou malé 

unilamelární vezikuly ( S U V - small unilamellar vesicles), velké unilamelární vezikuly 
( L U V - large unilamellar vesicles), velké oligolamelární vezikuly ( O L V - oligolamellar large 
vesicles), velké multilamelární vezikuly ( M L V - multilamellar large vesicles) 
a multivezikulární vezikuly ( M V V - multivesicular vesicles). Porovnání velikostí některých 
typů vezikul pro představuje na obr. 5. 

polární ^ 
část molekuly 

nepoláme 
část molekuly molekuly vody 

Obr. 4: Schématické znázorněni hydrofobní interakce [13] 

m • e 

1-5 |iM 100-250 nm 20-100 nm 
Obr. 5: Porovnání různých tipů vezikul [16] 
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Malé unilamelární vezikuly (SUV - small unilamellar vesicles) 
Vezikuly jsou tvořené jednou lipidovou dvoj vrstvou a průměr se pohybuje mezi 20 až 100 nm, 
ukázka vezikuly je zobrazena na obr. 6. 

Jej ich membrána j e hodně zakřivená a z toho důvodu maj i tyto vezikuly vysoké membránové 
napětí. Nej menší vezikuly mají velikost okolo 23 nm. Výhodou těchto malých vezikul je v tom, 
že dokážou unikat z cévního řečiště extravaskulárně přes endotel kapilár do okolních tkání. 
Stabilita malých vezikul není velká kvůli deformaci membrán, zvýšené permeabilitě membrány 
pro hydrofilní molekuly a náchylnosti k interakcím s většími molekuly. 

Obr. 6: Ukázka vezikuly (SUV) [17] 

Velké unilamelární vezikuly (LUV - large unilamellar vesicles) 

Velké unilamelární vezikuly mají průměr kolem 100 až 250 nm, nízké membránové napětí 
a větší stabilitu. Tyto vezikuly jsou vhodné jako nosiče pro hydrofilní léčiva, obsahují totiž 
velké množství vody, mohou být využívány j ako modely přirozených biologických membrán. 

Velké oligolamelární vezikuly (OLV - oligolamellar large vesicles) 
Oligolamelární vezikuly mají několik vrstev membrán a díky těmto vrstvám se léčiva uvolňují 
pomaleji, mohou se tak podávat ve vyšších dávkách. Tyto vezikuly vznikají jako vedlejší 
produkt při přípravě velkých unilamelárních vezikul. 

Velké multilamelární vezikuly ( M L V - multilamellar large vesicles) 
Velikost velkých multilamelárních vezikul se pohybuje kolem 1 000 až 5 000 nm. Mají mnoho 
lipidových dvouvrstev a enkapsulováná hydrofilní léčiva se tak uvolňují velmi pomalu, musejí 
projít přes všechny vrstvy lipidových dvojvrstev. 

Multivezikulární vezikuly (MVV - multivesicular vesicles) 
Tento typ molekul vzniká jako vedlejší produkt při výrobě hlavně velkých multilamelárních 
vezikul. Multivezikulární vezikula je velká vezikula, které má v sobě enkapsulované další 
menší vezikul [17]. 

2.2.2 Příprava vezikul 
Současně existuje několik metod, kterými se dají vezikuly připravit. Typ metody přípravy 

ovlivňuje vlastnosti vezikul, včetně jejich tvaru, velikosti, stability a účinnosti inkorporace 
léčiva [18]. M e z i nej častější metody se řadí hydratace lipidového filmu, metoda založena 
na odstranění detergentu, proliposom - liposomální metoda, reverzní fázová evaporizace, 
ethanolová nebo éterová injekce. 
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U metody hydratace lipidového filmu je lipidový film tvořen z v í c e lipidových vrstev, ty 
důsledkem hydratace začínají bobtnat a nakonec vznikají multilamelární vezikuly. Nejprve 
je potřeba rozpustit lipidy ve vhodném organickém rozpouštědle. Jako organické rozpouštědlo 
se často využívá chloroform nebo směs chloroformu a methanolu. Koncentrace lipidů je typicky 
v rozmezí 10-20 mg/ml při volbě vhodné koncentrace záleží i na rozpustnosti lipidů. 
Po rozpuštění lipidů se rozpouštědlo odpaří na rotační odparce a vznikne tenký lipidový film. 
Takto vytvořený film se suší tak dlouho, jak je potřeba, a následně se hydratuje. Hydratace 
suchého lipidového filmu se provádí přidáním vodného roztoku (například destilovaná voda, 
tlumivý roztok, fyziologický roztok nebo neelektrolyty). Po dokončení hydratace se vytvoří 
multilamelární vezikuly ( M L V ) , jejichž velikost se pohybuje kolem 200 až 1 000 nm. Tyto 
M L V se rozdělují na menší vezikuly sonifikací nebo extruzí [16]. 

Sonifikace je jedna z nej rozšířenějších metod pro přípravu S U V . Při této metodě dochází 
ke vzniku S U V z M L V o velikosti kolem 20-100 nm. Existují dvě techniky, a to sonifikační 
sondy nebo sonifikační vodní lázně. 

Sonifikace sondou probíhá takovým způsobem, že špička sonifikátoru je ponořena 
do vezikulové disperze, tím se do roztoku uvolní energie, vzniká teplo a vzorek se zahřívá, 
částice se rozkmitají, dojde k mechanickému poškození částic a vznikají menší částice (SUV) . 
Nádoba se vzorkem může být kvůli teplotě umístěna v ledové vodní lázni. Tato metoda má dvě 
nevýhody, dochází k přehřívání vzorku a sonifikační sonda může uvolňovat částice titanu, které 
vzorek kontaminují. 

Sonifikace ve vodní lázni je používanější metoda sonifikace. Probíhá tak, že zkumavka 
obsahující suspenzi se vloží do vodní lázně. Konečná velikost vezikul závisí nejen na době 
a energii ultrazvuku, ale také na mnoha faktorech, včetně složení lipidů, koncentrace a objemu 
suspenze. Vzniklé částice nejsou moc stabilní a rády tvoří větší vezikuly [16, 19, 20]. 

2.3 S m ě s i o p a č n ě n a b i t ý c h p o v r c h o v ě akt ivn ích látek 

Vezikuly díky svým vhodným vlastnostem v oblasti dodávání léčiv se staly poměrně 
populární tématikou vědeckých studií. Vezikuly se široce používají jako nosiče léků nebo D N A . 
Nevýhodou použití vezikul (převážně liposomů) je jejich finanční náročnost. Jako vhodnou 
alternativou jsou směsi opačně nabitých povrchově aktivních látek. Směsi opačně nabitých 
povrchově nabitých látek se dělí na dvě skupiny: katanionické systémy (obsahují protiionty) 
a amfifilní páry (neobsahují protiionty), rozdíl mezi těmito skupinami je znázorněn na obr. 7 
[21]. 

K a t a n i o n i c k é s y s t é m y Amfi f i ln í páry 

Obr. 7: Katanionické systémy a amfifilní páry 
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2.3.1 Katanionické směsi 
Katanionické vezikuly jsou připravené z levných opačně nabitých povrchově aktivních 

látek, ty se díky opačnému náboji přitahují a vznikají stabilní katanionické agregáty (vezikuly, 
micely, sraženiny,. . . ) , které obsahují protiionty. Katanionické systémy se tedy dají považovat 
za vhodné náhrady liposomů. Velikost, náboj a propustnost katanionické vezikuly mohou být 
dále upraveny změnou teploty, koncentrace, molárního poměru a délkou řetězce kationtových 
a aniontových povrchově aktivních látek. Katanionické vezikuly mohou účinně zapouzdřit 
a udržet molekuly látek po dlouhou dobu, z toho důvodu jsou vhodné jako nosiče léků, které 
se budou v těle uvolňovat po delší dobu [22]. 

Tvar katani oni ckých systémů závisí na velikosti parametru kritického balení Pc, který určuje 
druh agregátů a byl vysvětlen v kapitole 2.1. Srážení povrchově aktivních látek opačného 
náboje nastává, když jsou náboje ve stejném poměru. Pokud je záporná nebo kladná povrchově 
aktivní látka v přebytku, vznikají různě nabité asociáty [22]. Při určitých poměrech opačně 
nabitých tenzidů mohou vznikat vezikuly zobrazené na obr. 8. 

Obr. 8: Ukázka vzhledu katani oni ckých vezikul (transmisní elektronový mikroskop) [23] 

Hustota povrchového náboje katani oni ckých vezikul může být upravována molárním 
poměrem kationtových a aniontových povrchově aktivních látek. Katanionické vezikuly mohou 
tedy interagovat s nabitými biopolymery, jako jsou proteiny, R N A , D N A nebo syntetické 
poly elektrolyty skrz elektrostatické interakce. Jedná se o možnost, jak vytvořit biokompatibilní 
katanionické vezikuly, které mají sníženou cytotoxicitu (schopnost ničit buňky) a zvýšenou 
transfekci (buňky schopné přijmout D N A ) [22, 24]. 

Vezikuly mají hydrofilní i hydrofobní oblasti, dokážou tak enkapsulovat hydrofilní 
i hydrofobní látky, a proto jsou vhodné jako nosiče léčiv, která se mohou v těle delší dobu 
uvolňovat (řízené uvolňování léčiv) [21]. 

V praxi se katanionické vezikuly mohou využívat u interakcí se záporně nabitými 
molekulami D N A , vznikne komplex, který je schopen dostat se do buňky endocytózou. 
Problémem je to, že vezikuly tvoří agregáty a z toho důvodu se sníží účinnost transfekce 
vzniklých komplexů [23]. 

2.3.2 Amfifilní páry a možnosti stabilizace 
Amfifilní páry jsou nejčastěji známy pod původním anglickým názvem ion pair amphiphiles 

(JPAs). IPA na rozdíl od katani oni ckých systémů neobsahuje protiionty, které jsou 
odstraňovány například filtrací. Ukázka amfifilního p á r u j e zobrazena na obr. 9. IPA obecně 
vzniká spárováním dvou jednořetězových opačně nabitých povrchově aktivních látek 
ve stejném molárním poměru [21]. 
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Katanionické vezikuly připravené z I P A ve vodné fázi obvykle vykazují špatnou fyzikální 
stabilitu. To znamená, že katanionické vezikuly snadno agregují a nemohou si dlouhodobě 
udržet svou velikost. By lo zjištěno, že stabilitu ovlivňuje přídavek alkoholu nebo změna 
koncentrace rozpouštědla [6]. Zvýšení fyzikální stability vezikul může být dosaženo úpravou 
vnějších vezikulárních nebo vnitřních vezikulárních interakcí [21]. 

Obr. 9: Tvorba IPA z SDS a CTAB [25] 

Inter-vezikulární odpuzování lze dosáhnout zavedením dalšího nabitého dvouřetězcového 
amfifilu například kyseliny fosfatidové, čímž se navýší elektrostatické odpuzování a zlepší 
se celková koloidní stabilita [26]. 

Kyselina fosfatidová (PA) je nejjednodušší fosfolipid, který přestavuje původní stavební 
jednotku, ze které je syntetizována většina glycerofosfolipidů. Kyselina fosfatidová má 
glycerovou páteř, dva acylové řetězce a malou fosfátovou hlavu, tvoří tak tvar kužele. Struktura 
je zobrazena na obr. 10. Ukázalo se, že má v l iv na intracelulární signální dráhy a buněčné 
funkce [27]. 

Obr. 10: Struktura kyseliny fosfatidové [28] 

Přidáním kyseliny fosfatidové do dvojvrstvy katani oni ckých vezikulárních systémů 
se zvyšuje celkový záporný náboj a svým tvarem podporuje negativní (konkávni) zakřivení 
membrány [29]. 

Intra-vezikulární modifikace lze dosáhnout zavedením stabilizačních látek jako například 
cholesterol, který se tak stává důležitou složkou při zvyšování stability, protože dokáže 
regulovat tuhost a tekutost membrány [26]. 

Cholesterol je látka řadící se ke steroidům a má lipidovou povahu, jeho struktura 
je zobrazena na obr. 11. Běžně se vyskytuje v těle, tělo ho může dokonce samo vyrobit, ale také 
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je přijímán v potravě (maso, mléčné výrobky). V potravě rostlinného původu se cholesterol 
nevyskytuje. Nej častější výskyt je ve všech živočišných tkáních, v krvi, ve žluči a má 
emulgační vlastnosti. Z cholesterolu vznikají v těle steroidní hormony a žlučové kyseliny, jedná 
se také o důležitou součást buněčných membrán [30]. 

