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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva studiem interakci v systémech polymer-lipid s hlavnim
zam¢efenim na interakce vedouci k fazové separaci. Z polymerit byly v této praci pouzity
aniontové polyelektrolyty poly(4-styrensulfonat) sodny, chondroitin-6-sulfat sodny a zejména
hyaluronan  sodny. Lipidy, kationtovy 1,2-dipalmitoyl-3-trimethylamonium-propan
(chloridova sul) a zwitteriontovy 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-fosfocholin, byly pomoci
sonifikace zformulovany do lipozomt. Bylo zjisténo, ze k fazové separaci dochazi
v systémech se specifickym hmotnostnim pomérem DPTAP/polymer, ptic¢emz tuto silnou
elektrostatickou interakci vedouci ke vzniku sraZenin je mozno oslabit pfedev§im zvySenim
iontové sily v roztoku. Rovnéz bylo zjisténo, ze systémy obsahuji hydrofobni domény a jsou
tedy schopny inkorporovat hydrofobni latky.

ABSTRACT

This diploma thesis deals with experimental study of interaction based on polymer-lipid
system. The main goal was to investigate interaction leading to phase separation. Three
anionic polyelectrolytes were selected for this purpose: sodium hyaluronate, sodium
chondroitin-6-sulfate and sodium poly(4-styrenesulfonate). The liposomes were formulated
by sonication of lipid — cationic 1,2-dipalmitoyl-3-trimethylamonium-propane (chloride salt)
and zwitterionic 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-phosphocholine. It was found that the phase
separation occured at specific ratio of DPTAP and selected polymer. It was also explored that
the strong electrostatic interaction which leads to the phase separation can be weaken
by increasing the ionic strength in the sample. As we aspected the systems contain
the hydrophobic domain and therefore these are able to incorporate hydrophobic substances
in their structure.
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1 UVOD

Tato diplomova prace navazuje na dlouholety vyzkum na fakulté — interakce aniontovych
polyelektrolyti a kationtovych tenzidd (v micelarni formulaci), jez vede K tvorbé
trojrozmérné polymerni sité, tedy hydrogelu. Tyto hydrogely jsou fyzikalné sitované,
kdy pevné uzly tvofi pravé kladn€ nabité micely s hydrofobnimi doménami. Nicméné
kationtové tenzidy patii jako surfaktanty mezi latky cytotoxické. Jejich pouziti v mediciné
¢i kosmetice je proto zna¢né limitované. Nabizi se proto nahradit tyto cytotoxické tenzidy
latkami, jez by byly biokompatibilni a biodegradabilni. Diky své strukturdlni podobnosti
se pak jako vhodna ,,bio*“ nahrada tenzidu jevi pravé polarni lipidy. Snahou a cilem této prace
tedy bylo prostudovat interakce mezi polyelektrolyty a polarnimi lipidy s hlavnim zaméfenim
na interakce vedouci k fazové separaci. Z polyelektrolytd byly vybrany pfirodni aniontovy
hyaluronan sodny a chondroitin-6-sulfat sodny, jenz se nachazi v lidském téle a spliuji tedy
podminku biokompatibility a biodegradability. Dale byl vybran synteticky poly(4-
styrensulfonat) sodny, jenz je casto volen jako modelovy polyelektrolyt, diky jasné
definované struktuie a disociovatelnym skupinam. Z lipidu byly zvoleny kationtovy lipid
DPTAP (1,2-dipalmitoyl-3-trimethylamonium-propan) a zwitteriontovy fosfolipid DPPC
(1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-fosfocholin). Tato smés lipidi byla pomoci sonifikace
zformulovéana do lipozomi, jez by mély byt schopny inkorporovat jak hydrofilni,
tak hydrofobni latky, coz je velice dilezité pro piipadnou praktickou aplikaci, nebot’ vétSina
1é¢ivych a prospésnych latek ma pravé hydrofobni povahu. Lipozomy by pak tedy mély byt
schopny, diky kladnym kvartérnim amoniovym dusikim v polarnich hlavach na povrchu
lipozomu, interagovat s aniontovymi polyelektrolyty, stejné€ jako kladné nabité micely tvofené
tenzidy.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Polymery

Polymery jsou pfirodni nebo syntetické latky, v jejichz veliké molekule (makromolekule)
se jako Clanek v fetézu mnohondsobné opakuje zdkladni monomerni jednotka. Piedstavuji
tedy chemickou stavebnici, kterd umoziiuje neobycejnou proménlivost struktur i vlastnosti
vyslednych latek. Syntetické polymery vyvinuté v prvni poloving 20. stoleti umoznily rozvoj
plastikéaiského primyslu, gumérenstvi, vyroby syntetickych vldken, primyslu folii a obald,
pramyslu natérovych hmot a kompozitnich materiali, které ovlivnily vyvoj od letectvi
az po sportovni  vyzbroj. Druhou stranou mince vSak =zdstava otazka polymert,
které jiz doslouzily a hromadi se na skladkach nebo dokonce ve volné ptirod€. Vyzkum spolu
s prislusnou legislativou proto musi vyiesit problém odpadu tak, aby polymery lidem slouzily,
ale pfitom nezatézovaly Zivotni prostfedi. Je ovSem dilezité zminit, Ze fada polymernich
materiald v podobé filtrl, membran, izolaci, geotextilii, tlumicich prvkl, sorbentd,
analytickych a lékatskych pomicek zivotni prostiedi pfimo ochranuje [1]. | z tohoto divodu
je nyni velky vyznam pfiklddan k pfirodnim polymerim — biopolymeriim, nebot tyto
polymery jsou produkovany zivymi organismy a tudiz je pfiroda schopna je v kratkém case
sama zcela odbourat.

2.1.1 Rozdéleni polymeri podle vychozi suroviny

Polymery podle vychozi suroviny klasifikujeme bud’ jako pfirodni nebo syntetické. Syntetické
polymery se v ptirodé nevyskytuji. Vznikaji na zakladé lidského umu, a to chemickou cestou
(syntézou). Odtud také prameni jejich nazev [2].

2.1.1.1 Pr¥irodni polymery

Piirodni polymery predstavuji velice rozmanitou $kalu struktur a funkci. Skupina c&tyf
hlavnich biopolymerii, tvofenda DNA, RNA, proteiny a polysacharidy, ptedstavuje hlavni
sloZzené biomolekuly bunék a tkani vysSich zivo€ichl (n€kdy se k nim fadi i lipidy,
jelikoz vytvari makromolekuly, které agreguji a utvaii vétsi struktury, nicméné neptredstavuji
biopolymery v pravém slova smyslu). Tyto komplexni molekuly jsou tvofeny jednoduchymi
biomolekulami, jez pfedstavuji zakladni stavebni opakujici se jednotky. Pro DNA a RNA jsou
to deoxyribonukleotidy a ribonukleotidy, proteiny jsou slozeny z aminokyselin
a polysacharidy tvoii jednoduché cukry [3].

Mnohé z vySe uvedenych 1 jiné byly prvnimi makromolekularnimi latkami, které nasly
pro nasi civilizaci technické vyuziti. Mezi vyznamné pfirodni polymery patii [2]:

e prirodni kaucuk — je obsazen v n€kterych rostlinach v podobé mlékovité stavy zvané
latex. Pro téZbu méa vSak vyznam pouze strom Kaucukovnik brazilsky (Hevea
brasiliensis) péstovany na plantazich. Slozeni ptirodniho latexu neni zcela stalé.
Zalezi na mnoha parametrech jako druh a stafi stromu, pocasi, ro¢ni obdobi, ...
Primérny obsah kaucukového uhlovodiku je ptiblizné 35 %. Voda predstavuje 60 %,
zbytek pfipada na bilkoviny (vice nez 2 %), pryskyfice (1,5 % az 2 %), popel
(okolo 0,7 %) a cukry (asi 0,3 %) [2].



polysacharidy — jsou pfirodni polymery, jejichz makromolekuly se skladaji z mnoha
molekul monosacharidd, tj. jednoduchych cukrti, navzajem spojenych O-glykosidovou
vazbou. Snad nejdulezitéj$imi jsou polysacharidy odvozené od glukézy, neboli
hroznového cukru, celuldza a Skrob (struktura viz Obrdzek 1) ¢i v mediciné vyuzivany
a v lidském téle obsazeny hyaluronan nebo od galaktézy odvozeny chondroitin sulfat,
jenz bude spolu s hyaluronanem dale jesté podrobnéji zminén [2].
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Obrazek 1: Struktura prirodnich polymeru — polysacharidii celulozy a Skrobu. Celuloza, jez se
sestava z jednotek D-glukézy spojenych vazbou B(1—4), je umisténa nahore. Skrob je tvoren
amylozou, jez je tvorena dlouhymi nerozvétvenymi retézci tvorenymi D-glukozovymi
jednotkami, jez jsou navzajem propojeny o(l—4) glykosidovymi vazbami. Druhym
polymerem, jenz se podili na strukture Skrobu, je amylopektin (v obrazku zcela dole), ktery je
rovnez slozen z D-glukozovych jednotek spojenych vazbami a(l—4), pricemz obsahuje
kazdych 20-30 glukozovych jednotek vétveni, tedy vazbu a(1—6) [4], [5].

bilkoviny — maji mezi v§emi ptirodnimi latkami zcela zvlastni postaveni, nebot’ bez nich
neni mozna existence zddného Zivého organismu, jelikoz jsou soucasti vSech zivych
bunék. Organizace bilkovinnych struktur je rozdélena do 4 kategorii. Primarni struktura
predstavuje samotnou sekvenci aminokyselin, sekundarni struktura je druh prostorové



orientace dvou nasledujicich peptidovych vazeb, terciarni — 3D uspotradani celé
makromolekuly a kvartérni — vzajemné usporfadani podjednotek [6], [7]. Bilkoviny
zpravidla délime podle tvaru jejich molekul (typ terciarni struktury) na vlaknité
a globularni. V1aknité bilkoviny jsou konstrukénim materidlem t¢l ZivocCichii. Patii
mezi né keratin, fibroin, kolagen ¢i myosin. Spole¢nym znakem téchto bilkovin je jejich
nerozpustnost ve vodé¢. Naopak rozpustné ve vode jsou globularni bilkoviny. Typické
ptiklady globularnich bilkovin jsou naptiklad arachin (v arasidovych ofesich), albumin
(ve vejcich), kasein (v mléku) ¢i zein (v kukufici) [2].

2.1.1.2 Syntetické polymery

Jak jiz bylo zminéno, syntetické polymery se v piirodé nevyskytuji, nybrz se pfipravuji
chemickou syntézou z nizkomolekularnich sloucenin jako napft. styren, butadien, propylen, ...
Tyto nizkomolekularni slouc¢eniny ziskavame zakladnimi petrochemickymi procesy z ropy
a zemniho plynu. Podle typu jednotlivych reakci polymery muzeme rozdélit na polymery
vznikajici [2]:

e polymeraci — tetézova chemicka reakce velkého poctu molekul monomeru, pfi niz
vznikaji dlouhé makromolekuly polymeru. Pii této reakci se nevytvareji vedlejsi
produkty, chemické slozeni polymeru je stejné jako chemické slozeni monomeru.

e polykondenzaci — sled stejnych opakujicich se reakci funk¢nich skupin vychozich
latek. Ke vzniku polymeru je tfeba, aby slouceniny mély potifebny pocet funkénich
skupin (nejméné dvé€). Polykondenzace je tedy reakce, pii niz vznika ze dvou
nizkomolekuldrnich latek polymer a néjaka jind nizkomolekuldrni latka, vétSinou
voda. Na rozdil od polymerace produkt polykondenzace mé jiné chemické slozeni
nez nizkomolekularni 1aky, ze kterych vznikl.

e polyadici — adicni reakce slou€enin, jejichz molekuly obsahuji ndsobné vazby,
nebo jsou tvofeny kruhy s malym pocétem ¢lent, se slouCeninami, jejichz molekuly
obsahuji vhodné funkéni skupiny.

2.1.2 Chondroitin sulfat sodny

Chondroitin sulfat (CS) byl poprvé izolovan z hyalinni chrupavky v roce 1884
Krukenbergem, ktery timto zaroven popsal prvni pfipravu glykosaminoglykanti — extrakce
ve zfedéném alkalickém roztoku pii laboratorni teploté. O pét let pozdéji byla zjisténa
pfitomnost esterové vazaného sulfatu, na zdklad¢ cehoz byla slouCenina v roce 1891
Schmiedebergem pojmenovéna jako chondroitin sulfatova kyselina. Tento nazev byl odvozen
z feckého terminu pro chrupavku ,,chondros“ a ptedpokladaného slozeni: acetat, sulfat,
glukuronova kyselina a hexosamin. Za hexosamin byl v té¢ dob¢ pokladan chitosamin (tehdejsi
termin pro glukosamin). Trvalo vice nez dvacet let, nez Levene a La Forge roku 1914 spravné
ur¢ili strukturu hexosaminu, jimz je galaktosamin [8], [9].