Obr. 11: Struktura cholesterolu [31] 

Přidání cholesterolu do katani oni ckých vezikulárních systémů se zvyšuje vzdálenost mezi 
nabitými hlavními skupinami a tím se snižuje schopnost přitahování protiiontů [32]. Vezikula 
stabilizována cholesterolem a kyselinou fosfatidovou je zobrazena na obr. 12. 

Pokud jde o interakci mezi vezikuly, přidáním další iontové povrchově aktivní látky se zvýší 
elektrostatické odpuzování mezi vezikuly, nedojde tedy k agregaci a vezikuly jsou stabilní delší 
dobu [21]. ľ) CTA-DS 

Kyselina fosfatidová 

Cholesterol 

Obr. 12: Vezikula s cholesterolem a kyselinou fosfatidovou 

2.4 Polyelektrolyty 
Polyelektrolyty j sou nabité polymery, které obsahují ionizovatelné skupiny. Jinými slovy 

s e d á říct, že polyelektrolyty jsou vysokomolekulárni elektrolyty [11]. Jejich chování 
je částečně jako polymer a částečně jako elektrolyt, díky tomu mají mnoho užitečných 
vlastností. M e z i tyto vlastnosti patří schopnost změny tekutosti vodných roztoků či suspenzí 
(často využívané v potravinářství - alginát) a interakce s neutrálními i malými nabitými 
částicemi (využívané u změkčování vody). Polyelektrolyty dále mohou interagovat s opačně 
nabitými makromolekulami, čehož se využívá například u selektivně propustných membrán 
[33]. 

16 



Polyeletrolyty mohou mít biologický i syntetický původ a rozdělují se podle nesoucího 
náboje na kationtové, aniontové a amfolytické (amfoterní, proteiny). Kationtové 
polyelektrolyty se jinak nazývají polykationty (například chitosan, hydrochlorid 
diethylaminoethyl-dextran) a obsahují kovalentně vázané kationtové skupiny, stejně tak 
se nazývají aniontové polyelektrolyty neboli polyanionty (například hyaluronan sodný, 
chondroitin sulfát) [11, 34]. 

V polárních rozpouštědlech mají kationtové a aniontové polyelektrolyty schopnost disociace 
a vzniká makroiont (makrokationt, makroaniont), současně vzniká protiiont, který přestavuje 
disociovaný iont. Protiionty jsou většinou nízkomolekulární látky, které udržují 
elektroneutralitu systému. M e z i makroionty a protiiony působí elektrostatické síly a díky nim 
jsou protiionty v blízkosti polymerního řetězce. Celkové vlastnosti polyelektrolytů závisí 
na více faktorech, například na koncentraci polyelektrolytů, uspořádání ionizovaných skupin 
podél řetězce, náboji na řetězci, na přítomnosti j iné látky, nebo záleží na tom, jak moc j e kvalitní 
rozpouštědlo pro polymerní kostru. V l i v na vlastnosti polyelektrolytů mají i protiionty, ty 
rozhodují o tom, jestli je makromolekula rozpustná nebo není [35, 36]. 

Amfolytické polyelektrolyty obsahují kationtové i aniontové skupiny a nazývají 
se polyamfolyty. V polyamfolytech j sou silné elektrostatické interakce, a proto jsou roztoky 
hodně citlivé na pH, disociují na makroionty a ty se nazývají makroamfionty [11]. Při vysokém 
p H disociují pouze kyselé skupiny, disociaci nepodléhají zásadité skupiny a celkový náboj 
je záporný. Při nízké hodnotě p H disociují zásadité skupiny a celkový náboj je tedy kladný. 
Pokud je p H na střední hodnotě disociují částečně kladně i záporně nabité skupiny a tím jsou 
kladné i záporné náboje vyrovnány, makromolekula nevykazuje žádný náboj a tato hodnota p H 
se nazývá izoelektrický bod. Přírodní polyamfolyty j sou například proteiny [37]. 

2.4.1 Dextran a hydrochlorid diethylaminoethyl-dextran 
Dextran je přírodní, biokompatibilní obnovitelný polysacharid, který se získává především 

z mikroorganismů nebo kondenzací glukózy [38, 39]. Hlavní řetězec se skládá z glukózových 
monomerů, které jsou spojené převážně a-(l—>6) glykosidickou vazbou. Kromě glykosidické 
vazby a-(l—>6) se vyskytuje v důsledku větvení i a-(l—>2), a-(l—>3) a a-(l—>4) [40]. Postranní 
dextranové řetězce mohou mít různou délku [38]. Struktura dextranu je zobrazena na obr. 13. 

0-CH 2 

a-1,6 
Obr. 13: Struktura dextranu [38] 

Využití dextranu je možné v řadě průmyslových a lékařských aplikací. Časté využití je jako 
náhražka krevní plazmy, antitrombotikum ke snížení viskozity krve nebo jako lubrikant 
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v některých očních kapkách [38, 40]. V budoucnu by mohl být dextran široce využíván 
v podobě nanonosičů, hydrogelů a micel pro cílené dodávání léčiv [39]. 

Dextran byl objeven už dávno v minulosti, kdy způsoboval komplikace při výrobě sladkostí, 
konkrétně při rafinaci cukru, protože zvyšuje viskozitu roztoků sacharózy a tím zanášel různá 
potrubí a filtry. V dnešní době se dextran vyrábí ze sacharózy kvašením bakterií z čeledi 
Lactobacillus, výsledná struktura produkovaného dextranu závisí na určitém druhu bakterie. 
Po vytvoření se osamostatňuje vy srážením pomocí přídavku ethanolu. Vysrážený dextran lze 
dále čistit rozpuštěním ve vodě a opakovaným srážením ethanolem [38, 40]. 

Hydrochlorid diethylaminoethyl-dextran ( D E A E - D x - H C l ) se připravuje reakcí 2-chlor-N,N-
diethylaminoethanem s dextranem. Jedná se o polykationt, má tedy kladný náboj a velké 
lékařské i farmaceutické využití [41]. Využívá se v systémech s prodlouženým uvolňováním 
proteinů, ve vakcínách jako zesilovač imunitní reakce na podaný antigen, v systémech 
pro transfekci nukleových kyselin nebo jako stabilizátor proteinů [42]. Struktura hydrochloridu 
diethylaminoethyl-dextranu je zobrazena na obr. 14. 

O — C H 2 

3H T 

1 I 
CH, 

H 
C H , 

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

2.5 Polykationty a z á p o r n é v e z i k u l á r n í m i s y s t é m y s ložené z IPA 

Vezikuly se mohou silně asociovat s polymery v roztoku pomocí hydrofobních nebo 
elektrostatických interakcí. Systémy s polymery mohou mít různé tvary, což závisí 
na vlastnostech polymeru. Tvary mohou být například globulární vezikuly, fazetové vezikuly, 
může docházet i k otevření dvojvrstev, to vede k děrovitým vezikulám. Může vzniknout 
situace, kdy budou vezikuly narušeny natolik, až vzniknou rovinné dvojvrstvé agregáty 
podobné tvaru disku [44]. 

Pokud je vezikulární systém složený z iontových amfifilních párů (IPA) a celkový náboj 
systému je záporný, to se dá ovlivnit přidáním například kyseliny fosfatidové, snadno může 
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docházet k interakci s polykationty, protože zde působí elektrostatické a hydrofobní interakce, 
což závisí na velikosti náboje. Výsledný systém, který vznikne spojením záporně nabitého 
vezikulárního systému s polykationty, je zobrazen na obr. 15 a závisí na několika faktorech: 
velikosti a koncentraci vezikul, flexibilitě poly elektrolytu, jeho hustotě náboje a iontové síle. 
Takovéto vzniklé systémy jsou stabilní, vhodné pro modely biomembrán a jako systémy 
dodávání léků [45]. 

Obr. 15: Systém složený z IPA s navázaným polykationtem 

2.6 D y n a m i c k ý rozptyl svět la 

Dynamický rozptyl světla (DLS), známý také jako fotonová korelační spektroskopie (PCS), 
se používá k určení velikosti a distribuce částic (koloidní částice, makromolekuly) na základě 
jejich pohybu v roztoku. Zeta potenciál (vysvětlen v kapitole 2.7) souvisí s povrchovým 
nábojem částice. Obě zmíněné metody mají široké spektrum využití [46]. 

Rozptyl světla částicemi nastává ve chvíli, kdy na roztok, který obsahuje částice, dopadá 
paprsek laseru a světlo se rozptýlí do všech směrů. Částice se v roztoku neustále pohybují kvůli 
Brownovu pohybu. Brownův pohyb závisí na velikosti částic, teplotě a viskozite rozpouštědla. 
Důležitým rysem Brownova pohybu je to, že malé částice se pohybují rychleji než částice velké. 
V důsledku Brownova pohybu intenzita rozptýleného světla fluktuuje, analýzou fluktuace 
rozptýleného světla se získá difúzni koeficient, který souvisí s hydrodynamickou velikostí 
makromolekuly. 

Velikost částic ve vzorku se zjišťuje pomocí korelátoru, který porovnává intenzitu 
rozptýleného světla v krátkých časových intervalech, sleduje rozklad korelace. Korelace 
se časem snižuje. Velké částice se pohybují pomalu, to vede k podobným pozicím v různých 
časových bodech, a rozklad korelace je tedy pomalejší než u malých částic, které se pohybují 
rychle a jejich rozklad je tak rychlejší. 

Souvislost mezi velikostí částic a difuzním koeficientem udává Stokes-Einsteinova rovnice. 
Rovnice se používá ke stanovení hydrodynamického poloměru, který lze definovat jako 
poloměr hypotetické koule, která difunduje stejnou rychlostí jako zkoumaná částice. 
Stokes-Einsteinova rovnice: 

D= k " T , (2-2) 
67rr/ rh 

kde D je translační difúzni konstanta, kB je Boltzmanova konstanta, T je teplota, r\ je viskozita 
rozpouštědla a rh značí hydrodynamický poloměr [47, 48]. 
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Dynamický rozptyl světla se měří na přístroji, který má tři hlavní části, a to laser, vzorek 
v kyvetě a detektor světla. Laser používaný při měření může mít různou vlnovou délku, zaleží 
na výrobci přístroje, nejčastěji to bývá 532 nm, 633 nm, 638 nm, nebo 830 nm. Při měření 
je vzorek umístěn v kyvetě, pro správné měření by měl být vzorek co nejčistější a homogenní. 
Detektor je nejčastěji umístěn pod úhlem 173°, a to z toho důvodu, aby byl schopen detekovat 
i zpětný rozptyl a zachytil i nižší signály z menších částic. Umístěním pod úhlem 173° 
se zvyšuje plocha osvětleného vzorku, což je výhodné pro přesnější měření. Občas se může 
detektor vyskytovat i pod úhlem 90°, což bývá většinou u starších zařízení. N a obr. 16 
je znázorněna instrumentace pro měření D L S , kde kromě tří hlavních částí je tlumič, který tlumí 
podle potřeby sílu laseru, před detektorem se nachází zaostřovací čočka pro lepší detekci záření, 
za detektorem je korelátor, který porovnává intenzitu rozptýleného světla v časových 
intervalech, informace jsou následně zpracovány a vyhodnoceny systémem Zetasizer 
v počítači. 

Výstupem změřen í dynamického rozptylu světla jsou grafy, které charakterizují částice 
obsažené v roztoku vzorku. Měřením dynamického rozptylu světla a následným vyhodnocením 
v systému Zetasizer v počítači jsou poskytnuty informace o velikostech jednotl ivých částic, 
o distribuci velikosti částic ve vzorku. Je možné získat i informace o objemu částic nebo jejich 
počtu. Pomocí dalších softwarů je možné zjištěná data exportovat do j iných programů pro další 
zpracování. N a obr. 17 je ukázka toho, jak může vypadat výstup z měření D L S [46]. 

Počítač 

Obr. 16: Instrumentace dynamického rozptylu světla 

Korelační křivka Distribuce velikosti 

Obr. 17: Výstup z měření DLS [48] 
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2.7 Zeta potenc iá l 

Zeta potenciál (ZP) neboli elektrokinetický potenciál je potenciál na skluzové rovině 
koloidní částice, kteráje nabitá a pohybuje se v elektrickém poli. Nabité částice jsou obklopeny 
elektrickou dvojvrstvou (viz obr. 18). Vnitřní vrstva se nazývá Sternova vrstva a skládá 
se z iontů nabitých opačným nábojem než je samotná částice, takové ionty jsou vlivem nábojů 
k částici silně přitahovány. Druhá vrstva se nazývá difuzní ata obsahuje ionty nabité stejnějako 
částice, ale nejsou už přitahovány tak silně. V této vrstvě se nachází i ionty se stejným nábojem, 
jako je náboj částice. Uvnitř difuzní vrstvy je hypotetická rovina, nazývána rovina skluzu, která 
funguje jako rozhraní, které určuje oblast iontů pohybujících se s částicí, zbývající ionty 
se pohybují s rozpouštědlem. Potenciál, který vzniká na rovině skluzu, se nazývá j iž zmíněný 
zeta potenciál. 

Zeta potenciál se měří na stejném přístroji jako D L S a taktéž je vyhodnocován programem 
Zetasizer v počítači. 

Jedním z nej vlivnějších parametrů v měření zeta potenciálu je pH. S kyselým p H je hodnota 
ZP kladnější a naopak se zásaditým p H je Z P více záporný. N a základě vl ivu p H se zeta 
potenciál může využívat při hledání izoelektrického bodu, kdy má Z P nulovou hodnotu. Další 
ovlivňující faktor je iontová síla. S vyšší iontovou sílou hodnota zeta potenciálu klesá a naopak. 
Taktéž je nutno zmínit koncentraci částic, vztah mezi koncentrací a Z P je složitý, ale vyplývá 
z něj, že zeta potenciál se se zvyšující koncentrací zvyšuje. 

N a základě zeta potenciálu se zjišťuje stabilita částic. M e z i částicemi působí podle náboje 
přitažlivé a odpudivé síly, pokud mají částice náboj dostatečně velký, tak se navzájem odpuzují, 
naopak pokud je náboj slabý, částice jsou nestabilní a mohou agregovat. Obecně pokud mají 
částice zeta potenciál v rozmezí od -30 m V do 30 m V , považují se za nestabilní, zatímco pokud 
je hodnota pod -30 m V nebo nad 30 m V , nedochází k agregaci a částice jsou stabilní [46]. 

mV 

Povrchový potenciál 

Steraův potenciál 
Zeta potenciál 

Vzdálenost od povrchu 

Obr. 18: Schéma elektrické dvojvrstvy [49] 
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2.8 F l u o r e s c e n č n í spektroskopie 

Pomocí fluorescenční spektroskopie se analyzují molekuly na základě jejich fluorescenčních 
vlastností. Základem je fluorescence, fyzikálně chemický děj, který je typem fotoluminiscence. 

Obecně je luminiscence emise světla z molekuly a existuje několik typů, 
například chemiluminiscence, elektroluminiscence a j iž zmiňovaná fotoluminiscence, 
pod kterou se řadí fluorescence a fosforescence. 

Při fluorescenci dochází k emisi absorbovaného záření z elektronově excitovaného stavu 
zpět do základního stavu za současného uvolnění elektromagnetického záření. Fluorescenční 
spektroskopie využívá paprsek světla, který excituje elektrony v molekulách ze stavu So 
do stavu S i nebo vyššího (například u pyrenu). Před následnou emisí dochází k nezářivým 
přechodům (vnitřní konverze a vibrační relaxace) na nej nižší vibrační hladiny S i . Emise tak 
probíhá vždy ze stavu Si do stavu So. Světlo je směřováno na monochromátor, pak na detektor 
pro měření a identifikaci molekul nebo změny v molekule [50]. 

Perrin-Jabloňskiho diagram znázorňuje procesy, které se vyskytují mezi absorpcí a emisí. 
Na obr. 19 je typický Perrin-Jabloňskiho diagram, kde je znázorněn základní singletový stav 
(So), dva excitované singletové stavy (Si a S2) a tripletový excitovaný stav (Ti). N a každém 
z těchto stavuje několik vibračních hladin. 

Vibrační relaxace 

gjj ^ ibra ční telaiace 

konverze 

T i 

konverze 

T i 

Vni tfní komeize Si 

konverze 

T i 

Vni 
1 

konverze 

T i 

Vni 

• 

konverze 

T i 

Absorpce Fluorescence Fosforescence 

Obr. 19: Perrin-Jabloňskiho diagram 

Přechody mezi jednotlivými stavy trvají 10"1 5 s, což je velmi krátký čas na to, aby došlo 
i k posunutí jader, elektrony se excitují a tomu se říká Franck-Condonův princip. Absorpce 
a emise nastává nejčastěji u molekul s nej nižší vibrační energií. Energetický rozdíl mezi 
základním a excitovaným stavem je velký, z toho důvodu se pro excitaci používá světelné 
záření a ne teplo. Jak už bylo řečeno, před následnou emisí dochází k nezářivým přechodům 
(vibrační relaxace a vnitřní konverze) z vyšších excitovaných stavů na nej nižší vibrační hladinu 
stavu S i . Zářivý přechod ze stavu Si zpět na základní stav So (emise) se nazývá fluorescence. 
Doba života fluorescence je velmi krátká (10"8 s). Ze stavu S i může dojít ke spinové konverzi 
do prvního tripletového excitovaného stavu T i . Emise z tohoto stavu se nazývá fosforescence. 
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Tripletový stav má nižší energii než singletový stav, takže emisní maximum fosforescence 
se nacházejí při delších vlnových délkách než fluorescence. Fosforescence se řadí mezi 
zakázané přechody, má tak delší životnost než fluorescence [51, 52]. 

Fluorescenční spektroskopie se běžně používá ke studiu strukturálních změn 
v konjugovaných systémech, aromatických molekulách a j iných sloučenin v důsledku změny 
teploty, p H prostředí, iontové síly nebo rozpouštědla. Jedná se o vysoce citlivou techniku [51]. 

2.8.1 Fluorescenční spektrum 
Fluorescenční spektrum v ustáleném stavuje takové, kdy je molekula excitována stálým 

zdrojem světla, zároveň dochází k emisi a emitované fotony nebo intenzita j sou detekovány 
jako funkce vlnové délky. 

Fluorescenční spektrum je emisní nebo excitační. Excitační spektra vykreslují intenzitu 
při pevné emisní vlnové délce a mění se excitační vlnové délky. Excitační spektrum může mít 
podobný tvar jako absorpční spektrum, pokud absorbuje jen taková část molekuly, která 
je schopna fluorescence. Excitační spektrum tak poskytuje informace o vlnových délkách, 
při kterých bude vzorek absorbovat tak, aby vlnová délka emise byla stále stejná. Naopak 
emisní spektrum vykresluje intenzitu při stále stejné excitační vlnové délce a různé emisní 
vlnové délce, poskytuje informace o molekulární struktuře fluoroforu a o prostředí, ve kterém 
se nachází [50, 51]. 

Emisní spektrum není závislé na vlnové délce excitace, což říká Kashovo pravidlo, 
a to z toho důvodu, že před emisí dochází k relaxaci. Fluorescenční přechod tak nastává 
z nejnižší vibrační hladiny prvního excitovaného stavu S i , protože přebytečná energie byla 
rozptýlena (nezářivé přechody). Relaxace trvá méně než 10"1 2 s. Existují výjimky, jako jsou 
fluorofory, které existují ve dvou ionizačních stavech, z nichž každý vykazuje odlišná absorpční 
a emisní spektra. 

Emisní spektrum se obvykle vyskytuje při vyšších vlnových délkách a nižší energii 
než excitační spektrum, protože k excitaci je potřeba velké množství energie. Energie uvolněná 
při emisi je nižší než excitační energie, protože došlo ke ztrátě části energie při j iž zmíněné 
vibrační relaxaci a vnitřní konverzi. Tento rozdíl mezi excitační a emisní vlnovou délkou 
se nazývá Stokesův posun, který je vidět na obr. 20, jde tedy o rozdíl mezi emisním 
a excitačním maximem. Emisní a excitační spektra jsou často zrcadlovým obrazem, a to kvůli 
stejnému poměru mezi excitovaným a základním stavem [52]. 

Stokesův posun 
•4 •-

Vlnová délka (um) 

Obr. 20: Fluorescenční spektrum 
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2.8.2 Anizotropie fluorescence 
Měření anizotropie fluorescence se běžně využívá v biologických aplikacích pro zjištění 

informací o velikosti a tvaru molekul, rigiditě molekulárního prostředí nebo tekutosti membrán. 
Měření anizotropie je založeno na principu fotoselektivní excitace fluoroforů polarizovaným 

světlem. Světloje elektromagnetické vlnění, polarizované světlo má všechny elektrické vektory 
orientovány stejným směrem. 

Přednostně jsou excitovány fluorofory, jejichž přechodový moment je orientován 
rovnoběžně s elektrickým vektorem excitujícího záření. Přechodový moment má definovanou 
orientaci vzhledem k molekulární ose. V roztoku vzorku j sou fluorofory orientovány různě, což 
znamená, že dochází k selektivní excitaci těch, které jsou orientovány v rovině elektrického 
vektoru excitujícího záření. Výsledkem selektivní excitace je částečně orientovaná populace 
fluoroforů, tzv. fotoselekce a polarizovaná fluorescenční emise. Fluorescence anizotropie (r) 
a polarizace (P) jsou výrazy pro stejný jev, vypočítat je lze podle těchto vzorců: 

r =

 l w - lVH (2.3) 
/ + 2-1 

'ff T i 1VH 

p _ !w ~ hli (2.4) 
lyv ^VH 

kde Tvv a 7vh jsou vertikální ( V V ) a horizontální (VH) intenzity fluorescence. 
Fluorescenční anizotropie je citlivá na některé faktory, které ovlivňují rychlost rotační difúze 

fluoroforů, a proto závisí na teplotě, viskozite roztoku a vlastnostech fluoroforů. K rotační 
difúzi dochází během excitovaného stavu a z toho důvodu emitované záření neodpovídá záření 
absorbovanému. Excitovaný stav trvá zhruba l" 1 0 ns. Fluorofory v neviskózním prostředí rotují 
rychleji a anizotropie se blíží k nule, zatímco opačně, pokud je prostředí viskózni, tak fluorofory 
rotují pomaleji, tudíž se anizotropie zvyšuje [52, 53]. 

2.8.3 Fluorofory 
Fluorofory j sou látky schopné fluorescence, obecně se mohou dělit na dvě skupiny - vnější 

a vnitřní. 
Vnitřní fluorofory se vyskytují přirozeně, řadí se mezi ně aromatické aminokyseliny, 

N A D H , flaviny, deriváty pyridoxylu, chlorofyl a další. Vnější fluorofory j sou takové, které 
se přidávají do vzorků, které nevykazují schopnost fluorescence ( D N A , l ipidy,. . . ) nebo 
ke změně spektrálních vlastností vzorku. Mohou se vázat kovalentně nebo nekovalentně, záleží 
na jejich povaze. 

Jedním z nejčastěji používaným vnějším fluoroforem vázajícím se kovalentně je dansyl 
chlorid, používá se zejména k označení proteinů. Další významné fluorofory patřící do této 
skupiny jsou rhodamin a fluorescein. Jinak se takovým vnějším fluoroforům vázajícím 
se kovalentně říká fluorescenční značky. 

Vnější fluorofory, které se vážou nekovalentně, se nazývají fluorescenční sondy. 
Fluorescenční sondy se často využívají například jako sondy pro nukleové kyseliny 
nebo membránové sondy, protože membrány obvykle nejsou schopny fluorescence. 
Jako membránové sondy se nejčastěji používají D P H (l,6-difenyl-l,3,5-hexatrien), prodán (6-
propionyl-2-(dimethylamino)naftalen) nebo laurdan (2-dimethylamino-6-lauroylnaftalen) [52]. 
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2.8.3.1 DPH (1,6-difenyl-l,3,5-hexatrien) 
D P H je jednou z nejčastěji používaných fluorescenčních membránových sond. Tvar této 

molekuly je tyčinkovitý [54]. l,6-difenyl-l,3,5-hexatrien, který je zobrazen na obr. 21, 
jehydrofobní látka. Běžně se využívá jako sonda membránové tekutosti při měření 
fluorescenční anizotropie, která byla popsána v kapitole 2.8.2. D P H neposkytuje téměř žádnou 
emisi ve vodné fázi, tudíž všechna emise je pak z D P H vázaného v membráně [52]. 