V roce 1940 byl chondroitin poprvé stanoven jako dualezita komponenta chrupavky.
Popularitu ziskal vroce 1998 diky knize ,,The Arthritis Cure* (pfeloZzeno jako ,,Lék
na artritidu®). Od této doby byla intenzivné zkoumana jeho ucinnost, zvlasté v kombinaci
s glukosaminy, v 1é¢bé osteoartritidy ¢i jako protizanétlivé ¢inidlo [10].
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2.1.2.1 Struktura

Chondroitin sulfat zatazujeme mezi galaktosaminoglykany ze skupiny glykosaminoglykand,
které byly diive oznaCovany jako mukopolysacharidy. Kyselina D-glukuronova (GIcA)
a sulfatovany N-acetyl-D-galaktosamin (GalNAc) stiidavé vazané glykosidovou vazbou
B(1—3) a PB(1—4) pak tvoii zakladni disacharidovou jednotku makromolekuly, jez je
znazornéna na Obrdzku 2 [11].

D-glukuronova kyselina N-acetyl-D-galaktosamin

Obrazek 2: Zakladni opakujici se disacharidova jednotka makromolekuly chondroitin sulfdtu
tvorena D-glukuronovou kyselinou a N-acetyl-D-galaktosaminem se stridajicimi se
glykosidovymi vazbami f(1—3) a p(1—4). Symbol R ve strukture chondroitin sulfitu znaci
dvé nejcastejsi lokalizace sulfdatové skupiny, tedy na ctvrtém ci Sestéem uhliku (druhé R pak
ve strukture znaci vodik H). Cervenymi Cislicemi je naznaceno cislovani na jednotlivych
sacharidech jednotky.

Sulfatovou skupinu nejcastéji nachazime na ctvrtém ¢i Sestém uhliku N-acetyl-D-
galaktosaminu, slouceniny tedy nazyvame chondroitin-4-sulfat (diive oznacovan jako
chondroitin sulfat A) a chondroitin-6-sulfat (chondroitin sulfat C). Tyto dva typy jsou
nejbéznéjsi, nebot’ jsou nejvice distribuovany ve tkanich, ze kterych je pak chondroitin sulfat
izolovan. V nékterych piipadech se vsak stava, ze se v jediné makromolekule chondroitin
sulfatu objevi ob¢é isomerni disacharidové jednotky. Z dalsich vyzkumi pak vyplyva, ze se
chondroitin sulfat, s pomérem sulfat/disacharidova jednotka 1, vyskytuje s nerovnomérnou
distribuci sulfatové skupiny, tedy Ze se na fetézci chondroitin sulfatu nachazi jednotky
bez sulfatové skupiny, ale i jednotky disulfatované [11], [12].

Kromé dvou nejcastéjSich typt chondroitin sulfatu, s jednou sulfdtovou skupinou
na disacharidovou jednotku, byly rovnéz izolovany druhy s vy$§im poctem sulfatovych
skupin. Ze zralo¢i a krabi chrupavky byl izolovan chondroitin sulfat D, jenz kromé sulfatu
na N-acetyl-D-galaktosaminu obsahuje i sulfat v pozici C2 ¢i C3 na D-glukuronové kyseling.
Na druhou stranu chondroitin sulfat E, jenz byl izolovan z chrupavky meduazy, obsahuje
prevazné C4 a C6 disulfatovany N-acetyl-D-galaktosamin. Existuje tedy cela tfada typu
chondroitin sulfatu, viz Obrdzek 3, pficemz neni prozatim znamo mnoho informaci
o0 faktorech, jenz maji vliv na pocet sulfatovych skupin v disacharidové jednotce a jejich
lokalizaci [11].
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Obrdzek 3: Schematické zndzornéni riiznych typii disacharidovych jednotek chondroitin
sulfatu, které se lisi mnozstvim a lokalizaci sulfatovych skupin, jez jsou v obrdzku zvyraznény
cervenym boxem. Zkratka GICA v obrdzku znaci kyselinu D-glukuronovou a GalNAcC ozracuje
N-acetyl-D-galaktosamin [13].

2.1.2.2 Biokompatibilni chondroitin

Chondroitin sulfat se vyskytuje v tkanich zivych organismt, kde je kovalentné¢ vézan
K proteinim a vytvaii tedy fadu proteoglykanti jako napfiklad agrekan, dekorin ¢i biglykan.
Jednou z tkani, kde je chondroitin hojné zastoupen, je pojivova tkan, pfi¢emz je jednou
ze zdkladnich molekul mezibunééné hmoty kloubni chrupavky. Mezibunéénd hmota
chrupavky je slozena z pevné kolagenni sité, jeZ je pievazné tvoiena kolagenem typu I,
jehoz terciarni struktura je stabilizovana pyridinolinovymi mustky, a v mensi mife i dalsimi
kolageny, naptiklad typu VI, IX a XI. Tato sit’ predstavuje zdkladni nosnou trojrozmérnou
molekularni konstrukei, v niZ jsou zanofeny obrovské molekuly proteoglykanu agrekanu [8],
[14]. Agrekan je proteoglykan slozeny z centralniho proteinu, na ktery jsou navazany rizné
dlouh¢ fetézce glykosaminoglykanti, jak je zndzornéno na Obrazku 4. Hlavnim
polysacharidem agrekanu, z hlediska objemu, je pravé chondroitin sulfat, ktery vytvari dveé
chondroitin sulfatové domény. Dale je v agrekanu obsazen keratan sulfat, v tzv. keratan
sulfatové doméné, a oligosacharidy. Jednotlivé molekuly agrekanu jsou pak navazany
na dlouhé vlakno kyseliny hyaluronové ptes vazebny protein [15], [16].
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Obrazek 4: Schéma molekuly agrekanu. Centralni protein agrekanu je zndzornén modrym
viagknem. G1, G2 a G3 predstavuji t7i globularni domény agrekanu. KS predstavuje doménu
keratin sulfatu a CS1 s CS2 oznacuji dvé domény chondroitin sulfatu ve strukture agrekanu
[15].

Chondroitin sulfat i dalsi glykosaminoglykany agrekanu obsahuji velké mnoZstvi negativné
nabitych skupin (— COO™, —S0;), jez ud€luji glykosaminoglykaniim vysoky zaporny naboj.
Zaporné naboje pak vazi kationty kovd, které jsou osmoticky aktivni. Glykosaminoglykany
jsou proto siln¢ hydratovany a jsou schopny vazat zna¢né mnozstvi vody, diky ¢emuz
zaujimaji velky objem (10 000—100 000krat vétsi nez vlastni objem molekul) [17]. Tato jejich
vlastnost je podstatou funkce agrekanu, ktery se diky zméné obsahu vody podili na absorpci
mechanické sily, kterd na chrupavku ptsobi. Schopnost glykosaminoglykanli vazat velké
mnozstvi vody tedy zpisobuje elasticitu a odolnost chrupavky vuci tlaku. Spontannimu
zvétSovani objemu glykosaminoglykant absorpci vody brani, za fyziologickych okolnosti,
praveé pevna, neelasticka kolagenni sit’ [15].

2.1.2.3 Biosyntéza a degradace

Syntéza chondroitin sulfatu je Uzce spjata s dal§imi biosyntetickymi pochody, jez jsou
soucasti biosyntézy proteoglykani v téle. Nejprve je z D-fruktozy-6-fosfat vytvoren UDP-N-
acetyl-D-galaktosamin, jehoz prekurzor UDP-N-acetyl-D-glukosamin je stavebni slozkou
kyseliny hyaluronové. Nasledné je z UDP-D-glukozy syntetizovana UDP-D-glukuronova
kyselina. Bilkovinna ¢ast proteoglykand je syntetizovana na ribozomech, odkud piestupuje
do lumen drsného endoplazmatického retikula, kde probiha iniciaéni glykosylace,
jez predstavuje pfipojeni trisacharidové spojky ptes O-glykosidovou vazbu k serinu
centralniho proteinu proteoglykanu. Nasleduje piipojeni D-glukuronové kyseliny chondroitin
sulfatu redukujicim koncem k trisacharidové spojce. Dalsi kroky syntézy pak piedstavuji
pfipojovani jednotlivych aktivnich UDP-cukri k rostoucimu fetézci za ucasti vysoce
specifickych glykosyltransferaz v Golgiho aparatu. Modifikace cukerného fetézce,
tedy sulfatace N-acetyl-D-galakt6zy, probiha za tcasti enzymu sulfotransferazy jesté
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pted tim, nez je dokonceno prodlouZeni fetézce. Po ukonceni syntézy je cely proteoglykan
secernovan ven z bunky [3], [18], [19], [20].
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Obrazek 5: Schematické znazornéni syntézy chondroitin sulfatu v proteoglykanu [18], [19].

UDF—

.

Degradace chondroitin sulfatu (stejné jako ostatnich glykosaminoglykani) vazanych
v proteoglykanech probiha v bunikach, do kterych jsou z mezibunééné hmoty transportovany
endocytozou. Uvniti pak splyne endozom s lysozomem, jenz obsahuje endoglykosidazy
I exoglykosidazy. Endoglykosidaza §tépi dlouhy fetézec na kratsi oligosacharidy. Nasledné
specificka exoglykosidaza odstépuje cukerné zbytky od neredukujiciho konce [18].

2.1.2.4 VyuZiti v Iékaistvi

Chondroitin sulfat méa diky své biokompatibilit€ a biodegradabilité Siroké uplatnéni na poli
mediciny, farmacie, ale i potravinovych doplnkd, ...

V o¢ni chirurgii se vyuziva osmotické aktivity roztoku chondroitin sulfatu pro uchovani
rohovky bé&hem transplantaci ¢i béhem operace Sedého zakalu, kde slouzi k zabranéni
hydratace a vzniku edému [10]. Rovnéz se pak vyuziva v oc¢nich tkanovych bankach,
kde v roztoku spole¢né s antibiotiky, vitaminy, ATP prekurzory a hydroxyprolinem zvysSuje
dobu, po kterou miize byt rohovka skladovana, a to az na 14 dni pti 4 °C [21].

Dale je mozné vyuziti koloidniho roztoku komplexu chondroitin sulfatu s chelatovanym
zelezem, nebot tento komplex vykazuje chovani jako antianemikum. ZvySuje tedy
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biodostupnost zeleza v téle a miize byt potencialné bezpecné vyuzit pfi nahrazovani deficitu
Zeleza u pacientdl na hemodialyze s anémii rezistentni k 1.v. terapii rekombinantnim lidskym
erytropoetinem, coz je standardni 1é¢ba anemie [10], [20].

Vibec nejvyznamnéj$i uplatnéni pak nachazi pii  1é¢bé  osteoartrozy jako
chondroprotektivum, vedle standardniho pouzivani analgetik a nesteroidnich antirevmatik.
U osteoartrozy dochazi v chrupavce k fadé metabolickych zmén smétujicich ke zhorseni jeji
kvality. Degenerativni zmény se tykaji vSech slozek mezibunééné hmoty chrupavky.
Kolagenni sit’ se stava nasledkem patologické produkce jinych typt kolagenu (napt. kolagenu
typu I a III) méné pevnou a odolnou vici pusobeni proteolytickych enzymt. Prestava stalit
odolavat zna¢nému osmotickému tlaku agrekanu, ktery absorbuje vice vody a zvétSuje tak
svlj objem (edém chrupavky ale snizuje jeji elasticitu). Z poSkozené kolagenni sit¢ se téz
snaze extrahuji fragmenty i celé molekuly agrekanu do synovialni tekutiny, coz vede k jeho
ubytku v chrupavce. Ke zménam vSak dochazi i u samotné syntézy agrekanu a chondroitin
sulfatu — méni se délka fetézcli chondroitin sulfatu, pomér chondroitin-4-sulfatu
a chondroitin-6-sulfatu a zvysuje se antigenicita CS. Vysledkem vSech vyse uvedenych zmén
je pak zhorSeni kvality i sniZeni mnozstvi agrekanu, coz vede ke ztrat€¢ pruznosti a zméné
funkce kloubni chrupavky [12]. Chondroitin sulfat je pak doporu¢ovan Evropskou ligou proti
revmatismu (European League Against Rheumatism — EULAR) jako jeden z ,,symptomaticky
pomalu pusobicich 1éka osteoartrozy* (SYSADOA — zkratka anglického ,,symptomatic slow-
acting drug for osteoarthritis®), ktery ma mirny az stfedné silny symptomaticky (vliv
na snizeni kloubni bolesti, zlepSeni rozsahu pohybu aj.) i strukturalni (schopnost zpomalovat
morfologickou progresi osteoartrozy, tedy zpomalovat zuzovani $térbiny kolenniho kloubu)
ucinek u artrozy kolena, ale i v jinych lokalizacich — ky¢le a ruce [22]. SYSADOA obecné
jsou latky s dlouhodobym ucinkem, které obsahuji komponenty mezibunééné hmoty
chrupavky nebo synovidlni tekutiny. Inhibuji proteolytické enzymy, podporuji syntézu
Charakteristicky je pro tyto latky pozvolny nastup G¢inku a ptetrvavani t¢inku po 2—3 mésice
po ukonceni jejich podavani. Vyznacuji se minimalnimi nezadoucimi U¢inky, navic umoziuji
snizit spotfebu nesteroidnich antirevmatik, a tak omezit i jejich nezadouci ucéinky [23].
Kromé farmaceutickych piipravki se chondroitin sulfait samotny, nebo v kombinaci
s glukosaminem, pouziva jako potravinovy doplnék. Ne kazdy vyrobek vSak disponuje
potfebnou Cistotou, koncentraci, plvodem (vétSina studii, které prokdzaly ucinnost
chondroitin sulfatu, pouzivala CS farmaceutické kvality z hovézi chrupavky) ¢i efektivnim
davkovacim schématem, z ¢ehoz pak, mozna nespravné, prameni i jista nedtivéra a ¢etnost
rozli¢nych nazord ohledné jeho ucinnosti [24].