Hloubka umístění sondy ve dvojvrstvé membráně lze ovlivnit délkou řetězce a tendencí 
orientovat se převážně paralelně s mastnými acylovými řetězci dvoj vrstvy [55]. 

9 

200 300 400 500 600 
Obr. 21: DPH - struktura, fluorescenční spektrum a začlenění v membráně [52] 

2.8.3.2 Laurdan 
Laurdan (2-dimethylamino-6-lauroylnaftalen) je amfifilní molekula na bázi naftalenu, 

struktura je zobrazena na obr. 22, a využívá se jako sonda při měření fluorescenční 
spektroskopie. 

Kvantový výtěžek laurdanu je mnohem vyšší v membránách než ve vodném prostředí, tam 
je jeho rozpustnost malá. Fluorescenční excitace a emise laurdanova spektra jsou extrémně 
citlivá na polaritu a dipolární dynamiku prostředí. 

Generalizovaná polarizace (GP) je způsob vyhodnocování spekter, využívá se ke studiu 
membránových struktur a dynamiky, říká, kolik molekul rozpouštědla se pohybuje v blízkosti 
fluorescenční sondy, konkrétně laurdanu. Generalizovaná polarizace tak tedy udává informace 
o membránách (tekutost a polarita). 

N a základě různé polarity vykazuje laurdan relativně velké posuny v emisním spektru. Jev 
je označován jako relaxace rozpouštědla, která je zapříčiněna přeorientováním dipólů 
rozpouštědla vzhledem k excitovaným molekulám fluorescenční sondy. Změna orientace 
dipólů spotřebuje energii excitovaného laurdanu a nastane relativně velký posun v emisním 
spektru směrem k červené oblasti (vyšší vlnová délka), s tím souvisí zmíněná generalizovaná 
polarizace, která se vypočítá podle následujícího vzorce: 

GP=h~Ir (2-5) 

kde h je intenzita v modré oblasti a 7r je intenzita v červené oblasti. 
Při menším uspořádáním membrány se v oblasti laurdanu vyskytuje více rozpouštědla, které 

interaguje s fluoroforem, spotřebovává se energie, emise je posunuta k vyšším vlnovým délkám 
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a fluidita membrány je vyšší. Naopak při menším uspořádáním membrány je množství 
rozpouštědla menší, není potřeba energie na organizaci a vlnová délka je kratší. 

Vysoká hodnota generalizované polarizace je obvykle spojena s nízkou tuhostí, nízkou 
polaritou nebo vysokým obsahem cholesterolu v membránách, nízká polarizace znamená opak. 

Výhodou metody generalizované polarizace je možnost získání ustáleného stavu 
a dynamické informace bez polarizátorů. Poskytuje kvantifikace fázových stavů lipidové 
membrány včetně počtů frakcí různých fázových stavů v membránách s neznámým lipidovým 
složením. 

Pomocí laurdanu lze rozlišovat, jestli je membrána v uspořádané nebo neuspořádané fázi. 
V uspořádané se maximum emise pohybuje kolem 440 nm a při neuspořádané fázi se emise 
pohybuje kolem 490 nm. Nevýhodou laurdanu je citlivost na fotovybělování [56, 57]. 

O 

Obr. 22: Struktura laurdanu 
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3 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 

3.1 Z á p o r n ě nab i t é vezikuly 

Villasmil-Sánchez Sheila a spol. studovali vl iv složení liposomů, lamelaritu, metody 
přípravy, velikost, polydisperzitu a povrchový náboj l iposomů na účinnost zapouzdření 
léčiva sumatriptan. Zaměřili se především na multilamelární, unilamelární a opakovaně 
zamražované a rozmrazované liposomy. Pro svůj výzkum využívali pozitivně i záporně nabité 
liposomy. Liposomy s nábojem byly připraveny za použití fosfatidylcholinu a cholesterolu 
v kombinaci se stearylaminem (kladný náboj) nebo dicetylfosfátem (záporný náboj). Vlastnosti 
l iposomů byly zjišťovány konfokální laserovou skenovací mikroskopií, optickou mikroskopií, 
dynamickým rozptylem světla a elektroforetickým rozptylem světla. Pro získání více informací 
o zapouzdření se využila dynamická dialýza. Statistická analýza prokázala, že způsob přípravy 
nemá výrazný v l iv na zmíněné vlastnosti liposomů. Největší v l iv na charakteristické vlastnosti 
l iposomů měl náboj. Povrchový náboj l iposomů se měnil v závislosti na použitém nabitém 
činidle. Nejvyšší účinnost l iposomů obsahujících sumatriptan byla prokázána u pozitivně 
nabitých liposomů obsahujících 6,58: 10,34: 3,73 molárního poměru 
pro fosfatidylcholin:cholesterol:stearylamin. Také průměrná velikost l iposomů byla ovlivněna 
nábojem, u pozitivně nabitých liposomů byla menší. Konečný výsledek tedy ukázal, 
že vezikuly obsahující sumatriptan se chovají jinak, pokud nesou záporný náboj a jinak 
s kladným nábojem [58]. 

Bana Laura a spol. se ve studii zaměřovali na léčbu Alzheimerovy choroby cílením 
na amyloid-P peptid (Ap) v mozku. Zaměřili se na schopnost liposomů, které byly 
bifunkcionalizované kyselinou fosfatidovou a modifikovaným peptidem odvozeným od A p o E 
(mApoE-PA-LIP) , ovlivňovat agregační a disagregační vlastnosti Ap . Zároveň se zajímali 
o schopnost l iposomů překračovat hematoencefalickou bariéru. Závěr studie byl takový, 
že zmíněné bifunkční liposomy ovlivňují agregaci a disagregaci A p , zároveň jsou schopny 
procházet přes hematoencefalickou bariéru (in vitro a in vivo). Podobné liposomy se tak mohou 
stát potenciální možností pro léčbu Alzheimerovy choroby [59]. 

Duan Yin a spol. pracovali na studii, jejíž cílem bylo vytvořit l iposomové systémy 
pro dodávání cytoplazmatických léčiv s prodlouženou životností v živém organismu a citlivostí 
na pH. Liposomy byly vytvořeny za použití hydrogenovaného sójového fosfatidylcholinu (HS), 
cholesteryl hemisukcinátu ( C H E M ) , polyethylenglykolu (PEG) a diethylentriaminpentaoctové 
kyseliny modifikované fosfatidylethanolaminem. Jako metody přípravy využili hydrataci 
lipidového filmu a extruzi. V e studii byly charakterizovány fyzikálně-chemické vlastnosti 
různých systémů. Citlivost na p H byla hodnocena monitorováním uvolňování zapouzdřeného 
kalceinu. Stabilita radioaktivně značených liposomů byla hodnocena v laboratorních 
podmínkách inkubací s lidským sérem. Nejlepší systém byl vybrán a injekčné podán zdravým 
potkanům pro hodnocení absorpce tkáně a farmakokinetiky. Vytvořené liposomy měly průměr 
mezi 88 a 102 nm a byly negativně nabity na povrchu. 1 % P E G - H S - C H E M reagoval velmi 
rychle na okyselení a také ukázal silnou degradaci v séru. 4 % P E G - H S - C H E M , který 
vykazoval jak relativně dobrou citlivost na p H (uvolňování až do 20 %), tak i dobrou stabilitu 
(stabilita> 70 % po 24 hodinách). Tkáňová distribuce 4 % P E G - H S - C H E M byla srovnatelná 
s distribucí 4 % PEG-HS-Cho l , který dlouho cirkuloval, ale nebyl příliš citlivý na pH, hlavní 
akumulaci vykazoval v játrech, slezině, střevech a ledvinách. Analýza krevní clearance v rychlé 
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a pomalé fázi ukázala příznivé hodnoty poločasu: 0,6 a 14 hodin. Závěr studie byl takový, 
že 4 % P E G - H S - C H E M vykázal slibné výsledky v citlivosti na pH, stabilitě séra, absorpci tkání 
akinetice, z toho důvodu je považován za liposomální systém pro multifunkční terapeutické 
aplikace [60]. 

Yotsumoto Satoshi a spol. se ve své studii zaměřili na záporně nabité liposomy enkapsulující 
antigén. Liposomy byly připraveny ze dvou fosfolipidů, a to z kyseliny fosfatidové (PA) 
a fosfatidylserinu (PS). Tyto dva fosfolipidy jsou hlavním negativním nábojem v plazmatické 
membráně. Buňky absorbují přednostně právě ty liposomy, které obsahují kyselinu 
fosfatidovou nebo fosfatidylserin. Výsledky studie naznačují, že antigén dodávaný pomocí 
negativně nabitých liposomů obsahujících PS vykazuje větší specifitu než antigén dodávaný 
liposomem obsahujícím P A . Záporně nabité PS-liposmy by mohly být užitečné při buněčné 
terapii. Lepší výsledek u liposomů, které obsahují PS, byl jednak kvůli zápornému náboji, 
ale také měla v l iv setinová hlavní část PS, která hrála důležitou roli při rozpoznávání liposomů 
buňkami. Současně bylo zjištěno, že PS-liposomy s enkap sul ováným antigenem částečně 
napodobují aktivitu apoptotických buněk, které jsou důležité především pro imunitní systém 
[61]. 

3.2 Interakce p o l y k a t i o n t ů s v e z i k u l á r n í m i s y s t é m y 

Ivashkov Oleg V. a spol. se zabývali studií, ve které jsou syntetizovány polykationty 
polymerací 2-vinylpyridinu a následnou kvarternizací výsledného polymeru. Polykationty 
na bázi kvaternizovaného 2-vinylpyridinu (PVPQ) se stupněm polymerizace od 20 do 440 
se hromadí na povrchu malých aniontových liposomů. Liposomy byly připraveny 
z kardiolipinu (CL 2 ") a vaječného lecitinu (EL) nebo dipalmitoylfosfatidylcholinu (DPPC). 
Všechny P V P Q jsou zcela adsorbovány na liposomový povrch až do určité koncentrace, při 
které je dosaženo nasycení (což je specifické pro každý P V P Q ) . Krátké P V P Q interagují 
s aniontovými lipidy lokalizovanými na vnější straně lipidové membrány, zatímco dlouhé 
P V P Q přitahují aniontové lipidy z vnitřní strany lipidové membrány na povrch. Komplexy mají 
tendenci agregovat, nej větší agregáty se tvoří, když je počáteční náboj l iposomů plně 
neutralizován náboj em P V P Q . Tyto výsledky j sou důležité pro interpretaci biologických účinků 
kationtových polymerů a pro výběr kationtových polymerů pro biomedičínské aplikace [62]. 

Ji-Yeon Chun a spol. se zabývali tvorbou stabilních vícevrstvých liposomů 
elektrostatistickým vázáním biopolymerů po vrstvách. B y l y použity dvojvrstvé lamelami 
vezikuly připravené z lecitinu a na něj se vrstvily pozitivně (chitosan) a negativně (vysoce 
methoxylováný pektin a )i-karagenan) nabité biopolymery. Výsledky ukazují omezení 
při nanášení vrstvy po vrstvě, což je důležité pro výrobce potravin, kteří chtějí vytvářet velmi 
silné polymerní vrstvy pro stabilizaci disperzí, jako jsou emulze nebo liposomy [63]. 

Premanarayani Menon a spol. studovali stabilizaci l iposomů elektrostatickým vázáním 
polykationtového derivátu dextranu, kterým je diethylaminoethyl dextran ( D E A E - D x ) , 
na l iposomů sójového lecitinu. Liposomy byly připraveny metodou hydratace tenkého filmu. 
Probíhalo měření zeta potenciálu a diferenciální skenovací kalorimetrie. Zeta potenciál 
l iposomů se po přidání D E A E - D x změnil z negativního na pozitivnější, tím bylo potvrzeno 
potažení l iposomů zmíněným polykationtem. Stabilita vytvořených systémů byla zkoumána 
měřením velikosti částic a zeta potenciálu po dobu 35 dnů. Sledováním bylo potvrzeno, 
že suspenze liposomů s D E A E - D x je stabilnější než suspenze nepotažených liposomů. 
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V e srovnání s j inými zkoumanými koncentracemi D E A E - D x byla optimální koncentrace 
D E A E - D x zabudovaného do liposomu pozorována při 0,02% (hmotn./obj.). Účinnost 
zapouzdření liposomu potaženého D E A E - D x vykazuje taktéž mírně vyšší hodnotu ve srovnání 
s nepotaženými liposomy [64]. 

Mengdan Qiang a spot studovali vl iv chitosanem hydrochloridem (CH) a laktoferinem 
(LF) modifikované povrchové membrány na vlastnosti liposomu obsahujících astaxantin. 
Liposomy byly připraveny pomocí tenkovrstvé ultrazvukové metody. N a základě 
elektrostatistických sil mezi záporným nábojem lecitinu z vaječného žloutku (LF) a kladným 
nábojem C H byl upraven povrch liposomu. Vhodné koncentrace modifikátoru byly stanoveny 
na základě velikosti částic, zeta potenciálu a účinnosti zapouzdření. Výsledky výzkumu 
ukázaly, že popsaná modifikace membrány dokáže účinně chránit astaxantin před oxidací nebo 
degradací teplem a zvýší se antioxidační účinky liposomu. Z toho plyne, že modifikace povrchu 
membrány hraje důležitou roli při stabilizaci liposomu s lipidovou dvoj vrstvou [65]. 

Zheng-Lin Huang a spol. se zabývali různě nabitými katani oni ckými vezikuly s hodnotami 
potenciálu od +59 m V do -96 mV, které byly připraveny polospontánním procesem z iontového 
amfifilního páru dodecyltrimethylamonium-dodecylsulfátu ( D T M A - D S ) a dvou povrchově 
aktivních látek, kationtu dodecyltrimethylamonium bromid ( D T M A B ) a aniontu dodecylsulfát 
sodný (SDS) přídavkem rozpouštědla 1-propánom ve vodě. Vzn ik ly tak kladné i záporné 
systémy. Po přípravě vezikul byla pozorována jejich interakce s různými polymery 
(hydroxyetylcelulóza a hydrofobně modifikovaná hydroxyetylcelulóza). Při interakci nabitých 
katani oni ckých systémů s polymery rozpustnými ve vodě, které nemají náboj ani hydrofobní 
interakce, došlo k fázové separaci při nízkých koncentracích polymeru a gelová struktura byla 
vytvořena při vysokých koncentracích polymeru. Když se jednalo o nenabitý polymer, 
kde vznikaly hydrofobní interakce mezi katani oni ckými vezikuly a polymery, tak nedošlo 
k fázové separaci, protože dominoval hydrofobní účinek nad elektrostatickým. Při interakci 
nabitého katani oni ckého systému s kladným polyelektrolytem byla fázová separace silně 
závislá na náboji vezikul. Záporně nabité vezikuly v roztoku způsobily, že roztok byl více 
viskózni a fázová separace nastávala, pokud byly vezikuly nabité kladně. V přítomnosti 
kationtových polyelektrolytů s hydrofobními interakcemi a záporně nabitými vezikuly nastala 
fázová separace při nižších hodnotách koncentrace polymeru, působily tak tedy hydrofobní 
i elektrostatické účinky. U směsí kladně nabitých vezikul s hydrofobní modifikací neproběhla 
fázová separace, vzniklý roztok byl opět viskózni a hydrofobní účinky byly v dominanci 
nad elektrostatickými účinky [66]. 

4-

Obr. 23: Liposom se záporným nábojem obalený polykationtem DEAE-Dx [64] 
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

Tato část bakalářské práce obsahuje veškeré využité chemikálie pro přípravu vzorků, jsou 
zde popsány všechny postupy a metody, kterými byly připravené vzorky zkoumány a následně 
vyhodnoceny. 

4.1 C h e m i k á l i e 

Tenzidy Dodecylsulfát sodný (SDS) 
Vzorec: C n í f e N a C ^ S 
Mr: 288,38 g-moľ 1 

Sigma Aldrich 
C A S : 151-21-3 
Číslo šarže: L3771-100G 
Čistota: > 98,5% 
Hexadecyltrimethylamonium bromid (CTAB) 
Vzorec: C i 9 H 4 2 B r N 
M r : 364,45 g m o ľ 1 

Sigma Aldrich 
C A S : 57-09-0 
Číslo šarže: H5882-500G 
Čistota: > 98% 

Lipidy l,2-dilauroyl-sn-glycero-3-fosfát (sodná sůl - PA 12:0) 
M r : 558,661 g m o ľ 1  

Avanti Polar Lipids, Inc. 
C A S : 108321-06-8 
Číslo šarže: 840635P-200mg 
Cholesterol 
Vzorec: C27H46O 
M r : 386,65 g m o ľ 1 

Sigma Aldrich 
C A S : 57-88-5 
Číslo šarže: 26732-25G-F 
Čistota: > 99% 

Polyelektrolyt Hydrochlorid diethylaminoethyl-dextran (DEAE-Dx-HCl) 
Sigma Aldrich 
C A S : 9064-91-9 
Číslo šarže: D9885-100G 

Sondy 6-dodekanoyl-N,N-dimethyl-2-naftylamine (Laurdan) 
Vzorec: C 2 4 H 3 5 N O 

Mr: 353,54 g m o ľ 1 

Sigma Aldrich 
C A S : 74515-25-6 
Číslo šarže: 40227-100MG 
Čistota: > 97% 

l,6-difenyl-l,3,5-hexatrien (DPH) 
Vzorec: OsH i ô 
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Mr: 232,33 g m o ľ 1 

Sigma Aldrich (Fluka) 
C A S : 1720-32-7 
Číslo šarže: 43050-lg 
Čistota: > 98% 

Rozpouštědla Chloroform 
Vzorec: C H C b 
Mr: 119,38 g moľ 1 

Penta s.r.o. 
C A S : 67-66-3 
Číslo šarže: 2107210716 
Aceton 
Vzorec: C 3 H 6 0 
Mr: 58,08 g m o ľ 1 

Lach-Ner, s. r. o. 
C A S : 67-64-1 
Čistota: > 99,98% 

Methanol 
Vzorec: C H 4 0 
Mr: 32,04 g m o ľ 1 

Sigma Aldr ich (Fluka) 
C A S : 67-56-1 
Číslo šarže: 34966-2.5L 
Čistota: > 99,9% 

Deionizovaná voda 
Vzorec: H2O 

Systém: E L G A 

4.2 P ř í p r a v a vzorku 

Další kapitoly budou věnovány postupu přípravy vzorku (viz obr. 24), které byly následně 
různými metodami měřeny. Připravené systémy vznikly z dvou povrchově aktivních látek. 
Pozitivní povrchově aktivní látka byla C T A B a negativní SDS, z nich byly vytvořeny vezikuly 
s přídavkem cholesterolu, který zajistil intra-vezikulární stabilizaci, a s přídavkem kyseliny 
fosfatidové (PA) pro lepší inter-vezikulární stabilizaci. Přídavek záporně nabité kyseliny 
fosfatidové umožnil interakci s polykationtem, konkrétně s D E A E - D x - H C l . 
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Obr. 24: Schéma přípravy systémů 

4.2.1 Amfifilní páry 
Amfifilní páry (IPA) byly připraveny ze dvou roztoků. První roztok obsahoval rozpuštěnou 

potřebnou navážku P A L C T A B v deionizované vodě. Stejně tak byl připraven i roztok s P A L 
SDS. Navážky povrchově aktivních látek byly voleny tak, aby koncentrace roztoku činila 
20 mmol-dm" 3. Oba dva připravené roztoky byly ponechány 24h na magnetické míchačce, 
aby došlo k rozpuštění veškerého množství povrchově aktivních látek. 

Dalším krokem v přípravě I P A bylo smíchání j iž připravených roztoků v poměru 1:1. 
Vzniklý roztok byl opět míchán na míchačce po dobu 24h, kde byla udržována teplota 30 °C. 
Vyšší teplota je potřebná zejména kvůli vzniku nekoval entních vazeb mezi tenzidy a vysrážení 
precipitátu C T A - D S . Následovala desetiminutová centrifugace při 3500 otáčkách za minutu 
pro oddělení precipitátu C T A - D S od supernatantu. Získaný precipitát byl přefiltrován 
na Biichnerově nálevce za sníženého tlaku, zároveň proběhlo promývání deionizovanou vodou, 
aby byly odstraněny protiionty. Posledním krokem bylo sušení při 50 °C, které trvalo 3 až 5 
dní. Konečným produktem byl bílý prášek C T A - D S . 

4.2.2 Katanionické vezikulární systémy 
Katani oni cké vezikulární systémy byly připravovány jak bez stabilizace, tak zároveň 

i stabilizované pomocí cholesterolu nebo i kyseliny fosfatidové. Postup přípravy byl vždy 
stejný, lišil se jen přídavkem případných dalších složek. 

Navážka připraveného C T A - D S byla zvolená tak, aby měl roztok po zalití chloroformem 
koncentraci 2 mmol-dm" 3. Do takto vzniklého roztoku byly přidány skleněné kuličky (tyto 
kuličky jsou přidány, aby zvětšily povrch, ze kterého vznikají po rehydrataci vezikuly) a celý 
obsah vialky byl promíchán pomocí vortexu, aby se povrch skleněných kuliček pokryl 
roztokem. Po zvortexování se vialka otevřela a nechal se v digestoři volně odpařit veškerý 
chloroform. Po úplném odpaření se na kuličkách vytvořil film, který byl rehydratován takovým 
množstvím deionizované vody, aby měl roztok koncentraci stále 2 mmol-dm" 3. N a závěr 
proběhla sonifikace tyčovým dispergátorem. Vždy bylo sonifikováno 6 ml roztoku vzorku, 
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pro takové množství byla vyhovující amplituda 30% a energie 5 kJ. U takto připravených 
vzorků byla následně měřena velikost částic a zeta potenciál, což bude podrobněji popsáno 
v kapitole 4.3.1. 

Příprava systémů s 43 mol. % cholesterolu probíhala s tím rozdílem, že při vážení C T A - D S 
bylo naváženo i potřebné množství cholesterolu, výše uvedený postup byl zcela totožný. 

Další připravené systémy nebyly stabilizované pouze cholesterolem, ale i přídavkem 
záporně nabité amfifilní látky, kterou byla kyselina fosfatidová (PA). Jejím přídavkem 
se zlepšuje celková stabilita a zvyšuje se celkový záporný náboj, což bude důležité pro interakci 
s polykationtem. 

Postup přípravy systémů C T A - D S s cholesterolem a kyselinou fosfatidovou byl opět téměř 
stejný. Při vážení C T A - D S a cholesterolu bylo naváženo i potřebné množství kyseliny 
fosfatidové. Vzorky byly připraveny se čtyřmi různými koncentracemi P A 
(5, 10,20 a 30 mol. %). Po navážení všech potřebných látek byl přidán chloroform 
s methanolem v poměru 4:1. Methanol se přidává v systémech s kyselinou fosfatidovou 
pro zabezpečení jejího úplného rozpuštění. Další kroky přípravy systému C T A - D S 
s cholesterolem a P A byly stejné, jak je uvedeno výše. 

4.2.3 Interakce záporně nabitého katanionického vezikulárního systému 
s polykationtem 

Pro přípravu vzorků s D E A E - D x - H C l bylo nejprve potřebné připravit roztok D E A E - D x - H C l 
v deionizované vodě. Koncentrace D E A E - D x - H C l v připravených systémech byla 0,1 hm. % 
nebo 1 hm. %. Do vialky bylo naváženo potřebné množství D E A E - D x - H C l a zalito 
deionizovanou vodou, roztok byl ponechán na magnetické míchačce po dobu 24h, aby došlo 
k úplnému rozpuštění. Po uplynulé době došlo ke smíchání systému C T A - D S s cholesterolem 
a P A v poměru 1:1 s roztokem D E A E - D x - H C l . Vzniklý roztok byl opět 24h míchán 
na magnetické míchačce, aby došlo k co nej lepšímu obalení vezikul hydrochloridem 
diethylaminoethyl-dextranem. 

4.2.4 Sondy 
Možnost měřit generalizovanou polarizaci a anizotropii vzorků zajistily sondy. Pro měření 

anizotropie byl využit D P H a pro generalizovanou polarizaci laurdan. 
Nejprve byly připraveny zásobní roztoky laudranu a D P H . Potřebná navážka byla zalita 

takovým množstvím acetonu, aby koncentrace byla 10"4mol-dm" 3, takto připravený roztok byl 
homogenizován než se celá navážka rozpustila. 