2.1.3 Kyselina hyaluronova

Objev kyseliny hyaluronové (HyA) se datuje k roku 1934, tedy padesat let po objeveni
chondroitin sulfatu. V tomto roce byla kyselina hyaluronova izolovana z o¢niho sklivce skotu
Karlem Meyerem a Johnem Palmerem na Kolumbijské univerzité¢ v New Yorku, ktefi rovnéz
stanovili, Ze struktura obsahuje hexuronovou kyselinu a hexosamin, pfi¢emZ neobsahuje
zadny esterové vazany sulfat [25]. Trvalo pak pouhych asi dvacet dalSich let (u chondroitin
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sulfatu to bylo let tficet), nez byla disacharidova struktura urena, a to roku 1954
Weissmanem a Meyerem [8].

Sviij nazev kyselina hyaluronova ziskala spojenim slov ,,hyaloid (vitreous)“ a ,uronic
acid“ [25]. Slovo ,,hyaloid®, které pochazi ze dvou feckych slov — transparentni a sklo, bylo
pouzito proto, Ze vzhled vodného roztoku hyaluronanu pravé tato dvé slova evokoval. Druhé
slovo pouzité v nazvu je odvozeno z ,uronic acid“, neboli kyselina uronova, kterou védci
ve struktufe nové objevené latky predikovali [26]. Ackoliv byla pojmenovana jako kyselina
hyaluronova, vzhledem k pfitomnosti karboxylové skupiny, dochazi ve vodném roztoku
k jeji disociaci. Makromolekula se tedy pfevazné nachazi jako draselna ¢i sodna sil kyseliny
hyaluronové — hyaluronan (sodny, draselny, ...), cozZ je i ¢asto pouzivané oznaceni.

2.1.3.1 Struktura

Hyaluronan rovnéz patii do skupiny glykosaminoglykani, ale na rozdil od chondroitin sulfatu
se fadi mezi glukosaminoglykany, pfi¢emz jako jediny z této skupiny neobsahuje sulfatovou
skupinu. Jedna se o makromolekulu, ve které se neustale opakuji disacharidové jednotky —
B(1—3)-D-glukuronova kyselina a B(1—4)-N-acetyl-D-glukosamin, jez jsou navzajem
spojeny glykosidovou vazbou, kterou stabilizuji intramolekularni vodikové mustky, viz
Obrdazek 6. Tyto dvé podjednotky jsou tedy v makromolekule v poméru 1:1 [27].

D-glukuronova kyselina N-acetyl-D-glukosamin

Obrazek 6. Zdkladni opakujici se disacharidovd jednotka makromolekuly hyaluronanu
tvorena D-glukuronovou Kkyselinou a N-acetyl-D-glukosaminem se stifidajicimi  se
glykosidovymi vazbami p(1—3) a p(1—4). Modrad zkratka ax oznacuje vodiky na axidalni
pozici tvorici hydrofobni oblast hyaluronanu.

Jak je naznaCeno na Obrazku 6, zidlickova konformace B-glukézy, jez je zdkladem
opakujici se disacharidové jednotky a tedy i1 celé makromolekuly, umoZziiuje veskeré skupiny
objemn¢j$i nez vodik lokalizovat na stericky vyhodnéjSich ekvatoridlnich polohach, zatimco
samotné vodikové atomy zaujimaji méné vyhodné axialni pozice [28]. Diky tomuto
rozmisténi ma primarni struktura velmi nizkou energii a je tedy velice stabilni. Zaroven je
I divodem, pro¢ je hyaluronan fazen mezi amfipatické latky, nebot’ axialni vodiky vytvari
hydrofobni nepoldrni oblast, naopak skupiny umisténé na ekvatoridlnich pozicich ptredstavuji
polarni hydrofilni zénu [29]. V dusledku amfifility hyaluronanu pozorujeme i specifickou
strukturu sekundarni tzv. dvakrat sto¢enou Sroubovici (two-fold-helix), ktera vznika rotaci
kazdé¢ disacharidové jednotky o 180° viic¢i predchazejici a nasledujici disacharidové jednotce.
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V roztoku pak hyaluronan vytvaii domény (viz Obrdzek 7) za ucelem minimalizace kontaktu
hydrofobnich oblasti s polarnim rozpoustédlem, a tudiz zvySenim stability [30].

Obrazek 7: Model trojrozmerné doménové struktury molekuly hyaluronanu. Svétle modra
krychle predstavuje vodné prostredi, modrocervené vidkno reprezentuje dvakrat stocenou
Sroubovici se stridajici se hydrofobni (¢ervenou) a hydrofilni (modrou) zénou [30].

Makromolekula hyaluronanu muiZe byt sloZzena z rozliéného poctu disacharidovych
jednotek. Retézec tedy mize mit riznou délku a tim tedy i riznou molekulovou hmotnost
(My). Vpraxi se tedy mtzeme setkat S nizkomolekularnim az vysokomolekularnim
hyaluronanem, kdy v jediné makromolekule bychom mohli napocitat az 10000
disacharidovych jednotek. Pfi pfiblizné hmotnosti jedné disacharidové jednotky asi 400 Da
(pficemz Da=g-mol™) pak dostdvame potencidlni hmotnost az 4 miliony Da [31].

2.1.3.2 Biokompatibilni hyaluronan

Hyaluronan patii mezi latky biokompatibilni a biodegradovatelné, nebot’ je télu vlastni.
V organismu zastava dulezité biologické funkce, které se odviji od jeho molekulové
hmotnosti. Nizkomolekularni hyaluronan (molekulova hmotnost cca 0,4-200 kDa)
zabezpeCuje biologickou aktivitu, a je tedy regulaéni molekulou. Naopak hyaluronan
s molekulovou hmotnosti vyss$i nez 200 kDa se podili na organizaci tkani a lubrika¢nich
aktivitach. Je soucasti pojivovych, epitelovych a nervovych tkéani, kde je ve vétSin€ piipada
jednou ze slozek extracelularni matrix, v nékterych je pak prvkem hlavnim. Hojné se
vyskytuje v oénim sklivcei, z néhoz byl poprvé ziskan. Diky své schopnosti dobie vazat vodu
je nedilnou soucasti kiize jako hydratacni ¢inidlo. Dale je také bohaté zastoupen v synovialni
tekutin€, kde diky svym viskoelastickym vlastnostem zlepSuje pohyblivost kloubt, a je, stejné
jako chondroitin sulfat, slozkou extracelularni matrix chrupavek (viz Obrdzek 4), kde diky
schopnosti vysoké hydratace napomaha elasticité a odolnosti chrupavky vici tlaku [15], [32].

2.1.3.3 Biosyntéza a degradace

Jelikoz je hyaluronan pro fungovani organismu nezbytny, je dilezita i regulace jeho aktudlné
pritomného mnozstvi v téle, tedy fizeni syntézy a odbouravani. Pro vétSinu bunék je
charakteristicky vyrovnany pomér mezi syntézou a degradaci, pro nékteré bunky vSak mtize
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prvni ¢i druhy d€j pfevazovat — napt. u bunck Skéary ptrevazuje syntéza nad odbouravanim.

Rovnéz se u raznych bun¢k miize liSit doba, po kterou molekula hyaluronanu ziistava
v organismu — napi. chondrocyty syntetizuji hyaluronan, jez se rozpadne za 2-3 tydny,
hyaluronan syntetizovany keratinocyty v téle setrvava méné nez jeden den [30].

Syntéza makromolekuly s vysokou molekulovou hmotnosti je pro buniku energeticky velmi
narocnd, vyzaduje tedy presnou regulaci, na niz se podili transmembranové proteiny —
hyaluronansyntazy. Degradaci makromolekul pak zabezpecuji tii typy enzymu —
hyaluroniddza, jez rozsStépuje hyaluronan s vysokou molekulovou  hmotnosti
na oligosacharidy, a B-D-glukuronidaza s B—N-acetyl-hexosaminidazou, jez degraduji vzniklé
oligosacharidy odstépenim neredukujiciho konce [31].

2.1.3.4  VyuZiti v lékaistvi

Hyaluronan ma diky svym unikdtnim vlastnostem — fyziologickym funkcim
a predevsim biokompatibilité a biodegradabilité, velice rozmanité vyuziti.

Své pouziti nasel naptiklad v kontaktologii. V oblasti péce o kontaktni coc¢ky je hyaluronan
sodny vyuzivan jako lubrika¢ni latka o¢nich kapek a roztokd. Diky svym vlastnostem je
skvélym prostfedkem dodavajicim kontaktnim cofkam potiebné zvlhéeni, aniz by jakkoliv
drazdil nebo poskozoval oko. Pouzivanim roztoku nebo o¢nich kapek s obsahem této latky se
Cocky stavaji hladSimi a poddajnéj$§imi, rovné¢z dodavd ocim potiebné zvlhceni,
¢imz eliminuje neptijemné pocity suchosti a paleni, zdroven také zajiStuje podminky potiebné
k regeneraci o¢nich bunék. Hyaluronan je rovnéz vyuzivan v oftalmologické chirurgii jako
podpurny prostiedek pii prub&hu oénich operaci. Chrani citlivé o¢ni tkané, predevsim endotel
rohovky, pted nechténym poskozenim béhem chirurgického vykonu. Vyuziva se ijako
nahrada ¢i  doplnéni tekutiny sklivce, ktera byla ztracena pii operaci Sedého
zakalu nebo implantaci ¢ocky [32], [33]. V neposledni fadé je vyuzivan také lokalné k 1écbé
syndromu suchého oka, kdy je ptidavana do umélych slz [34].

Hyaluronan se, stejn¢ jako chondroitin sulfat, vyuziva pti 1é¢bé osteoartrozy, ale na rozdil
od chondroitin sulfatu se vyuziva jeho majoritniho podilu v synovialni tekutiné (pii obsahu
ptiblizné 2 ml synovialni tekutiny v kolenim kloubu se koncentrace hyaluronanu pohybuje
0od2,5 do 4 mg-dm™), kde diky svym jedine¢nym viskoelastickym vlastnostem chrani
kloubni struktury a zarovenl zvySuje stabilitu. Pti osteoartr6ze pak klesa koncentrace
hyaluronanu, v synovialni tekuting, na polovinu az tietinu, rovnéz dochazi k depolymeraci,
¢im se snizuje jeho molekulovd hmotnost, a tudiz se zhorSuji i viskoelastické vlastnosti.
Lécba pak spociva v intraartikuldrni aplikaci kyseliny hyaluronové s cilem normalizovat
a obnovit reologické vlastnosti synovialni tekutiny (tzv. viskosuplementace). Fyzikalni u¢inek
nahrady hyaluronanu v synovialni tekutiné¢ vSak neni hlavni pficinou prospéSného efektu
viskosuplementace. Ukazalo se, Ze exogenni hyaluronan mé stimulaéni G¢inky
na biosyntetické pochody v burce, kdy miiZze vyvolat syntézu endogenniho hyaluronanu
synovialnimi bunkami, stimulovat proliferaci chondrocytd ¢i zabranovat degeneraci
hyaluronanu pfi osteoartroze [22], [35], [36].

Intenzivné studovanym tématem poslednich let je moZnost vyuziti hyaluronanu jako
prostiedku cilené distribuce 1éCiv, ktera se pouziva prevazné u léka, které zpusobuji fadu
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zavaznych vedlejSich G¢inkt. Jednim z takovych piipravki jsou napiiklad chemoterapeutika,
ktera jsou ufinnym nastrojem v boji s nadorovymi onemocnénimi. Jejich ucinkem je
zastaveni rustu proliferujicich nadorovych bunék, avSak tento efekt je nespecificky a pisobi
I na rychle se mnozici bunky zdravé. Toxicita cytostatik tedy zpasobuje fadu nezadoucich
ucinki a je tedy klicovym problémem limitujicim plné vyuziti jejich 1écebného potencialu.
Z tohoto divodu je soucasnym trendem snaha o vytvofeni nosi¢ového systému, ktery by
toxicitu daného lé¢iva vyznamné snizil a umoznil cilenou biodistribuci aktivni latky
ve vysoké koncentraci pravé do nadorovych bunék. Hyaluronan pro tyto ucely jevi silny
potencial, nebot’ receptory hyaluronanu CD44 a RHAMM jsou exprimovany ve vétSim
mnozstvi na povrchu nékterych nadorovych bunék, cehoz mize byt vyuzito pro selektivni
transport 1é¢iva k nadoram [37].

Sitovany hyaluronan rovnéz naléza uplatnéni pii hojeni akutnich ran a popalenin na kiizi,
ale i v 1é¢bé syndromu diabetické nohy ¢i jinych chronickych, nehojicich se ran. Po aplikaci
krytu s hyaluronanem dojde, diky vysoké hydrofilit¢ hyaluronanu, k nasavani tekutiny z rany
(tzv. exudat), ale i k pfitahovani vody z okolnich tkani spole¢né s riistovymi a vyzivovymi
faktory (viz Obrazek 8). Tyto latky jsou pak v rané neustdle k dispozici ve vhodné
koncentraci, coz pozitivn¢ pisobi na hojici proces. Vlhké prosttedi udrzované v rané€ navic
podporuje obnovu a rast bunék. Vysledkem je tedy hojeni poranéni, které probiha mnohem
rychleji, efektivnéji a pfipadné bez jizev [38].

hyaluronan

rustové faktory
pritahované
hyaluronanem A

Obrdazek 8: Princip hojeni rany s aplikaci kyseliny hyaluronové [38].
2.1.4 Poly(4-styrensulfonat) sodny

Poly(4-styrensulfonat) sodny (PSS) se fadi mezi syntetické hydrofilni iontové polymery, je
tedy polyelektrolytem. Tento polyelektrolyt je velice dobfe rozpustny ve vod¢, naopak
nerozpustny v nizsich alkoholech. V pevném stavu jej nalezneme jako bily prasek s bodem
tani pii 450 °C a hustotou 0,801 g-cm~(pfi 25 °C) [39].