Do vialky byl napipetován 1 ml nachystaného systému C T A - D S s cholesterolem popř. s P A 
nebo i D E A E - D x - H C l , 4 ml deionizované vody a roztok potřebné sondy v takovém množství, 
aby koncentrace sondy ve vzorku byla 10" 6mol-dm" 3. Via lky s připravenými roztok se nechaly 
24h homogenizovat a následně byla měřena generalizovaná polarizace s anizotropii. 

4.3 M ě ř e n í a z p r a c o v á n í v ý s l e d k ů 

4.3.1 Velikost částic a zeta potenciál 
Měření na přístroji ZetaSizer Nano ZS (Malvern Instrument) bylo provedeno především 

z důvodu potvrzení vzniku částic, zjištění distribuce velikosti částic ve vzorcích a velikosti zeta 
potenciálu. 
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Při měření distribuce velikosti částic se používaly skleněné kyvety, po umístění vzorku 
do přístroje bylo spuštěno samotné měření. Měření probíhalo při 25 °C s kalibrací na 30s. 
Vzorkem procházel laser a systém vyhodnotil distribuci velikosti částic na základě 
dynamického rozptylu světla. Každý vzorek byl proměřen třikrát, výsledné hodnoty byly 
zprůměrovány a byl vytvořen graf závislosti intenzity rozptýleného světla na velikosti částic. 
Z měření distribuce velikosti částic byla využita i hodnota P D I (polydisperzní index) a také Z -
average, což je střední hodnota velikosti částic. Z naměřených dat byly sestrojeny grafy 
závislosti intenzity na velikosti částic. 

Po měření distribuce velikosti částic ve vzorku následovalo měření zeta potenciálu. 
Do skleněné kyvety se vzorem byla přidána DIP cell elektroda, měření proběhlo opět při 25 °C. 
Měření v tomto případě proběhlo pětkrát a výsledná hodnota představovala průměr pěti měření. 
Naměřená data byla opět zpracována do formy grafu závislosti zeta potenciálu na koncentraci 
D E A E - D x - H C l nebo P A ve vzorku. 

4.3.2 Generalizovaná polarizace 
Generalizovaná polarizace byla měřena u vzorků obsahujících laurdan. Měření probíhalo 

na spektrofotometru (Edinburgh Instruments FS5), jehož konstrukce je zobrazena na obr. 25. 

karusel EXCITAČNÍ VĚTEV Iľľjľľ' EMISNÍ VĚTEV 
s optickými 

detektor p r 0 2 difr. mřížky vzorek pro 2 difr. mřížky 

Obr. 25: Vnitřní uspořádání spektrofotometru FS5 [67] 

Před samotným měřením se vzorek nalil do křemenné kyvety a vložil do přístroje. Teplota 
měření začínala na 65°C a klesala po 5°C až na teplotu 15°C s tím, že po každém klesnutí o 5°C 
byl stabilizační čas 2 minuty než začalo měření. Excitační monochromátor byl nastaven 
na 350 nm a emisní spektrum bylo měřeno v rozmezí 450 nm až 550 nm s krokem 2 nm. 
Rozmezí spektra bylo zvoleno s ohledem na to, že u generalizované polarizace jsou podstatné 
dvě emisní maxima, při 440 nm v uspořádané fázi (modrá oblast) a při 490 nm ve fázi 
neuspořádané (červená oblast). Z naměřených intenzit byla vypočítána hodnota generalizované 
polarizace, což bylo popsáno v kapitole 2.8.3.2. Z vypočítaných hodnot generalizované 
polarizace byly sestaveny grafy závislosti generalizované polarizace na teplotě. 

4.3.3 Anizotropie 
Anizotropie byla měřena u vzorků obsahujících sondu D P H , opět se využívala křemenná 

kyveta a spektrofotometr (Edinburgh Instruments FS5). Měření probíhalo velmi podobně, 
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rozdíl byl pouze v nastavení přístroje. Teplota měření zůstala stejná, začínalo 
se na 65°C s klesáním až po 15°C a krokem 5°C. Stabilizační čas byl nastaven na 2 minuty 
a následně probíhalo samotné měření. Při měření anizotropie bylo potřeba zapnout polarizátory, 
protože, jak j iž bylo zmíněno v kapitole 2.8.2, k měření anizotropie je potřeba polarizované 
světlo. Vlnová délka excitačního monochromátoru zůstala na hodnotě 350 nm. Emise 
anizotropie byla měřena v rozmezí 395 nm až 495 nm s krokem 4 nm. Naměřená data byla 
zpracována a výsledkem byl graf závislosti anizotropie na teplotě. 
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5 VÝSLEDKY A DISKUZE 

5.1 K a t a n i o n i c k ý v e z i k u l á r n í s y s t é m C T A - D S s 43 mol. % cholesterolu 

Nejprve byly připraveny systémy C T A - D S bez jakéhokoliv typu stabilizace. Systémy 
vykazovaly vysokou míru nestability - okem pozorovatelné velké agregáty. Z toho důvodu 
nebylo možné tyto roztoky nijak nadále charakterizovat. Důvodem nestability roztoků byla 
nedostatečná elektrostatická stabilita částic či ztužení membrány, což mělo za následek vznik 
agregátů. 

Další systémy C T A - D S byly stabilizovány cholesterolem (popsáno v kapitole 2.3.2), 
po sonifikaci byl roztok opalescentní a bez viditelných částic. Koncentrace cholesterolu byla 
zvolena 43 mol. % dle článku [68], kde tato koncentrace v systémech způsobila jednu 
z nejlepších stabilizací spolu s 53 mol. %. Vyšší koncentrace cholesterolu nebyla volena 
především z m o ž n é h o důvodu snížení enkapsulační účinnosti pro hydrofobní léčiva [69]. 
Vizuální rozdíl mezi stabilizovaným a nestabilizovaným systém je zobrazen na obr. 26. 
Stabilizované roztoky cholesterolem byly po sonifikaci 5x zředěny a bez dalších problémů 
podrobeny měření velikosti částic a zeta potenciálu. Střední velikost částic byla stanovena 
na (176 ± 21) nm a zeta potenciál byl (10,3 ± 2 , 3 ) mV. Později proběhlo měření anizotropie 
a generalizované polarizace, čemuž jsou věnovány kapitoly 5.3 a 5.4. 

Obr. 26: Nestabilizovaný a stabilizovaný systém pomocí 43 mol. % cholesterolu 

5.1.1 Katanionické vezikulární systémy C T A - D S s přídavkem cholesterolu a kyseliny 
fosfatidové 

Po přípravě systémů C T A - D S s 43 mol. % cholesterolu byla do dalších vzorků přidána 
kyselina fosfatidová v koncentracích 5, 10, 20 a 30 mol. %. Přídavkem kyseliny fosfatidové 
došlo k dalšímu zlepšení stability systémů (popsáno v kapitole 2.3.2) oproti systémům bez P A 
a to je možno pozorovat na obr. 27. 

Obr. 27: Vzorky systémů CTA-DS bez cholesterolu, s cholesterolem a přídavkem PA (5, 10, 20, 

30 mol. %) 
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Na obr. 28 je zobrazena distribuce velikosti částic podle přídavku P A . Křivka zobrazující 
systém bez stabilizace přídavkem P A ukazuje výskyt vezikul s větší velikostí (0,5 - 5 um). 
V důsledku přídavku 5 mol. % záporné kyseliny fosfatidové došlo ke zvýšení elektrostatických 
odpudivých sil, docházelo méně k agregaci částic, celková stabilita vezikul byla větší a tím 
došlo k zúžení píku distribuční křivky. Velikost vezikul byla menší (106 ± 6 ) nm oproti 
velikosti bez P A (176 ± 26) nm. U dalších systému s větším přídavkem kyseliny fosfatidové 
(10, 20, 30 mol. %) se velikost vezikul ještě snížila a píky distribučních křivek se více zúžily 
(viz obr. 28). 

12 r 

10 • 

5 50 500 5000 
Velikost [nm] 

Obr. 28: Distribuce velikosti vezikulárních systémů CTA-DS s 43 mol. % cholesterolu a různou 

molární koncentrací P A 

Hodnota zeta potenciálu se s přidáváním kyseliny fosfatidové také měnila. Bez přídavku P A 
se vezikuly pohybovaly v nestabilní oblasti (10,3 ± 2,3) mV, ovšem po přídavku P A se hodnota 
výrazně snížila. Kyselina fosfatidová má záporný náboj, hodnoty zeta potenciálu se tak 
přesunuly do zápornějších hodnot a tím bylo potvrzeno začlenění P A do membrány 
připravených vezikul. I při nižších koncentracích P A (5, 10 mol. %) se hodnota zeta potenciálu 
pohybovala ve stabilní oblasti. Nej nižší hodnoty Z P bylo dosaženo u přídavku 30 mol. % P A , 
a to (-52,2 ± 3,2) m V . V tab. 1 je přehled změny hodnot velikostí, polydisperzního indexu 
a zeta potenciálu podle přídavku kyseliny fosfatidové. 

Tab. 1: Přehled hodnot velikostí, PDI a ZP, při různém přídavku PA 

PA [mol. %] Velikost [nm] PDI Zeta potenciál [mV] 
0 176 ± 2 1 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 -38,5 ± 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 z á p o r n ě n a b i t é h o k a t a n i o n i c k é h o v e z i k u l á r n í h o s y s t é m u s D E A E -

D x H C l 

Připravené systémy s cholesterolem a kyselinou fosfatidovou (5, 10, 20, 30 mol. %) mají 
záporný náboj, může tak docházet k interakci s polykationty, konkrétně s hydrochloridem 
diethylaminoethyl-dextranem. Pro potvrzení navázání D E A E - D x - H C l na vezikuly byla měřena 
změna velikosti vzniklých systémů a také změna hodnoty zeta potenciálu do kladných hodnot. 

Hydrochlorid diethylaminoethyl-dextran byl přidáván ve dvou koncentracích 0,1 hm. % 
a 1 hm. %. Tyto koncentrace byly zvoleny na základě diplomové práce Ing. Romany Repové, 
kdy při nich nedocházelo k vysrážení částic, které by nám mohly ovlivňovat následující měření 
[70]. 

5.2.1 Záporně nabité katanionické systémy s přídavkem 0,1 hm. % DEAE-Dx-HCl 
K systémům obsahujícím cholesterol a kyselinu fosfatidovou v různých koncentracích bylo 

přidáváno 0,1 hm. % D E A E - D x - H C l . Vzniklé roztoky neobsahovaly žádné sraženiny viditelné 
okem, ale byly zakalené, jak je možno vidět na obr. 29. 

Obr. 29: Systémy s cholesterolem, různou molární koncentrací PA a 0,1 hm. % DEAE-Dx HCl 

Při měření distribuce velikosti částic, bylo potvrzeno navázání D E A E - D x - H C l na záporné 
vezikuly, protože došlo ke zvýšení velikosti, posunu distribuce velikosti a zvýšení zeta 
potenciálu (viz obr. 33). Distribuce velikosti částic po přídavku D E A E - D x - H C l se s různou 
koncentrací P A výrazně nelišila, to je možno vidět na obr. 30. Střední velikost částic 
u 5 mol. % P A byla větší, což mohlo být způsobeno vyrovnáním kladného a záporného 
po přidání D E A E - D x - H C l , čímž mohly vzniknout větší částice v oblasti 1-5 um a to vysvětluje 
nárůst střední velikosti i v rámci distribuce částic. U vezikul s 10 mol. % P A byla velikost částic 
(236 ± 6) nm, u systémů s 20 a 30 mol. % P A se zvýšila (viz obr. 30 a tah. 2), protože řetězce 
D E A E - D x - H C l byly přitahovány kvezikule, která obsahovala více záporné látky, tudíž 
se mohlo navázat větší množství polykationtu. Rozdíl velikostí mezi vezikulami 
s 20 a 30 mol. % P A byl zanedbatelný. 

38 



14 r 

1 10 100 1000 10000 
Velikosti [nm] 

Obr. 30: Distribuce velikosti vezikulárních systémů CTA-DS s 43 mol. % cholesterolu, různou 

molární koncentrací P A a 0,1 hm. % DEAE-Dx HCl 

Současně došlo k posunutí hodnot zeta potenciálu ze záporných hodnot do stabilní oblasti 
hodnot kladných (viz tab. 2), takový průběh byl očekáván a bylo tak znova potvrzeno navázání 
D E A E - D x - H C l na vezikuly. Tím, že se hodnoty pohybují ve stabilní oblasti, bylo zároveň 
potvrzeno, že došlo k úplnému obalení vezikul polykationtem D E A E - D x - H C l . Nejvyšší 
hodnota zeta potenciálu ze všech měřených vzorků byla zjištěna u systému C T A - D S 
s 30 mol. % P A a 0,1 hm. % D E A E - D x - H C l , jehož hodnota byla (45,8 ± 1,9) mV. Důvodem 
může být hustý záporný náboj kyseliny fosfatidové a v důsledku toho vznik silné vrstvy D E A E -
D x - H C l . 