19



2.1.4.1 Struktura

Jak je patrné znazvu i z Obrdazku 9, struktura polystyrensulfonatu vychazi z polystyrenu
(zakladni opakujici se jednotkou je 1-vinylbenzen), jenz je v para poloze na benzenovém
kruhu sulfonovan funkéni skupinou —SO;. Odtud prameni i jeden ze zplisobl chemické
ptipravy — sulfonace polystyrenu, jez vede i k fadé dalSich vedlejSich produktd diky reakcim
jako naptiklad vicenasobna substituce aromatického kruhu ¢i sitova polymerace [40]. Dalsi
moznosti syntézy je pak polymerizace samotnych styrensulfonatovych jednotek [41].

n

O:?:O
o

Obrazek 9: Zdikladni opakujici se jednotka makromolekuly polystyrensulfondtu.

2.1.4.2 Vyuliti v lékaistvi

Ackoliv se PSS fadi mezi syntetické latky, hraje velice dileZitou roli v lékafstvi, kde se
vyuziva pfedevsim jeho vlastnosti iontoménice — slouzi k 1é¢bé hyperkalemie. Hyperkalemii
se rozumi naruSeni homeostazy drasliku, tedy zvySeni sérové koncentrace K
nad 5,0 mmol -dm~. P¥i koncentraci K* 7,0 mmol-dm™ a vys se jedna o stavy, které akutné
ohrozuji zivot, nebot’ pii zvysujici se koncentraci draselnych iontd v extracelularni matrix se
zmenSuje akéni potencial drazdivych bunék. Vezmeme-li v Gvahu, Zze nejvice postizena je
tedy svalovina pfi¢né pruhovana, hladka a srdeéni, mtize dojit k zdvaznym srde¢nim arytmiim
az k celkové paralyze [42], [43]. Polystyrensulfonat pak zvySuje vylucovani drasliku stievem,
nebot pfi priichodu zaZivacim traktem ziistiva nezménén, pouze uvoliiuje Na™ &i Ca?*
a absorbuje K* [44].

Polystyrensulfonat byl také zkouman jako antikoncepéni Ccinidlo, nebot inhibuje
hyaluronidazu spermii a akrosin — proteaza obsazena v akrozomu, coz je ,,Cepicka“
na povrchu spermii, mezi jejiz vnitini a vnéj8i st€énou se nachazi enzymy umoziujici prinik
spermie do vajicka [45], [46]. PSS tedy zpuisobuje ztratu akrozomu ze spermatu, diky ¢emuz
nemuze dojit k vniknuti spermie do vajicka, a tim tedy k procesu oplozeni, ackoliv PSS neni
jako takovy pro spermie cytotoxicky, ani neptisobi na pohyblivost spermii [47]. Dale byl
polystyrensulfonat zkouman jako efektivni vaginadlni ptipravek s obsahem mikrobicidu.
Mikrobicid je chemicky prostiedek pouzivany pied pohlavnim stykem, ktery zabiji,
neutralizuje nebo blokuje virus HIV a dalsi sexualn¢€ pfenosné patogeny [48]. Bylo zjisténo,
ze PSS je vysoce G¢inny proti HIV a virim herpes simplex 1 a 2 (HSV-2 zptisobuje genitalni
opary [49]), proti bakterii Neisseria gonorrhoeae, jez je piavodcem kapavky [50],
a Chlamydia trachomatis, coz jsou bakterie parazitujici na sliznicich zptsobujici chlamidiézu
[51], [52]. Jeho nespornou vyhodou pak je, Zze neni cytotoxicky, nezpusobuje naruSeni
vaginalniho epitelu, tedy neptisobi proti Lactobacillus gasseri, jez je pfirozenou soucasti
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vaginalni flory. Naopak pusobi proti Gardnerella vaginalis, jez zplsobuje bakterialni
vaginozu, coz je syndrom, kdy dochazi k pfemnozeni G. vaginalis a dalSich mykoplazmat,
jez ni¢i L.gasseri a naruSuji rovnovahu vnitiniho prostredi [52].

2.2 Lipidy

Lipidy jsou pfirodni latky rozpustné v nepolarnich rozpoustédlech (ether, chloroform, aceton)
a prakticky zcela nerozpustné ve vod¢. Piedstavuji velmi rozmanitou skupinu biomolekul,
které se od sebe mohou znacné lisit ve struktuie (mastné kyseliny, acylgyceroly, fosfolipidy,
steroidy, izoprenoidy, ...) i funkci, na které se v zivych organismech podileji — tuky a oleje
jsou vyznamné zasobni latky a tvoii energetickou rezervu, fosfolipidy piedstavuji zakladni
strukturni slozky biomembran. Dalsi lipidické molekuly pak mohou tvofit hormony,
antioxidanty, pigmenty, vitaminy, steroidy ¢i rustové faktory aj. Obecné tedy muzeme fici,
ze lipidy maji v organismech funkci strukturni (sou¢ast biomembran), ochrannou (tepelné
a mechanicky izolujici tukova tkan, vosky na povrchu rostlin), regulacni (steroidni hormony,
eikosanoidy, vitaminy) a pfedevsim funkci zasobni (zdsobarna chemické energie) [54].

2.2.1 Rozdéleni

Lipidy mizeme rozd¢lit hned podle nékolika hledisek. Toto ¢lenéni rozd€luje lipidy podle
chemického sloZeni a je ptejato z Bloorovy Klasifikace [55]:
1. Jednoduché lipidy — estery mastnych kyselin s riznymi alkoholy.

a) Tuky: estery mastnych kyselin s glycerolem.

b) Vosky: estery mastnych kyselin s vy$$imi jednosytnymi alkoholy.

2. Slozené lipidy — estery obsahujici mimo mastné kyseliny a alkohol jesté dalsi
skupiny.

a) Fosfolipidy: lipidy, které obsahuji kromé mastné kyseliny a alkoholu i zbytek
kyseliny fosforeéné. Casto obsahuji i dusikaté baze a dalsi substituenty. Déli se
dale na glycerolfosfolipidy, u nichZ je alkohol glycerol, a sfingolipidy,
kde alkohol je sfingosin.

b) Glykolipidy (glykosfingolipidy): lipidy obsahujici mastnou kyselinu, sfingenin
a sacharidovou slozku.

) Ostatni slozené lipidy: sulfolipidy a aminolipidy. Mohou sem byt zafazeny
I lipoproteiny.

3. Prekurzory a odvozené lipidy: patii sem mastné kyseliny, steroidy, alkoholy vcetné
glycerolu a steroli, mastné alkoholy a ketolatky, uhlovodiky, v tucich rozpustné
vitaminy a hormony.

2.2.2 Slozené lipidy

Jak jiz nazev napovida, slozené lipidy obsahuji vedle mastnych kyselin a alkoholu 1 néjakou
dalsi funk¢ni skupinu. Pokud tuto funkéni skupinu pifedstavuje zbytek kyseliny fosforecné,
mluvime o fosfolipidech. Biologicky vyznamné fosfolipidy jsou pak glycerolfosfolipidy
(alkoholem je glycerol) a sfingofosfolipidy (alkoholem je sfingosin). Dalsi skupinu mize
predstavovat i sacharid navdzany na lipidovou ¢éast molekuly — tyto slouc¢eniny pak nesou
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nazev glykolipidy. Slozené lipidy mohou také obsahovat i slozku se sirnou funkéni skupinou
— sulfolipidy, anebo s aminoskupinou — takové lipidy pak nazyvame aminolipidy. Do skupiny
slozenych lipidli rovnéz zatazujeme biologicky velice vyznamné strukturni a transportni
lipoproteiny [56].

2.2.2.1 Fosfolipidy

Fosfolipidy jsou molekuly, jez obsahuji zbytek kyseliny fosforecné (—OPO,X) esterové

vazany k alkoholu. Na tomto zbytku mohou byt navazany dalsi skupiny X jako serin, cholin,
inositol aj. Tyto esterové vazané skupiny jsou spoleéné se zbytkem kyseliny fosforec¢né
polarni a hydrofilni, propajcuji tedy fosfolipidim amfifilni charakter S nepolarnimi
alifatickymi uhlikovymi fetézci a polarnimi X-fosforylovanymi hlavickami. Diky obsahu
hydrofilni i hydrofobni ¢asti jsou fosfolipidy oznaCovany jako polarni lipidy a mohou tvofit
micely ¢i dvojvrstvy [57].

Glycerolfosfolipidy jsou jednou ze dvou hlavnich biologicky vyznamnych skupin
fosfolipidii. Tvofi hlavni lipidové slozky biomembran. Zakladni kostru tvofi, viz Obrdzek 10,
sn-glycero-3-fosfat (-sn- systém (Stereo-chemical numbering, tj. stereochemické ¢islovani) se
pouziva pro jednoznacné ocislovani uhlikli glycerolu, nebot’ uhliky 1 a 3 glycerolu nejsou
identické, vnimame-li je Vv trojrozmérném prostoru — glycerol je naptiklad vzdy fosforylovan
glycerolkinazou na uhliku sn-3 [55]), ktery je na uhlikovych atomech C1 a C2 esterifikovan
mastnymi kyselinami (R; a R;) a na své fosforylové skupiné skupinou X, za vzniku t¥idy latek
(viz Obrdazek 11) [57].

i 0—x
DK&P{R
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0
R, =
}—o 0
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Obrazek 10: Zakladni struktura glycerolfosfolipidii — sn-glycero-3-fosfit. Modre zbarvené Ry
a Ry predstavuje uhlikaty retézec mastné kyseliny, cervené X znaci funkcni skupinu esterové
vazanou na fosforylovou skupinu. Zelené cislice oznacuji cislovani uhlikii na glycerolu.

Nejjednodussi glycerolfosfolipidy, ve kterych X ptedstavuje vodik H, jsou fosfatidové
kyseliny. Fosfatidova kyselina je dilezitym mezistupném pii syntéze triacylglycerola
a fosfoglycerolt, ale ve tkanich se ve vétSim mnozstvi nevyskytuje. VesSkeré ostatni
fosfoacylglyceroly tedy mizeme povazovat derivaty kyseliny fosfatidové, ve kterych dochazi
k reakci kyseliny fosfatidové s hydroxylovou skupinou (—OH) vhodného alkoholu
za odstoupeni molekuly vody, tedy esterifikaci. Do skupiny fosfoglycerolt pak zatazujeme
fosfatidovou  kyselinu,  fosfatidylcholin,  fosfatidylethanolamin,  fosfatidylinositol,
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fosfatidylserin, fosfatidylglycerol, lysofosfolipidy, jez maji pouze jeden zbytek mastné
kyseliny a plasmalogeny, které maji etherovou vazbu v pozici na sn-1 glycerolu [54], [55],
[57], [58].

T fosfatidova kyselina
HiC
N,
/’”‘\/‘H\ fosfatidylcholin, PtdCho
CH;
PN fosfatidylethanolamin, PtdEtn
¥ = OH
fosfatidylinositol. Pidlns
OH
coo
oM fosfatidviserin, PtdSer
H
OH fosfatidvlglvcerol, PtdGly

Y

OH

Obrazek 11: Beézné tridy glycerolfosfolipidii podle substituentu X. Prvni sloupec
se strukturami oznacuje vzorec substituentu X a sloupec vpravo predstavuje nazev
glycerolfosfolipidu s timto substituentem a jeho zkratku.

Druhou vyznamnou skupinou patiici mezi fosfolipidy jsou sfingofosfolipidy,
jez ptedstavuji hlavni slozkou néckterych biomembran. Sfingolipidy neobsahuji ve své
molekule glycerol, ale jsou derivaty dusikatého, osmnacti uhlikatého alkoholu sfingosinu,
¢i dihydrosfingosinu a jejich Sestnacti, sedmnacti, devatenacti a dvaceti uhlikatych homologi
(Viz Obrdzek 12) [57].

n=10, 11,1213, 14 CH3 CH3

HO (CH5),

HAN

HO

Obrazek 12: Zakladni dusikaty alkohol sfingofosfolipidii (vlevo) a jeho dihydro- analog
(vpravo). Zelené cislice oznacuji cislovani uhlikii v této strukture, pricemz maji zndzornovat
podobnost se zakladnim alkoholem glycerolfosfolipidii — glycerolem.
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Dojde-li k navazani mastné kyseliny na dusik pies amidovou vazbu, dostaneme N-acyl-
derivaty, které se nazyvaji ceramidy. Ceramidy se vyskytuji v malé mife v rostlinnych
a zivoCisSnych tkadnich, piedev§im ale tvofi zakladni slozku hojnéjSich sfingolipida.
U sfingofosfolipidi dochazi k fosforylaci na primarni hydroxylové skupiné¢ za vzniku
ceramid-fosfatu. Zbytek kyseliny fosfore¢né pak umoziuje navazani hydroxylovych
sloucenin, stejn¢ jako u fosfatidii a lysofosfatidii. Vyznamnou skupinu tvofi sfingomyeliny,
coz jsou ceramidy nesouci bud’ fosforylethanolaminovy nebo fosforylcholinovy zbytek. Tyto
sfingomyeliny se hojné nachazi v mozku a nervové tkani, kde se vyskytuji v membranovém
myelinovém pouzdre, jenz obklopuje a elektricky izoluje axony nervovych bun¢k. Ackoliv
jsou sfingomyeliny chemicky odlisné od fosfatidylethanolaminu ¢i fosfatidylglycerolu, jejich

konformace a rozd¢leni nabojt je zna¢né podobné [57], [58].