Tab. 2: Přehled hodnot velikostí, P Dl a ZP, při různém přídavku P A a 0,1 hm. % DEAE-Dx HCl 

PA [mol. %] Velikost [nm] PDI Zeta potenciál [mV] 
5 324 ± 46 0,428 ± 0,032 41,6 ±7 ,0 
10 236 ± 6 0,329 ±0,038 45,0 ± 9,6 
20 331 ± 4 0,279 ±0,015 43,9 ± 2,6 
30 323 ± 5 0,282 ±0,014 45,8 ± 1,9 

5.2.2 Záporně nabité katanionické systémy s přídavkem 1 hm. % DEAE-Dx-HCl 
Další koncentrací D E A E - D x - H C l , která byla přidávána k připraveným systémům C T A - D S 

s cholesterolem a kyselinou fosfatidovou, byla 1 hm. %. Interakcí 1 hm. % D E A E - D x - H C l 
s vezikuly vznikly roztoky, které byly méně zakalené než vzorky předešlé s přídavkem 
0,1 hm. % D E A E - D x - H C l . 

Roztoky obsahující 5, 10 a 20 mol. % P A byly opalescentní a neobsahovaly žádné částice 
viditelné okem, jen vzorek s obsahem 30 mol. % kyseliny fosfatidové byl j emně zakalený, jak 
je vidět na obr. 31. 
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Obr. 31: Systémy s cholesterolem, různou molární koncentrací P A a 1 hm. % DEAE-Dx HCl 

Pro potvrzení obalení vezikul polykationtem byla opět měřena velikost částic a zeta 
potenciál. V tomto případě bylo ověřeno, že D E A E - D x - H C l byl navázán na záporně nabité 
vezikuly, protože došlo k výraznému zvětšení velikosti systémů oproti vezikulám bez D E A E -
D x - H C l . Se zvyšující se koncentrací P A se zvyšovala i velikost částic (viz obr. 32 a tab. 3). 
Například u vezikul s obsahem 20 mol. % P A došlo ke zvětšení z původních (77 ± 67) nm 
na (1204 ± 1 2 8 ) nm, zatímco ve vzorku s 0,1 hm. % D E A E - D x - H C l se velikost částic 
pohybovala kolem (331 ± 4) nm. 
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Obr. 32: Distribuce velikosti vezikulárních systémů CTA-DS s 43 mol. % cholesterolu, různou 

molární koncentrací P A a 1 hm. % DEAE-Dx HCl 

Největší hodnota velikosti částic ze všech vzorků byla (1 325 ± 67) nm u systému C T A - D S 
s 30 mol. % P A a přídavkem 1 hm. % D E A E - D x - H C l . Částice mohou být takto velké díky 
většímu množství záporné látky a D E A E - D x - H C l ve vzorku, takže se mohla vytvořit velká 
vrstva D E A E - D x - H C l na vezikule. Druhou možností důvodu vzniku velkých vezikul mohla být 
situace, kdy se kvůli velkému obsahu řetězců D E A E - D x - H C l nenavázaly všechny na vezikulu 
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a zůstaly v roztoku vzorku volně, působily mezi nimi odpudivé síly, což by odpovídalo 
i poklesu zeta potenciálu na rozdíl od vzorků s přídavkem 0,1 hm. % D E A E - D x - H C l . 

Jak je vidět na obr. 33, velikost částic se s přidáváním hydrochloridu diethylaminoethyl-
dextranu zvětšovala. Zároveň s posunutím distribuce velikosti částic k vyšším hodnotám lze 
pozorovat zúžení píku oproti nižším velikostem částic. Stejný nárůst velikosti částic byl 
pozorován i u ostatních připravených systémů s j iným přídavkem kyseliny fosfatidové (5, 10, 
20 mol. %), což je vidět na obrázcích vpří lohyách. Průměrně se velikost s přídavkem D E A E -
D x - H C l zvětšovala třikrát až čtyřikrát oproti původní velikosti. Částice ve vzorku s 30 mol. % 
P A bez D E A E - D x - H C l měly velikost (86 ± 6) nm, s přídavkem 0,1 hm. % D E A E - D x - H C l 
(324 ± 67) nm a s přídavkem 1 hm. % D E A E - D x - H C l (1 325 ± 67) nm. 
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Obr. 33: Distribuce velikosti částic u vzorku s 30 mol. % PA a různým přídavkem DEAE-Dx HCl 

Úspěšné obalení vezikul hydrochloridem diethylaminoethyl-dextranem bylo dokázáno 
i měřením zeta potenciálu, kdy se hodnoty ze záporných přesunuly do kladných a stabilních, 
jak je vidět v tab. 3. Velikost zeta potenciálu u systémů s přídavkem 1 hm. % D E A E - D x - H C l 
byla menší než u vzorků s obsahem 0,1 hm. % D E A E - D x - H C l , z toho plyne, že částice jsou 
méně stabilní, ale hodnoty se stále drží v hodnotách stabilních částic. 

Tab. 3: Přehled hodnot velikostí, PDI a ZP, při různém přídavku PA a 1 hm. % DEAE-Dx HCl 

PA [mol. %] Velikost [nm] PDI Zeta potenciál [mV] 
5 948 ±156 0,383 ± 0,033 31,5 ±7 ,0 
10 1116 ± 162 0,353 ± 0,075 34,2 ± 9,6 
20 1204 ± 128 0,282 ± 0,067 34,3 ± 2,6 
30 1325 ± 67 0,278 ± 0,026 31,2 ± 1,9 

5.3 M ě ř e n í g e n e r a l i z o v a n é polarizace 

Pro měření generalizované polarizace byla do systémů přidána sonda laurdan, která 
umožňuje zkoumání vnější části vezikulární dvojvrstvy. Naměřená data byla zpracována podle 
toho, jak bylo popsáno v kapitole 4.3.2. Tvar závislosti generalizované polarizace na teplotě 
(viz obr. 34) představuje přechod membrány z uspořádané do neuspořádané fáze. Závislost 

41 



odpovídá postupně klesajícímu charakteru, kdy vysoké hodnoty GP znamenají, že je systém 
uspořádaný (voda je uspořádaná a méně mobilní), kdežto nízké hodnoty G P znamenají 
neuspořádanost membrány (mobilní molekuly vody). 
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Obr. 34: Závislost generalizované polarizace na teplotě pro vzorky bez DEAE-Dx HCl 

Teoretická křivka pro 0 mol. % P A je nejméně zakřivená oproti křivkám s přídavkem P A . 
Takový tvar je způsobený tím, že přídavek x mol. % P A vedl ke snížení molárních procent 
cholesterolu. S přidáváním cholesterolu se její tvar vyrovnává a roztok s 0 mol. % P A obsahuje 
nej větší množství cholesterolu [71]. V tah. 4 jsou uvedeny přepočítané hodnoty mol. % 
cholesterolu po přídavku kyseliny fosfatidové. Kromě výše popsaného v l ivu mohly být hodnoty 
generalizované polarizace ovlivněny samotnou přítomností P A . Kyselina fosfatidová má 
poměrně malou hydrofilní hlavu (vůči hydrofobní části) a není schopna těsné vazby 
v povrchové vrstvě vezikul. Molekuly vody se v tomto případě chovají jako „spacery", které 
zajišťují těsnou vazbu mezi fosfolipidy [72]. Díky tomuto efektu mohla být GP, která reaguje 
na mobilitu molekul vody, ovlivněna i přídavkem P A [73]. 

Tab. 4: Snížení obsahu cholesterolu (mol. %) po přídavku PA 

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

Měřením bylo zjištěno, že na výslednou hodnotu generalizované polarizace má v l iv 
jak obsah cholesterolu v systémech, tak kyselina fosfatidová a D E A E - D x - H C l . Inkorporace 
cholesterolu do vezikul má v l iv na pevnost systémů. N a uvedeném obrázku {obr. 35) 
s výsledkem měření vzorku s 5 mol. % P A je vidět, že hodnoty GP u různých přídavků D E A E -
D x - H C l splývají dohromady a není zde tedy možno říct, že by GP reagovala na přídavek 
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D E A E - D x - H C l . Důvodem může být menší hustota záporného náboje a tím menší interakce 
s polykationtem. 
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Obr. 35: Závislost generalizované polarizace na teplotě u vzorku s cholesterolem, 5 mol. % P A 

a DEAE-Dx HCl 

Generalizovaná polarizace se s uspořádáním systému zvyšuje [70]. By lo ověřeno, 
že u vzorků obsahujících vyšší koncentraci P A než je 5 mol. % přídavek D E A E - D x - H C l 
ovlivňuje hodnotu GP a tedy uspořádanost membrány. 

U systémů, které obsahovaly 10, 20 a 30 mol. % P A byl vliv D E A E - D x - H C l podobný. 
Přídavkem D E A E - D x - H C l se zvyšovala hodnota GP (viz obr. 36), takže vzniklé částice byly 
více uspořádané a pevněj ši. D E A E - D x - H C l mohlo mít v l iv na uspořádání částic z toho důvodu, 
že je to hydrofilní polymer, který je schopen uspořádat vodu na svém povrchu a snížit tak její 
mobilitu. Pokud došlo k ovlivnění mobility vody v blízkosti membrán, může to znamenat 
i částečné vmezeření polymeru do fosfolipidové dvojvrstvy. 
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Obr. 36: Závislost generalizované polarizace na teplotě u vzorku s cholesterolem, 10 mol. % PA 

a DEAE-Dx HCl 
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5.4 M ě ř e n í anizotropie 

K měření anizotropie byla do roztoků vzorků přidána sonda D P H . Oproti laurdanu nezůstává 
D P H jen na povrchu membrán, ala začleňuje se dovnitř. Po zpracování naměřených dat byly 
vytvořeny závislosti anizotropie na teplotě. Obecně se hodnota anizotropie s vyšší teplotou 
snižuje a zároveň klesá tuhost membrány. Vyšší teplota způsobuje větší pohyblivost i flexibilitu 
hydrofobních ocasů [73]. U nižších teplot je vidět malý nebo téměř žádný rozdíl hodnot 
anizotropie, s rostoucí teplotou se rozdíly zvětšují. N a obr. 37 je získaná závislost pro vzorky, 
které neobsahovaly D E A E - D x - H C l . Začlenění kyseliny fosfatidové vede ke změně tuhosti 
membrány, čím více je P A , tím klesá tuhost i anizotropie. U křivky odpovídající vzorku 
s 0 mol. % kyseliny fosfatidové je viditelný mírně rovnější tvar, především v oblasti vyšších 
teplot, a to z toho důvodu, že vzorek obsahuje největší množství cholesterolu oproti vzorkům 
s P A , kde je menší molární koncentrace cholesterolu (viz tab. 4). 
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Obr. 37: Závislost anizotropie na teplotě pro vzorky bez DEAE-Dx HCl 

Dalším možným vysvětlím změny mikroviskozity membrány, která je zkoumána sondou 
D P H [71] je fakt, že kyselina fosfatidová obsahuje hydrofobní konce kratší než C T A B 
(12 uhlíků) a právě tyto hydrofobní konce mohou ovlivnit tuhost membrány [73]. 