2.2.2.2 Kationtové lipidy

Kationtové lipidy se vyznacuji tim, Ze dalsi skupina, kterou kromé vyssich mastnych kyselin
a alkoholu obsahuji, nese kladny naboj i pii neutralnim pH. Tyto kladné nabité lipidy se
v ptirod¢ prakticky nevyskytuji. Nicméné diky kladnému naboji mohou interagovat
S negativné nabitymi komponentami bunék, ¢i DNA. Roste tedy z4jem o syntézu tohoto typu
lipidt, které mohou byt vyuzity jako vektory v genové terapii ¢i jako nosice 1éciv [59].
Kvili svému naboji pak ve vod¢ tvoii zejména malé (< 50 nm) a malo lamelarni utvary [60].

2.2.3 Lipozom — agregovana forma lipidi

Lipidy jsou vSeobecné¢ Spatné rozpustné ve vode¢, protoze v jejich molekule pievazuji
nepolarni skupiny. AvSak lipidy obsahujici polarni skupiny jako fosfolipidy, sfingolipidy
a jiné, ve vodé€ rozpustné jsou. Vhodnou agregaci jednotlivych amfifilnich molekul lipidi tedy
muze byt dosazeno struktury, kterd je ve vodé rozpustnd, pti¢emz nedochazi k nevyhodnému
kontaktu hydrofobnich oblasti s vodou. Jednou z takovych struktur jsou i lipozomy.
Lipozomy se poprvé objevily v publikaci v roce 1964, kdy védci Bangham a Horne
predstavili snimky z elektronového mikroskopu, kde byly zachyceny multilamelarni
fosfolipidové vezikuly (jejich vlastni objev se datuje k roku 1961 A. D. Banghamem) [61],
[62]. Samotny nazev lipozomy navrhl G. Weismann, jenz takto pojmenoval fosfpolipidové
vezikuly [63].

2.2.3.1 Struktura

Lipozomy jsou sférické ¢astice vezikularni morfologie tvotené lipidy, viz Obrdzek 14. Jejich
velikost (primér) se pohybuje od 20 nm az po nékolik pm. Jsou tvofeny jednou nebo vice
soustifednymi dvojvrstvami lipidovych membran, kdy tloustka kazdé dvojvrstvy se pohybuje
okolo 4 nm. Lipozomy do svého vnitiniho prostoru uzaviraji ¢ast okolniho rozpoustédla
a jsou primarni bariérou vSech zivych bunék, nebot’ jsou soucasti polopropustnych bunéénych
membran, jejichz zakladni soucasti je fosfatidylcholin [64], [65].

Diivodem, pro¢ dochézi k tvorbé lipozomi ¢i jinych agregovanych struktur, je shlukovani
amfifilnich molekul, a to v disledku uptednostiiovani rtiznych druhil rozpoustédel. VSechny
amfifily se totiz vyznacuji tim, ze jsou sloZeny z polarn¢ odlisnych ¢asti — polarni (hydrofilni)
hlavy, ktera je v polarnim prostfedi rozpustna, a nepolarniho (hydrofobniho) ocasu, ktery je
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rozpustny naopak v nepolarnim rozpoustédle, viz Obrazek 13. Agregace amfifilnich molekul
je tedy podporovana zejména v ptipad¢, je-li rozpoustédlo velmi nepolarni nebo naopak velmi
polarni (voda). Hydrofobni ¢ast amfifilni molekuly je obvykle tvofena uhlikovymi fetézci,
zatimco hydrofilni ¢ast tvofi nejcastéji ionogenni skupiny jako —COO", —SO,, —N(CH,)"
nebo neionogenni skupiny jako naptiklad — (CH,CH,O) — [66].

O
N\ O
/\\/W\\/v\\gf St.\ e
| o
hyvdrofobni cast hydrofilni ¢ast
hvdrofobni ocas hvdrofilni hlava

Obrazek 13: Schéma struktury amfifilni molekuly ve vode — tenzid dodecylsiran sodny.

Ve vodném prostiedi se amfifilni molekuly vyskytuji ve formé monomeri pouze pii nizké
koncentraci. Nad urCitou hranici spontanné vytvaii agregované formy z divodu dosaZeni
stavu s nizsi energii a vyssi stabilitou. Jsou-li ve vodé pfitomny monomery amfifilu, dochazi
kolem hydrofobnich ¢asti k organizaci vody, tedy ke vzniku strukturované vody, coz je
doprovazeno nevyhodnym sniZzenim entropie systému. Diky agregaci hydrofobnich oblasti se
strukturovana voda jiz nevytvaii, coz zna¢né navysi entropii, piestoze dochazi k entropicky
nevyhodné organizaci amfifilti. Hranice spontanni agregace amfifilnich molekul se nazyva
kriticka micelarni koncentrace (CMC). CMC je definovana jako nejvys$si mozna koncentrace,
pfi niz se amfifil vyskytuje ve formé uniformnich monomert. Nad hranici CMC dochézi
k samovolnému shlukovani a vytvaii se micely ¢i jiné agregované formy amfifilu [67].
Kritickd micelarni koncentrace nejrozsifen¢jSiho fosfolipidu DPPC ve vodé se tadové
pohybuje kolem 10 mol-dm™. Tato velice nizka hodnota sv&d&i o tom, Ze amfifilni lipidy
se ve vodném prostiedi jako volné monomery téméf nevyskytuji [68].

2.2.3.2 Druhy lipozomii

Rozeznavame ¢tyfi zakladni strukturni typy lipozomi [69]:

e malé unilamelarni vezikuly (small unilamellar vesicls, SUV)

e velké unilamelarni vezikuly (large unilamellar vesicles, LUV)

e velké multilamelarni vezikuly (multilamellar large vesicles, MLV)
e multivezikularni vezikuly (multivesicular vesicles, MVV)

Malé unilamelarni vezikuly jsou vezikuly tvofené pouze jedinou lipidovou dvojvrstvou
0 prum&ru <50 nm. Jejich membrana je znacn€ zakiivena, takZe membranové napéti je
vysoké, z ¢ehoz vyplyvaji i specifické vlastnosti. U nejmensich lipozoma (pramér kolem
20 nm) obsahuje vnitini vrstva téméf poloviéni mnoZstvi lipidii oproti vrstvé vnéjsi. Tyto
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lipozomy se vyznacuji zna¢nou nestabilitou, permeabilitou pro hydrofilni molekuly
a nachylnosti k fuzi ¢i interakci s velkymi molekulami [69].

Velké unilamelarni vezikuly jsou rovnéz tvofeny jedinou lipidovou dvojvrstvou,
ale vzhledem k vétsimu praméru (>50 nm) vykazuji nizké membranové napéti a vétsi
stabilitu. Diky pomérné vysokému podilu obsahu vody maji potencial jako nosice
hydrofilnich 1é¢iv. Rovnéz mohou byt vyuzity jako model pfirozené biologické membrany
[69].

Velké oligolamelarni vezikuly obsahuji nékolik dvojvrstev membran. Pti aplikaci jako
nosice 1éCiv lze vyuzit zpomaleného uvoliovani 1éciva diky siln€jsi vrstvé lipida,
coz dovoluje podani vyssich davek 1éCiva a umoziuje prodlouzeni terapeutického efektu.
Tyto lipozomy se tvoii zejména pii priprave velkych unilamelarnich vezikul jako vedlejsi
produkt. MLV jsou pak tvofeny mnoha membranovymi dvojvrstvami, pficemz dosahuji
velikosti 100-1 000 nm. Velky pocet lipidovych dvojvrstev rovnéz zajistuje zpomalené
uvolnovani inkorporovaného 1é¢iva, coz zpusobuje vyrazny depotni ¢inek [69].

Multivezukularni vezikuly znaéi typ lipozomu, kdy jedna vétsi vezikula obsahuje vice
mensSich vezikulil o rizném poctu lamel [69].

LUV
SUV
~ eTeTeTeleTatere’
ﬁﬂﬂbmﬁﬁé
MLV MVV

Obrdazek 14: Prehled zdakladnich strukturnich typu lipozomai [70].

2.2.3.3 Aplikace

Nesporné¢ piednosti lipozomt jsou Siroce vyuzivany jak ve farmaceutickém,
tak i kosmetickém priamyslu. Nicmén¢ vétsi rozsiteni perspektivnich lipozomalnich piipravki
je dosud omezeno pomérné vysokou cenou zakladnich surovin a technologickou naro¢nosti
vyroby [69].

Ve farmacii slouzi lipozomy piedev§im pii vyrobé léCivych piipravkd nové generace.
Pouzivaji se jako nosice léciv, které pii celkovém poddni umoziiuji cilenou distribuci
do postizené tkan¢ (targeting), ¢i jako zasobniky 1éCiva pro fizené uvolnovani. Kationtové
lipozomy jsou pak Casto vyuzivany v genové terapii k intracelularnimu pfenosu DNA —
aplikuji se jako vektory, nebot’ tvoii se zaporné nabitou DNA tzv. lipoplexy [71]. RovnéZ jsou
lipozomy velice Casto pouzivany jako model biologické membrany ¢i distribuéni model
v biofarmacii a biofyzice [69].
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V dermatologickych a kosmetickych pfipravcich je vyuzivano jejich schopnosti penetrovat
do hlubsich vrstev klize i pies neporusené povrchové struktury, coz umoznuje vnaset 1é¢ivo
do téchto spodnéjsich vrstev kize [69].

2.3 Soucasny stav FeSené problematiky

2.3.1 Agregované formy lipidu

Gzyl-Malcher a spol. se zabyvali interakcemi monovrstev, které byly tvofeny kationtovym
DPTAP a zwitteriontovym DPPC, s fytohormony indol-3-octové kyseliny (IAA)
a selenanovymi anionty ve vodném prostiedi. Smés odlisnych lipida DPTAP a DPPC byla
zvolena jako model membranové domény s rozdilnymi elektrickymi néboji. Pro tcel této
prace byly naméfeny, v zavislosti na pramérné ploSe (povrchu) molekuly, izotermy
povrchového napéti. Tvorba domén byla zkoumana pomoci mikroskopie Brewsterova thlu.
Organizace lipidovych ¢astic v kondenzovanych monovrstvach byla zkoumana pomoci
metody plochého dopadu rentgenového (RTG) zaifeni.

Vysledky meéfeni izoterem povrchového napéti a rozptylu RTG zéafeni naznacuji,
ze V porovnani se samotnym DPTAP ¢i DPPC dochazi, pti pouziti binarni smési lipidd DPPC
a DPTAP, k vyraznému zhusténi jednoduchych monovrstev lipidd. Tento zhustujici efekt
muze byt zplsoben reorientaci dipdlu poldrni hlavy DPPC tvofeného zaporné nabitou
fosfatovou skupinou a kladné nabitou trimethylamoniovou skupinou cholinu. Tento dipol je
Vv ptipadé membrany pouze z DPPC orientovan paralelné s povrchem lipozomu. Po ptidavku
kladn¢ nabitého DPTAP dochazi k orientaci vice vertikalni. Malé kladn¢ nabité polarni hlavy
DPTAP totiz mohou byt zasunuty mezi zdporné nabité fosfatové skupiny DPPC,
coz umoziuje (napomaha) reorientaci. Zarovenh mize dojit k odstinéni odpudivych interakci
mezi kladné nabitymi hlavami DPTAP. Dale bylo zjisténo, Ze selenanové ionty neutralizuji
kladny povrchovy naboj lipozomu, coz ptispiva ke zhusténi monovrstev, zatimco molekuly
IAA pronikaji do lipidovych monovrstev, coz zpusobuje jejich expanzi [72].

Junglas a spol. zkoumali uspotadani molekul a lateralni diftizi v kationtovych dvojvrstvach
(utvofenych z DPTAP) v pfitomnosti soli pomoci deuteriové NMR a mikrokalorimetrie.
Ziskana data pak srovnavali s daty zwitteriontového deuterovaného DPPC.

DPTAP vykazoval vyssi organizovanost jednotlivych molekul smérem k vnéjsimu rozhrani
dvojvrstvy, piestoze hodnoty uprostied dvojvrstvy byly naméfeny pro oba lipidy témét
identické. DDPC vykazoval mirné vyssi diftzni koeficient, pfi¢emz zvySenim iontové sily
se tento rozdil navysil (doSlo k poklesu koeficientu lateralni difize DPTAP). Zda se tedy,
ze aCkoliv molekuly DPTAP disponuji kladnym nabojem, jejich uspoifadani v dvojvrstvach je
tésné, coz zpusobuje pokles laterdlni difuzivity. Vzhledem k prudkému poklesu uspotadani,
Vv zavislosti na zvySujici Se pozici na fetézci, 1ze usuzovat, ze kladné nabita polarni hlava ma
zasadni vliv na molekulové usporfadani. AvSak ptidavek soli nezapfic¢inil zménu
v charakteristice parametru uspoiadani, z ¢ehoz vyplyva zasadni tloha sterickych vlivii —
malé polarni hlavy DPTAP mohou byt mnohem t&snéji usporadany nez velké hlavy DPPC,
z ¢ehoz pak prameni i odli§né profily parametru uspotradani molekul [60].

Regelin a spol. studovali fyzikalni parametry a moznosti transfekce pomoci lipozomu
z DOTAP  (1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-propan) a jeho analogii s riiznymi
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hydrofobnimi  uhlikovymi  fetézci, které rovnéz nesou jeden kladny naboj
na trimethylamoniové skupiné. U lipozomu i lipoplexti byla stanovena stabilita, velikost
i fluidita. Analogy DOTAP (v¢etné¢ DPTAP) byly studovany samotné nebo ve smési s dalsim
lipidem -~ DOPE (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-fosfoethanolamin) & cholesterolem,
nebot’ pfitomnost dal§iho lipidu zvySuje stabilitu lipozomt. Pro stanoveni stability byla
meéfena distribuce velikosti lipozomu pfi teploté pfipravy a pii nasledném snizovani teploty
(po 5°C). Kazdych 15 minut tedy byla zaznamenana distribuce velikosti. Lipozomalni
disperze pak byla oznacena jako nestabilni, doSlo-li k rychlému nartstu velikosti ¢astic béhem
15 minut (makroskopické agregaty byly detekovany vizualng).

Smésné lipozomy jsou obecné charakterizovany stfednim primérem < 100 nm. Lipozomy
tvofené jedinym kationtovym lipidem vykazovaly velikosti v rozmezi 23-50 nm,
pfi¢emz nebyla nalezena zadna zavislost velikosti lipozomti na délce uhlikového fetézce.
V piitomnosti DOPE (pomocny lipid) pak byly naméfeny velikosti lipozomi v rozmezi 20—
160 nm. V piipadé¢ chosterolu jako pomocného lipidu to byly velikosti 53-95 nm.

U lipozomt z DPTAP bylo studovano anizotropni chovani fluidity membrany pfi teplotach
20-60 °C. Fazovy ptechod, doprovazeny zna¢nym sniZzenim anizotropie, byl detekovan
pfti teplotach kolem 40 °C.

Bylo zjisténo, ze pouze DOTAP tvofi pfi laboratorni teploté stabilni lipozomy. VSechny
jeho analogy pii této teploté tvofi Castice nestabilni, coz miZe souviset s teplotou fazového
pfechodu kationtovych lipidii (ovliviluje chovani dvojvrstvy v zavislosti na teplote). Teplota
fazového piechodu pro DOTAP je < 5 °C, coz muze ziejmé souviset s nenasycenosti vazeb
uhlikovych fetézca (18:1). Pro analogy DOTAP, s nasycenymi vazbami v fetézci, je teplota
fazového prechodu znacné vyssi, pii¢emz tato teplota je v korelaci s délkou fetézce. Nicméné
jiné lipidy tvofici lipozomy, jako naptiklad lecitin, pfi teplotaich pod teplotou fazového
prechodu nevykazuji tuto nestabilitu lipozomu. Jedinou odli$nosti mezi témito typy lipidd je
struktura polarnich hlav — kationtova trimethylamoniova skupina analogti DOTAP a neutralni
amfiontova skupina fosfocholinu lecitinu (obsahuje aniontovou fosfatovou skupinu
a kationtovou trimethylamoniovou skupinu). V praci naznacuji, ze nestabilita lipozomi muze
souviset s preferenci hexagonalni faze pred fazi lamelarni. Se snizujici se velikosti polarni
hlavy (u kationtovych lipidl) je preferovana prevracena hexagonalni faze (u zwitteriontovych
lecitinovych lipozomi se nevyskytuje piechod do hexagonalni faze az do teploty kolem
85°C). U analogi DOTAP by tedy lipozomy v hexagonalni fazi mohly zpisobovat
polarnimi hlavami a proti ionty pfi a pod teplotou fazového prechodu — dochazi k odstinéni
elektrostatické repulze mezi stejné nabitymi skupinami polarnich hlav, coz vyvola snizeni
efektivni velikosti polarni hlavy a ptfechod do hexagonalni faze. Ptidavkem pomocného lipidu
DOPE pak doslo k poklesu teploty, pfi které jsou lipozomy stabilni, nicméné pouze
s cholesterolem doslo k poklesu az na laboratorni teplotu [73].

2.3.2 Interakce biopolymer-lipid

Crescenzi a spol. se zabyvali interakcemi mezi hyaluronanem a DPPC lipozomy. Smésny
vzorek HyA a lipozomi byl inkubovan nad teplotou fazového piechodu DPPC. Vzniklé
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struktury byly sledovany pomoci elektronové mikroskopie. Také byla provedena reologicka
méfeni.

Vtéto praci byla pomoci elektronové mikroskopie  potvrzena  pfitomnost
supramolekulérnich syst¢tmt DPPC a HyA. Reologickymi meéfenimi bylo zjisténo,
ze V pritomnosti DPPC dochazi k vyraznému snizeni viskozity vzorku, coz pfisuzovali
interakci membran lipozomu s fetézci HyA pomoci hydrofobnich interakci. Tato interakce
pak zpusobi kolaps struktury hyaluronanu, ktera je odpovédna za vysokou viskozitu jeho
roztoku [74].

Pasquali-Ronchetti a spol. se zabyvali interakcemi hyaluronan-fosfolipid rovnéz
S vyuzitim negativniho barveni a elektronové mikroskopie. Do fosfolipidovych suspenzi
(DPPC a lecitin) byl ptidavan HyA s riznou molekulovou hmotnosti.

Ve smésnych vzorcich doslo ke zménam struktury lipozomt v dusledku pridani
hyaluronanu. Vzniklé utvary pfipominaly prodéravéné membrany a valecky (12 nm)
se sklonem vytvafet listy. Tyto tvary byly pozorovany zejména Vv piitomnosti
vysokomolekularniho hyaluronanu (1,9 MDa), nezavisle na puvodni lamelarité lipozomu
atypu fosfolipidu. Po inkubaci smésného vzorku pii teplot¢ nad fazovym piechodem
fosfolipidu dochazi k tvorbé linearnich agregatt a vzajemné propojenych kratkych fetézca
z ptivodnich 15-30 nm Sirokych jednovrstevnych castic. Vytvorena vldkna se po Case
preskupovala v uzsi fetézce s prakticky konstantni Sitkou 12 nm, pficemz méla tendenci se
sdruzovat v pletivo (mfizku). V praci pak navrhli model interakce hyaluronan-fosfolipid,
kde hyaluronan vytvaii stiedové vlakno obklopené dvojvrstvou fosfolipidu. Zaroven
predpokladali, Ze tato interakce je zalozena na vzajemném pusobeni mezi nabitymi polarnimi
oblastmi fosfolipidu a nabitymi skupinami hyaluronanu. Nicméné nevylucovali ani mozZnost
hydrofobni interakce mezi hydrofobnimi oblastmi hyaluronanu a prvnimi uhliky acylového
fetézce fosfolipida [75].

Quemeneur a spol. se zabyvali vlivem chemické struktury polyelektrolytl na interakce
s lipozomy. Mimo jiné studovali i interakce mezi lipozomy a biokompatibilnim hyaluronanem
a alkylovanym hyaluronanem. Elektrostatickou interakci hyaluronanu a lipidovych dvojvrstev
dochazi k tvorbé systému s charakteristickymi vlastnostmi a zejména vysokou stabilitou.
Tento systém lze aplikovat naptiklad v senzorech ¢i jako nosi¢ 1&€iv.

V této praci byla zkoumana zavislost hustoty naboje HyA na adsorpci na membrany
lipozomt (LUV). Zavislost byla studovana pfi dvou hodnotich pH — 3,5 a 6. Tyto dvé
hodnoty pH byly voleny z divodu rtiznych stupiiti disociace hyaluronanu. Pii pH 6 je HyA
znaéné zaporné nabit (90 % karboxylovych skupin je disociovanych), naopak pti pH 3,5 je
hustota zapornych naboji pomérné nizka (25 % karboxylovych skupin je disociovanych).

Bylo zjisténo, Ze jakykoliv typ hyaluronanu (nemodifikovany ¢i alkylovany) muze
adsorbovat na membranu lipozomu a vytvofit tak zdporné nabité sloZené lipozomy.
K adsorpci pak dochazi zcela nezavisle na pocate¢nim pH a naboji lipozomu [76].

Arpicco a spol. se zabyvali studiem komplexu hyaluronanu s lipozomy, nebot’ tyto
systémy by mohly byt pouzity jako cilené nosice chemoterapeutik do nadorovych bunék.
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Byly pfipraveny a charakterizovany lipozomy modifikované hyaluronanem obsahujici
prolé¢ivo gemcitambinu (4-(N)-lauroyl-gemcitabin, CL2GEM). Jako fosfolipid, jimZ byl HyA
dvou molekulovych hmotnosti (4 800 Da a 12 000 Da) modifikovan, byl pouzit 1,2—
dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfoethanolamin (DPPE). Samotné lipozomy nesouci prolécivo
byly ptipraveny z DPPC a cholesterolu (v molarnim poméru 70:30). Byl studovan zeta
potencidl a metodou TEM byla porovnavana morfologie riznych lipozomalnich vzorkd.

TEM testy ukazaly pfitomnost sférickych unilamelarni vacka s velikosti 150-190 nm.
V systému hyaluronanu a lipozomu byl pozorovan povrchovy povlak, ktery nebyl u lipozomt
bez hyaluronanu detekovan, coz svéd¢i o tom, Ze molekuly hyaluronanu jsou vystaveny
na povrchu lipozomu. HyA o molekulové hmotnosti 12 000 Da pak vykazuje vys$si afinitu
k receptoru CD44 ve srovnani s HyA 4 800 Da. Inkorporované prolécivo zpusobuje narust
cytotoxické aktivity, oproti srovnavacim lipozomim bez proléiva, pficemz lipozomy
s modifikovanym povrchem vice inhibuji rast bun¢k. Vysledky ukazuji, ze komplex
hyaluronanu a lipozomu muze fungovat jako cileny nosi¢ pro C12GEM prolécivo [77].

Peer a spol. se zabyvali kryoprotektivnim chovanim hyaluronanu. Zkoumali, zda-li
hyaluronan dokéaze ochranit smésné castice DPPC a DPPE pii lyofilizaci. Lyofilizace
a nésledné rozptyleni farmaceutického produktu ve vodé jsou technické procesy, které neméni
podstatu puvodnich produkti u standardnich latek. Nicméné¢ u lipozoml dochazi
pfi rozptyleni lyofilizovanych lipozomi Kk tvorbé MLV misto pdvodnich malych ULV.
Kryoprotektiva jsou tedy velice diilezitd u lipozomt pouzivanych v terapii, kde velikost astic
hraje zasadni roli.

V této praci byly lipozomy miseny s aktivovanym hyaluronanem o raznych koncentracich
(0,5, 2 a5 mg-cm™®). U téchto smésnych ¢astic byly proméfeny strukturalni vlastnosti —
velikost ¢astic a zeta potencial, a to pied a po lyofilizaci.

Bylo zjisténo, ze po rozptyleni lyofilizovanych ¢astic s hyaluronanem ve vodé dochazi
pouze Kk mirnému nartstu velikosti ¢astic (méné nez nasobek pivodni velikosti) ve srovnani
s lipozomy bez hyaluronanu (sedmnactinasobek pivodni velikosti). K tvorbé MLV dochazi
z divodu odstranéni veskerych molekul vody. A to i téch, které se vyskytuji na povrchu
lipozomt a stabilizuji jejich strukturu pomoci vodikovych mistkd. Pii opétovné hydrataci
lyofilizovanych lipozomu tedy dochazi k tvorbé MLV. Hyaluronan na povrchu lipozomi pak
muze tuto strukturu stabilizovat pomoci tvorby vlastnich H-mustkd, zarovenn mize molekuly
vody zadrzovat i pii lyofilizaci (vzhledem k jeho obrovské hydrofilit¢ a neochoté ,,vzdat* se
molekul vody i pti suSeni). Hyaluronan adsorbovany na lipozomech tedy vykazuje
kryoprotektivni chovani [78].