Na obr. 38 je závislost pro roztoky s přídavkem 5 mol. % P A . Křivky vypadají velmi 
podobně jak pro vzorky bez D E A E - D x - H C l , tak s D E A E - D x - H C l , čímž se potvrzuje minimální 
nebo žádný v l iv přídavku D E A E - D x - H C l na vnitřní vlastnosti membrán. Zároveň nebyla 
pozorována žádná odchylka hodnot anizotropie při nižších teplotách. Hydrochlorid 
diethylaminoethyl-dextran je přitahován pouze na povrch vezikuly, neměl by mít tak v l iv 
na fluiditu vnitřní části membrány, ovšem může nastat situace, že by se D E A E - D x - H C l vnořil 
lehce i do membrány, což ale nebylo při měření nijak ověřeno ani zjištěno. 
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Obr. 38: Závislost anizotropie na teplotě pro vzorky s 5 mol. % P A 

U skupiny vzorků s přídavkem 1 hm. % D E A E - D x - H C l byla závislost anizotropie na teplotě 
znova podobná jako u vzorků předešlých (0 a 0,1 hm. % D E A E - D x - H C l ) , až na to, že při tomto 
měření nebyly rozdíly v hodnotách anizotropie u nižších teplot vůbec žádné a u vyšších byly 
menší (viz obr. 39) než u předešlých vzorků. 
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Obr. 39: Závislost anizotropie na teplotě pro vzorky s 1 hm. % DEAE-DxHCl 
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6 ZÁVĚR 

Jedním z cílů této bakalářské práce byla rešerše na přípravu komplexů obsahujících 
polykationt a záporně nabitý vezikulární systém s přihlédnutím na problematiku iontových 
amfifilních párů. Dalším cílem byla příprava záporně nabitého systému C T A - D S a jeho 
následná interakce s polykationtem hydrochloridem diethylaminoethyl-dextranem. Fyzikálně-
chemická charakterizace připravených systémů byla provedena měřením velikosti částic, 
velikosti zeta potenciálu, generalizované polarizace a anizotropie. Všechny tyto vymezené cíle 
práce byly splněny. 

Základem byla příprava katani oni ckého vezikulárního systému C T A - D S z amfifilních párů. 
Amfifílní pár je složen z látky kladné a záporné, v případě této práce byla použita záporná látka 
dodecylsíran sodný a kladná látka byla cetyltrimethylamonium bromid. Systémy byly velmi 
nestabilní, takže před interakcí s polykationtem musely být stabilizovány. 

Stabilizace byla provedena jak inter-vezikulární, tak intra-vezikulární. Začleněním 
cholesterolu do membrány byla zajištěna intra-vezikulární stabilizace. O inter-vezikulární 
stabilizaci se postarala kyselina fosfatidová, která má záporný náboj, a celý systém se díky 
ní stal tedy záporným. Záporný náboj připravených systémů C T A - D S byl důležitý, protože 
umožnil interakci s polykationtem, kterým byl hydrochlorid diethylaminoethyl-dextran, ten má 
velké lékařské i farmaceutické využití. 

K systémům C T A - D S se přidávalo různé množství kyseliny fosfatidové, konkrétně 5, 10, 20 
a 30 mol. %. Koncentrace cholesterolu ve vzorcích bez P A byla zvolena na 43 mol. %, 
ale v roztocích s P A se snižovala, protože přídavkem kyseliny fosfatidové se molární 
koncentrace cholesterolu snižovala. Polykationt D E A E - D x - H C l byl přidán v množství 0,1 
a 1 hm. %. 

Přídavkem kyseliny fosfatidové došlo ke zvýšení elektrostatických odpudivých sil , 
stabilizaci systémů a tím k jejich zmenšení oproti systémům bez P A . Při přídavku 5 mol. % P A 
se velikost částic zmenšila, ale ne o tolik jako při přídavku 10 mol. % P A . Přídavkem 10, 20, 
30 mol. % P A se velikost částic výrazně snížila. Hodnota zeta potenciálu se pohybovala 
v záporné, stabilní oblasti a se zvětšujícím se obsahem P A klesal. 

Po přídavku 0,1 hm. % D E A E - D x - H C l byl potvrzen vznik částic zvětšením velikosti, 
změnou zeta potenciálu a posunem distribuce. Systémy s 5 mol. % P A byly větší než 
s přídavkem 10 mol. % P A , pak u vyšších koncentracích se částice opět oproti vzorku 
s 10 mol. % P A zvětšily. M e z i velikostmi systémů s přídavkem 20 a 30 mol. % P A nebyl 
významný rozdíl. V e všech případech bylo ověřeno obalení vezikul polykationtem, protože zeta 
potenciál se přesunul z hodnot záporných do kladných a opět byly všechny velikosti Z P 
ve stabilní oblasti. Celkově nej vyšší hodnota zeta potenciálu byla naměřena u systému C T A -
DS s 30 mol. % P A a 0,1 hm. % D E A E - D x - H C l , jehož hodnota byla (45,8 ± 1,9) m V , vezikuly 
měly hustší záporný náboj a mohla se navázat velká vrstva D E A E - D x - H C l . Největší částice 
byly změřeny ve vzorku s přídavkem 30 mol. % P A a 1 hm. % D E A E - D x - H C l , 
a to (1 325 ± 67) nm, kdy se buď vytvořila velká vrstva D E A E - D x - H C l nebo se nenavázaly 
veškeré řetězce a zůstaly v roztoku, což by odpovídalo nižšímu, ale stále stabilnímu zeta 
potenciálu. 

Generalizovaná polarizace a anizotropie byly měřeny především pro získání informací 
o tekutosti membrán. Před měřením GP a anizotropie byly do systémů přidány sondy, protože 
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vzorky samy o sobě nemají schopnost fluorescence. Sondou pro měření GP byl laurdan, ten 
se váže na povrch membrány a poskytuje tak o něm informace. Druhou sondou byl D P H , který 
se váže přímo do prostoru membrány, čímž může být zjištěna vnitřní fluidita membrány. 

Z m ě ř e n í generalizované polarizace byly sestaveny závislosti GP na teplotě, které 
představovaly přechod z uspořádané do neuspořádané fáze, zakřivení této závislosti 
je ovlivněno množstvím cholesterolu, s cholesterolem se vyrovnává. Hodnota GP u vzorků 
s 5 mol. % P A a různém přídavku D E A E - D x - H C l splývá dohromady a neroste. U vzorků 
s 0,1 nebo 1 hm. % D E A E - D x - H C l se zvyšující koncentrace P A projevovala zvýšením GP. 
U takových vzorků se snižovala pohyblivost vody v okolí systémů a ty se staly uspořádanější, 
to bylo způsobeno vl ivem hydrofilního polykationtu D E A E - D x - H C l , který je schopen 
uspořádat vodu na svém povrchu. 

Po měření anizotropie byly sestrojeny grafy závislosti anizotropie na teplotě, kde hodnoty 
anizotropie s rostoucí teplotou klesaly. Zakřivení křivky bylo ovlivněno množstvím 
cholesterolu stejně jako u GP. Hodnota anizotropie v oblasti nižších teplot hodně splývala 
dohromady, větší rozdíly byly viditelné až při posunu k vyšším teplotám. Při přídavku P A 
klesala tuhost i anizotropie, naopak přídavek D E A E - D x - H C l nijak výrazně neovlivnil hodnotu 
anizotropie při různých koncentracích P A , protože D E A E - D x - H C l se váže na povrch vezikul, 
takže neovlivnil fluiditu vnitřní části membrány. 

Tato bakalářská práce byla jen malým krokem ve zkoumání záporných vezikulárních 
systémů z amfifilních párů a jejich interakce s polykationty. Jde o oblast stále málo 
prozkoumanou a systémy by se určitě mohly zkusit připravit i z j iných amfifilních párů 
popř. interakce s j iným polykationtem. Dalším krokem by mohla být inkorporace látek 
do vezikul. Připravené systémy by mohly být vhodné jako nosiče léčiv a obecně mohou 
nahrazovat dražší liposomy. 
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8 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 

8.1 Seznam zkratek 

Zkratka Význam 
C T A B cetyltrimethylamonium bromid 
SDS dodecyl síran sodný 
D E A E - D x - H C l hydrochlorid diethylaminoethyl-dextran 
P A kyselina fosfatidová 
P A L povrchově aktivní látka 
C T A - D S katanionický vezikulární systém z C T A B a SDS 
G A Č R Grantová agentura České republiky 
tzv. tak zvaně 
obr. obrázek 
popř. popřípadě 
C M C kritická micelární koncentrace 
SLS larylsulfát sodný 
S D S - P A G E elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v přítomnosti SDS 
H T M A B hexadecyltrimethylamonium bromid 
D N A deoxyribonukleová kyselina 
R N A ribonukleová kyseliny 
S U V malé unilamelární vezikuly 
L U V velké unilamelární vezikuly 
O L V velké oligolamelární vezikuly 
M L V velké multilamelární vezikuly 
M V V multivezikulární vezikuly 
nm nanometr 
IPA IPA ion pair amphiphiles 

p H záporný dekadický logaritmus koncentrace vodíkových iontů v roztoku 
D L S dynamický rozptyl světla 
PCS fotonová korelační spektroskopie 
Z P zeta potenciál 
m V milivolt 

So základní singletový stav 
Si excitovaný singletový stav 

s 2 excitovaný singletový stav 
T, tripletový excitovaný stav 
s sekunda 
ns nanosekunda 
D P H 1,6-difenyl-1,3,5 -hexatrien 
G P generalizovaná polarizace 
A p amyloid-P peptid 
A p o E apolipoprotein 
HS fosfatidylcholin 
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C H E M cholesteryl hemisukcinát 
P E G polyethylenglykol 
PS fosfatidylserin 
P V P Q 2-vinylpyridin 
C L 2 " kardiolipinu 
E L vaječný lecitin 
D P P C dipalmitoylfosfatidylcholin 
D E A E - D x diethylaminoethyl dextran 
C H chitosan hydrochlorid 
L F laktoferin 
D T M A - D S dodecyltrimethylamonium-dodecyl sulfát 
D T M A B dodecyltrimethylamonium bromid 
mmol-dm" 3 mil imol na decimetr krychlový 
mol-dm" 3 mol na decimetr krychlový 
h hodina 
ml mililitr 
mg/ml miligram na mililitr 
kJ kilojoule 
mol. % molární procenta 
hm. % hmotnostní procenta 
s sekunda 
tab. tabulka 
PDI polydisperzní index 

8.2 Seznam s y m b o l ů 

Symbol Název veličiny 
P c kritický sbalovací parametr 
v objem 
lc' délka hydrofobního řetězce 
ao plocha hydrofilní skupiny 
P polarizace 
r anizotropie 
Ivv vertikální intenzita fluorescence 
Ivh horizontální intenzita fluorescence 
Ib intenzita G P v modré oblasti 
I r intenzita G P v modré oblasti 
r\ viskozita rozpouštědla 
rh hydrodynamický poloměr 
T teplota 
D translační difuzní konstanta 
kB Boltzmanova konstanta 
7i matematická konstanta 
°C stupeň Celsia 



9 PŘÍLOHY 

9.1 Distribuce velikosti část ic 
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Obr. 40: Distribuce velikosti částic u vzorku s 5 mol. % PA a různým přídavkem DEAE-Dx HCl 
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Obr. 41: Distribuce velikosti částic u vzorku s 10 mol. % PA a různým přídavkem DEAE-Dx HCl 
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Obr. 42: Distribuce velikosti částic u vzorku s 20 mol. % PA a různým přídavkem DEAE-Dx HCl 
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9.2 Záv i s los t i g e n e r a l i z o v a n é polarizace na tep lo tě 
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Obr. 43: Závislost generalizované polarizace na teplotě pro vzorky s 0,1 km. % DEAE-DxHCl 
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Obr. 44: Závislost generalizované polarizace na teplotě pro vzorky s 1 km. % DEAE-Dx HCl 
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Obr. 45: Závislost generalizované polarizace na teplotě u vzorku s 20 mol. % PA a DEAE-Dx HCl 

57 



0,5 c 

0,4 

u 0,3 o 
ta 
•S 0,2 

a o-1 

1 0 

1 "ai 

1 -0.2 

-0,4 

x 

I 

I 

0hm. % DEAE-DxHCl 

0,1 hm. % DEAE-DxHCl 

X 1 hm. % DEAE-DxHCl 

i 1 

—I I I I I I I I l _ —I I I I I I I I I I I I I I I I I 

10 20 30 40 50 
Teplota [°C] 

60 70 

Obr. 46: Závislost generalizované polarizace na teplotě u vzorku s 30 mol. % PA a DEAE-DxHCl 

9.3 Záv i s lo s t anizotropie na tep lo tě 
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Obr. 47: Závislost anizotropie na teplotě pro vzorky s 0,1 hm. % DEAE-DxHCl 
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Obr. 48: Závislost anizotropie na teplotě pro vzorky s 10 mol. % P A 
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Obr. 49: Závislost anizotropie na teplotě pro vzorky s 20 mol. % PA 
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Obr. 50:Závislost anizotropie na teplotě pro vzorky s 30 mol. % PA 