2.3.3 Fazové separované systémy biopolymer-lipid

Tato prace zejména navazuje na studie provadéné na fakulté. Pti vyzkumu Burdikové J., ktera
se zabyvala agregatnim chovanim zwitteriontovych/kationtovyh (DPPC/DPTAP) lipida
a vlivu hyaluronanu na formovani vezikull, bylo mimo jiné zjisténo, Zze u urcitych vzorka
dochazi k fazové separaci. V této studii byly proméfeny koncentracni fady smési lipidi
sriaznymi poméry lipida DPPC/DPTAP (0/100, 50/50, 75/25, 80/20, 90/10), a to
s hyaluronanem i bez n¢j. Vznik fazové separovanych systémit byl pozorovan u vzorki
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s koncentracemi lipidi vysSich nez jejich stanovena kritickd agregacni koncentrace.
Vysledky pak naznacuji, ze fazové separované systémy se tvoii pii zachovani urcité¢ho
hmotnostniho poméru lipidu DPTAP a HyA, nezavisle na obsahu DPPC ve smési. Na zakladé

rowr

téchto informaci byla rozvrzena experimentalni ¢ast této diplomové prace.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

Prace v laboratofi spocivala Vv piipravé fazoveé separovanych systému zaloZzenych na interakci
polymer-lipid ve vod¢. Lipidicka slozka systému byla tvofena vzdy dvéma lipidy — DPPC
a DPTAP, jez byly zformulovany do lipozomalni struktury v riznych molarnich pomérech,
ptiCemz zakladni pomér téchto dvou lipida byl 50:50 (podle teoretického vypoctu tzv.
»packing parametru®, jenz je v literatufe pouzivan pro predpovézeni typu samoseskupeni
amfifilnich molekul, dochazi, bez ohledu na pomér DPPC a DPTAP, K spontianni tvorbé
lipozomu [79]). Vzhledem ke kladné nabitym trimethylamoniovym skupinam na lipidech
byly polymery voleny aniontové — V této praci nejvyznamnéjsi hyaluronan sodny, dale také
chondroitin sulfat sodny a polystyrensulfonat sodny. Podstatnou podminkou pro tvorbu
fazové separovanych systémi pak bylo zachovani urcitého poméru mezi hmotnostni
koncentraci lipidu DPTAP a polymeru. Interakce vedouci ke vzniku fazové separovanych
systému byla nasledné ovliviiovana zménou iontové sily v roztoku, chaotropy, kosmotropy,
zménou pH, ...

Velikost smésnych lipozomt a jejich zeta potencial byly proméfeny pomoci méfeni
rozptylt svétla (dynamického a elektroforetického). Veskeré vzniklé separované faze byly
vizualn¢ charakterizovany a vyfotografovany. Vybrané vzorky tvofici kompaktni fazové
separované systémy byly podrobeny reologickym méfenim, konkrétné oscilacnim testum.
Dale byla také testovana schopnost solubilizace pro hydrofobni barvivo sudanovou cerven G.
Slozeni srazenin bylo zkouméano pomoci rentgenové fluorimetrie a elektronové skenovaci
mikroskopie, pficemz tyto dvé metody byly feSeny spolupraci se zaméstnanci CMV. Pomoci
elektronové skenovaci mikroskopie pak byla rovnéz zkouméana morfologie povrchu fazové
separovanych systémd.

3.1 Materialy

polymery hyaluronan sodny (HyA)
HYA Mmonomer 402,31 g-mol™, M,: 500-750 kDa, Contipro, Sarze

2013-480, CAS: 9067-32-7

Na* OH
coo™ o
—to0 HO P
HO 0
OH NH
H
N n

Obrazek 15: Hyaluronan sodny.

chondroitin-6-sulfat sodny (CS)
CS Mmonomer 503,35 g * m0|71, Fluka, éarie 345668/1 22100, CAS

12678-07-8
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L = R
Obrdazek 16: Chondroitin-6-sulfdt sodny.

poly(4-styrensulfonat) sodny (PSS)
PSS Mmonomer 206,20 g'molil, MW 1000 kDa, Slgma, §al‘2€ 434574'
100G, CAS: 25704-18-1

JECH 2—1:H3L
n

Obrazek 17: Poly(4-styrensulfonat) sodny.

lipidy 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-fosfocholin (DPPC)
DPPC M,, 734,05 g-mol ™, Avanti polar lipids, 3arze: 80PC-315, CAS:
63-89-8
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Obrazek 18: 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-fosfocholin.

1,2-dipalmitoyl-3-trimethylamonium-propan  (chloridova  siil)
(DPTAP)

DPTAP M, 646,47 g-mol™, Avanti polar lipids, Sarze: 160TAP-36,
CAS: 139984-36-4
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Obrazek 19: 1,2-dipalmitoyl-3-trimethylamoniumpropan
chloridova siil.

sudanova ¢erven G
M, 278,28 g-mol ™, Fluka, sarze 401930/1, CAS: 1229-55-6

% NN
0
OH CH,

Obrazek 20: Sudanova cerven G.

aceton

PENTA, Sarze: 1212021209, CAS: 67-64-1

chloroform

Sigma-Aldrich, for UV-spectroscopy, Sarze: PP/2008/05926/0, CAS:
67-66-3

superdista voda (syt¢ém PURELAB flex)

dihydrogenfosfore¢nan sodny, dihydrat (NaH,PO,)

M, 156,01 g-mol ™, Lachema, Sarze 310491101, CAS: 13472-35-0
dihydrogenfosforeénan draselny (KH,PO,)

M, 136,09 g-mol ™, Lach:ner, $arze PP/2009/00261, CAS: 7778-77-0
hydrogenfosfore¢nan draselny (K;HPO,)

My, 174,18 g-mol ™, Lach:ner, $arze: 505620704, CAS: 7758-11-4
hydrogenfosforeénan sodny, dodekahydrat (Na;HPO,4-6H,0)

M, 358,14 g-mol ™, Lach:ner, $arze: 319061205, CAS: 10039-32-4
hydroxid sodny (NaOH)

M,, 40,00 g-mol™, PENTA, sarze: 1905160514, CAS: 1310-73-2
chlorid cesny (CsCl)

M, 168,36 g-mol ™, Lach:ner, $arze: 318931205, CAS: 7647-17-8
chlorid draselny (KCl)

My 74,56 g-mol™, Lach:ner, $arze: 304120306, CAS: 7447-40-7
chlorid hote¢naty, hexahydrat (MgCl,-6H,0)

M, 203,31 g-mol ™, Lach:ner, $arze: PP/2012/11656, CAS: 7791-18-6
chlorid sodny (NaCl)
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M, 58,44 g-mol™, Lach:ner, Sarze: PP/2009/06278, CAS: 7647-14-5

chlorid vapenaty (CaCl)

My 110,99 g-mol™, Lachema, Sarze: 309840802, CAS: 10043-53-4
jodid draselny (KI)

M, 166,01 g-mol ™, Lach:ner, $arze: PP/2009/07679, CAS: 7681-11-0
mocovina

M,, 60,06 g-mol™, Lach:ner, $arze 309000605, CAS: 57-13-6

siran méd’naty, pentahydrat (CuSO,4-5H,0)

M, 249,68 g-mol ™, Lach:ner, $arze: PP/2014/10476, CAS: 7758-99-8

3.2 Metody

3.2.1 Priprava zasobnich roztoki lipozomu.

Zasobni roztok lipozomil byl pfipraven tak, ze do vialky bylo na analytickych vahach
navazeno piislusné mnozstvi jednotlivych lipidi (v riznych pomérech jejich molarnich
koncentraci). Tato smésna navazka byla poté rozpusténa v minimalnim mnozstvi chloroformu
(asi 0,5 ml pro piipravu zasobniho roztoku o objemu 25 ml). Nasledné byla vialka ponechana
volné na vzduchu, aby doslo k odpafeni chloroformu. Po odpafeni veSkerého chloroformu
bylo do vialky pipetovano rozpoustédlo Vv mnozstvi men$im nez finadlni objem zéasobniho
roztoku. Takto pfipraveny roztok byl sonifikovan pfi 55°C tak dlouho, dokud nebyl
opaleskujici (pfiblizné par hodin). Roztok byl nasledné kvantitativné pieveden do odmérné
baniky a jeho objem byl pfislusSnym rozpoustédlem doplnén po rysku. Ptipraveny zéasobni
roztok byl uchovavan v lednici pii 4 °C.

Takto byly ptipraveny zakladni lipozomalni roztoky DPPC a DPTAP o celkové koncentraci
1 mmol-dm™ v pomé&ru molarnich koncentraci 50:50, takze koncentrace kazdého lipidu
v roztoku ¢inila 0,5 mmol-dm™. Nasledné byly piipraveny lipozomalni roztoky DPPC
a DPTAP rovnéz o celkové koncentraci 1 mmol-dm™ av3ak s riiznymi molarnimi poméry
jednotlivych lipidd (95:5, 90:10, 85:15, 15:85, 10:90 a 5:95), tedy koncentracni tada
jednotlivych lipidt v lipozomalnim roztoku, viz Tabulka 1.

Tabulka 1: Moldrni poméry lipidit DPPC a DPTAP v zasobnich 1mM lipozomdalnich
roztocich, tedy koncentracni rada DPTAP ve smési.

molarni pomér DPPC:DPTAP [mr?%T-/szmq : ngD-PZi/rAr:S]
95:5 0,05 323
90:10 0,1 64.6
95:15 0,15 97,0
50:50 05 3232
15:85 0,85 5495
10:90 0,9 581.8
5:95 0,95 614.1
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3.2.2 Priprava zasobnich roztoki polymeri.

Zasobni roztoky polymert byly pfipraveny navazenim ptislusného mnozstvi polymeru,
pfidavkem pozadovaného mnozstvi rozpoustédla — voda — a naslednym ponechanim
na magnetické michaéce az do Gplného rozmichani a homogenizace roztoku. Veskeré zasobni
roztoky polymeri byly rovnéz uchovavany v lednici pii 4 °C.

Roztoky polymert byly pfipravovany v ruznych pomérech hmotnostnich koncentraci
vzhledem k hmotnostni koncentraci DPTAP v lipozomalnim roztoku, se kterym byly nasledné
miseny. ProtoZze hmotnostni koncentrace DPTAP v zakladnim lipozomalnim roztoku (molarni
pomér lipidi 50:50) ¢ini 323 mg-dm~®, byly jako tfi zédkladni koncentrace polymerti voleny
koncentrace 107 mg-dm™, 160 mg-dm= a 320 mg-dm~, tedy pomér hmotnostnich
koncentraci DPTAP/polymer 3, 2 a 1. Rovnéz byly pfipraveny roztoky PSS a CS v takové
koncentraci, aby byl pocet naboju stejny jako v zasobnim roztoku hyaluronanu s koncentraci
160 mg-dm™ (pomér 2 hmotnostnich koncentraci DPTAP/HyA), viz Tabulka 2. Pro miseni
S lipozomalnimi roztoky s riznym moldrnim pomérem jednotlivych lipidd byl zvolen
hyaluronan, jakozto stézejni polymer této prace. Byly tedy pfipraveny roztoky hyaluronanu

v takové koncentraci, aby byl zachovan pomér 2 hmotnostnich koncentraci DPTAP/HyA,
tedy zasobni roztoky o koncentracich 16, 32, 49, 275, 291 a 307 mg -dm.

Tabulka 2: Molekulové hmotnosti polymerii, jednotlivé nabité skupiny na monomeru
a koncentrace zdsobnich roztokii polymerii se stejnym mnozstvim ndaboje v daném objemu.

i koncentrace
molekulova e, . . , CopTAP/Cpolmyer
polymer hm. monomeru nabité skupiny zasobniho ve vzorku
: i monomeru roztoku )
hyaluronan 402,31 COO 160 2,0
chondroitin sulfat 503,35 COO" OS8O, 100 3,2
polystyrensulfonat 206,20 SO, 82 3,9

3.2.3 Priprava rozpoustédel

V této praci byly kromé superCisté vody pouzity jako vodna prostredi také 0,15M roztok
chloridu sodného a pufr (zkoumani stability gelovité struktury po ptidavku NaOH do vzorki
Vv riznych prostiedich). 0,15M roztok NaCl byl pfipraven navaZenim pozadovaného mnozstvi
chloridu sodného, rozpuSténim v menSim objemu vody v odmérné baiice a néslednym
doplnénim po rysku. Postup piipravy pufru byl zcela analogicky, pouze bylo navazeno kromé
pozadovaného mmnozstvi chloridu sodného rovnéz pfisluSné mnozstvi dodekahydratu
hydrogenfosforecnanu sodné¢ho a dihydrogenfosforeCnanu draselného. Veskeré zasobni
roztoky rozpoustédel byly uchovavany pfi laboratorni teploté.
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3.2.4 Priprava vzorki

3.2.4.1 Systém polymer-lipid s molarnim pomérem lipidickych sloZek 50:50

Pro studium vlivu poméru hmotnostni koncentrace DPTAP a polymeru bylo do centrifugacni
zkumavky pipetovano vzdy 0,5 ml zakladniho zasobniho roztoku lipozomu a 0,5 ml daného
polymeru o prislusné koncentraci. Smés byla nasledné dikladné promichani na Vortexu
a ponechana pii laboratorni teploté. Jelikoz byly obé slozky pipetovany ve stejném objemu,
findlni koncentrace slozek ve vzorcich je polovi¢ni. I takto mala koncentrace ekvimolarni
smési lipidd DPPC a DPTAP ve vzorku (0,5 mmol -dm™) je vsak stale vyssi nez jeji kriticka
agregac¢ni koncentrace, jez je ve vodé 0,046 mmol -dm™ [80].

3.2.4.2 Systém polymer-lipid s riznym moldarnim pomérem lipidickych sloZek

VIiv molarniho poméru lipidickych slozek v lipozomalnim roztoku byl zkouman pouze
v kombinaci s polymerem hyaluronanem. Vzdy 0,5 ml jeho roztoku bylo tedy postupné
miseno s 0,5 ml jednotlivych vzorkti koncentra¢ni fady lipidi v lipozomalnim roztoku.

3.2.4.3 Systém polymer-lipid se solubilizovanym hydrofobnim barvivem

Z divodu ovéteni moznosti solubilizace hydrofobni latky do lipozomii byly pfipraveny
zasobni roztoky lipozomu se sudanovou cerveni G. Ty byly pfipraveny tak, ze nejprve byl
pfipraven zasobni roztok sudanové ¢ervené G v t€kavém rozpoustédle (acetonu) s koncentraci
10" M. Ten byl pfipraven navdzenim pfislusSného mnozstvi barviva, jeho rozmichanim
Vv menSim objemu rozpoustédla a naslednym doplnénim na pozadovany objem v odmérné
batice. Lipozomadlni roztok se solubilizovanym barvivem byl pfipraven pipetovanim takového
mnozstvi zasobniho roztoku sudédnové &ervend& G v acetonu (10 M), aby po odpafeni
veSkerého té€kavého rozpoustédla a doplnéni zdkladnim lipozomalnim roztokem (s molarnim
pomérem lipidit 50:50), byla kone¢nd koncentrace sudanové cervené G Vv roztoku lipozomi
10° M. Lipozomalni roztok se sudanovou cerveni G byl nasledné ponechan na tfepacce
24 hodin, aby byla zabezpecena solubilizace veskerého barviva.

RovnéZ byly pfipraveny systémy polymer-lipid se solubilizovanym hydrofobnim barvivem
stdanovou Cerveni G z duvodu potvrzeni struktury fazové separovaného Systému polymer-
lipid. Vzorek byl pfipraven smisenim 0,5 ml roztoku polymeru s 0,5 ml lipozomalniho
roztoku se solubilizovanou sidanovou €erveni G v centrifugacni zkumavce.

3.2.4.4 Ovliviiovani interakci vedoucich k fazové separaci

Interakce mezi obéma slozkami byla ovliviiovdna u standardné piipravenych vzorkl
(ptipravenych smisenim 0,5 ml roztoku polymeru s 0,5ml roztoku lipozomtu s lipidy
Vv ekvimolarnim mnozstvi) zejména pifidavkem rozlicnych typt soli, jak je znazornéno
v Tabulce 3. Prislusné mnozstvi latky bylo navazeno a ptevedeno do zkumavky se vzorkem.
Smés byla poté dikladné promichavana na Vortexu az do uplného rozpusténi ptidané latky
a nasledné ponechana pii laboratorni teploté.
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Tabulka 3: Latky, s nimiz byla ovliviiovana interakce mezi polymery a lipozomy.

ovlivnéni pomoci latka
ionotva sila NaCl, CaCl,, CuSO4, MgCl,
chaotropy KH,PO,4, KCl, KI, CsCl, moc¢ovina
kosmotropy KH,PO,4, NaOH

3.2.5 Meéfeni rozptylu svétla

Metoda méfeni rozptylu svétla (dynamického a elektroforetického) byla pouzita na zasobni
roztoky smeésnych lipozomu.

Pro ucel této diplomové prace bylo provedeno méteni velikosti Castic a zeta potencialu.
Toto méfeni bylo provedeno na piistroji Nano Zetasizer od firmy Malvern Instruments.
Velikost ¢astic 1 zeta potencial kazdého vzorku byl prométen celkem tiikrat ve dvou sériich
z ditvodu reprodukovatelnosti vysledkii. Vysledkem byla zdvislost intenzity rozptyleného
svétla na velikosti ¢astic a hodnota zeta potencialu.

Metoda méfeni dynamického rozptylu svétla na casticich vzorku probihala ve sklenénych
kyvetach pii konstantni teploté 25 °C, kterou udrzoval termostat. Pfed kazdym métenim byl
nastaven tzv. , equilibration time*, ktery mé&l b&hem 120 vtetin zajistit dosazeni méfici
teploty. Poloha v kyveté, ve které laser pfistroje o vinové délce 633 nm snima rozptyl svétla
Castic, byla volena individualné podle jednotlivych vzorkt. Rozptyl svétla byl méten ve 173°
— detekce zpétného rozptylu. Metoda méfeni elektroforetického rozptylu svétla castic byla
meéfena ve sklenéné kyveté s vlozenou dip celou, kterd obsahuje elektrody pro zavedeni
elektrického proudu do vzorku. Méfeni probihalo rovnéz pii teploté 25 °C.

3.2.6 Reologicka méieni

Pro reologicka méfeni byly pouzity vzorky fazové separovanych systému polymer-lipid
(s pomérem 2 hmotnostni koncentrace DPTAP/polymer) po ovlivnéni vzajemné interakce
hydroxidem sodnym. Dale byl jako vzorek srovnavaci proméfen vzorek lipozomalniho
roztoku s pfidavkem stejného mnozstvi hydroxidu sodného.

Pro tuto diplomovou praci byly provedeny dynamické oscilacni testy. Méteni probihalo
na rotacnim reometru DISCOVERY HR2 od firmy TA Instruments S méfici geometrii deska-
deska s primérem horni ocelové desky 20 mm. Kazdy vzorek byl proméfen celkem tiikrat
z diivodu reprodukovatelnosti vysledk.

Méfeni probihala pfi konstantni teploté¢ 25° C, coZ zabezpeCoval termostat, navic byl
pted zacatkem kazdého meéfeni uskutec¢nén tzv. ,.conditioning step®, béhem kterého doslo
ke stabilizaci méficich podminek. Aby pfistroj méfil frekvenéni zavislost pii optimalni
amplitudé deformace, v linearni oblasti viskoelasticity, bylo pfed kazdym métenim provedeno
méteni amplitudovych testll, coZ je zavislost moduld na ménici se amplitudé deformace. Toto
méfeni bylo provedeno v rozsahu 0,01 % az 1000 % pii konstantni hodnoté frekvence
oscilaci 10 rad-s™. Na zéklad& t&chto méfeni byla vybrana jako optimalni amplituda
deformace 1 %. Viskoelastické vlastnosti vSech vzorkll byly nasledné méfeny pii ménici se
frekvenci oscilaci vV rozmezi 100 rad-s™ az 0,1 rad-s™.
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3.2.7 Skenovaci elektronova mikroskopie

Pro skenovaci elektronovou mikroskopii byly vybrany vzorky fazové separovanych systémi
polymer-lipid s pomérem 2 hmotnostnich koncentraci DPTAP/polymer, pii¢emz fazové
separovany systém s chondroitin sulfatem byl proméfen ze vzorku s pomérem 3,2
DPTAPI/CS.

Pro tuto diplomovou praci byla studovana morfologie povrchu jednotlivych vzorka pomoci
zpétné odrazenych elektronii. Rovnéz byla provedena prvkova analyza pomoci analyzatoru
rentgenového zafeni. Méfeni probihala s vyuzitim skenovaciho elektronového mikroskopu
Jeol JSM-7600F.

Vzhledem Kk nutnosti absence jakékoliv vlhkosti ve vzorku (pfistroj pracuje ve vysokém
vakuu) byly vzorky pfipraveny odsatim vodného supernatantu nad odstiedénymi fazoveé
separovanymi systémy v centrifugac¢ni zkumavce a néslednym ponechanim volné€ na vzduchu
az do odpaieni veskeré zbytkové vlhkosti. Suché vzorky pak byly pomoci skalpelu vyjmuty
ze zkumavky a uchyceny na podlozku. Nasledovalo pokovovani vzorku Vv napraSovacim
zafizeni Automatic Sputter Coater a poté samotna méfeni ve skenovacim elektronovém
mikroskopu.

3.2.8 Rentgenova fluorimetrie

Metodou rentgenové fluorimetrie byly prométeny fazové separované systémy polymer-lipid
spomérem 2 hmotnostnich koncentraci DPTAP/polymer. Fazové separovany systém
obsahujici chondroitin sulfidt byl rovnéz proméfen ze vzorku, jenz obsahoval chondroitin
sulfat v poméru 3,2 hmotnostni koncentrace DPTAP/CS. Jako srovnavaci vzorky byly pouzity
supernatanty nad jednotlivymi odstiedénymi fazove separovanymi systémy.

Vzorky byly ptipraveny filtraci za sniZeného tlaku pfes membranu s pory o velikosti 45 pm.

Samotné méteni pak bylo provedeno ve spolupraci se zaméstnancem CMV, Ing. Pavlem
Silerem, Ph.D., jenZ vzorky proméfil.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

V nasledujicich kapitolach bude velice ¢asto zminén ur€ity pomér hmotnostnich koncentraci
lipidu DPTAP a polymeru. Pro ptehlednost a vétsi srozumitelnost bude uvadéno pouze
naptiklad ,,pomér 3 DPTAP/polymer®, ¢imz je minén pomeér hmotnostnich koncentraci,
nebude-li uvedeno jinak.

4.1 VIiv hmotnostniho poméru DPTAP/polymer v systému polymer-lipid
S molarnim pomérem lipidickych slozek 50:50

Po smiseni roztoku polymeru se zdkladnim ekvimolarnim lipozomélnim roztokem (tedy
V molarnim poméru lipidi 50:50) byly v centrifugacnich zkumavkach pozorovany rizné
podoby systému polymer-lipid v zavislosti na hmotnostnim poméru lipidu DPTAP
a polymeru, jak shrnuje Tabulka 4 a Obrdzek 21, 23 a 25. Bylo zjisténo, Ze U vSech vzorka
dochazi k fazové separaci pii poméru 2 DPTAP/polymer. Béhem dlouhodobého pozorovani
pak bylo zjisténo, Ze nedochazi k Zadnym vyraznym zménam v charakteru systémd, pouze
k sedimentaci fazové separovanych ¢astic, viz Tabulka 4.

Tabulka 4: Vysledky vizudlniho pozorovani systémi polymer-lipid S riznym pomérem
hmotnostnich koncentraci DPTAP/polymer.

CDF’TAP/CpoImyer

polymer vizualni pozorovani

[mg-dm™]
3 opaleskujici roztok; casem frakce sedimentuje -
vortexovanim opét opaleskujici roztok
HyA ) srazenina, sedivme.ntuj ew ,
roztok nad srazeninou Ciry
1 zakal, Castice velice jemné, lze je pozorovat okem,
casem dochdzi k sedimentaci
3 srazenina, ¢asem sedimentuje
roztok nad sraZeninou Ciry
5 sraZzenina, asem sedimentuje
CS roztok nad sraZeninou Ciry
opalesence, velice jemné castice pozorovatelné okem
1 pouze pii rozvifeni, sedimentuji — vortexovanim
opaleskujici roztok s viditelnymi ¢asticemi
3 srazenina, sedimentuje
roztok nad sraZeninou Ciry
5 srazenina, sedimentuje
PSS roztok nad sraZeninou Ciry
opaleskujici roztok, drobné Castice 1ze pozorovat okem,
1 dochazi ksedimentaci — vortexovanim opét roztok

S pozorovatelnymi ¢asticemi
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4.1.1 Systém hyaluronan-lipid s molarnim pomérem lipidickych slozek 50:50

Obrazek 21. Fotografie systémuii hyaluronan-lipid S riznym hmotnostnim pomérem
DPTAP/hyaluronan. A) pomér 3— HyA 54 mg-dm=, B) pomér2—HyA 80 mg-dm™,
C) pomér 1 —HyA 160 mg-dm™°.

Obrazek 21 znazoriuje systémy hyaluronan-lipid s riznym hmotnostnim pomérem lipidu
DPTAP a hyaluronanu. Konkrétn& se jednd o poméry 3 (HyA 54 mg-dm~®), 2 (HyA
80 mg-dm~)al(HyA 160 mg-dm™).

U hyaluronanu dochdzi k vyrazné fdzové separaci predevsim v pfipadé, kdy je pomér
hmotnostni koncentrace DPTAP a HyA roven dvéma (viz Obrdzek 21 —B). Toto je
zpusobeno ziejmé¢ z divodu vhodné koncentrace zapornych naboji karboxylovych skupin
na D-glukuronové  kyseling. Lipozomy tvofené kationtovym lipidem (DPTAP)
a zwitteriontovym lipidem (DPPC) si Ize zjednodusené piedstavit jako kladné nabité vezikuly.
V navrhu povrchové struktury lipozomu (viz Obrdzek 22), podle teorie Gzyl-Malchera a spol.
[72], je ptedpokladano, ze pii ekvimolarnim mnozstvi obou lipidi pii pfiprave, vznikaji
lipozomy, jejichz lamely jsou tvofeny stfidavé molekulou DPPC a DPTAP. Tim by mélo byt
dosazeno nejstabilnéjsi struktury, nebot’ pifi tomto uspofddani jsou odstinény repulze mezi
kladn€ nabitymi hlavami lipidu DPTAP, jelikoz tyto mensi kladn€ nabité hlavy lipidu DPTAP
jsou vsunuty mezi zaporné nabité fosfatové skupiny DPPC. Zaroven nedochazi k ptimému
kontaktu mezi kladné¢ nabitou trimehylamoniovou  skupinou cholinu DPPC
a trimethylamoniovou skupinou DPTAP.

- N-
+ N N -
N €y N p DPPC
NP NP NP N p
) o — N™ DPTAP
hydrofobni uhlikate fetézce

Obrazek 22: Navrh orientace nabitych skupin polarnich hlav na povrchu lipozomu tvoreného
zwitteriontovym lipidem DPPC a kationtovym DPTAP v ekvimoldrnim poméru podle teorie
Gzy-Machlchera a spol.

Lipozomy pak mohou, pti vhodné koncentraci zapornych naboja na polymeru, s timto
polymerem elektrostaticky interagovat, coz se projevi fazovou separaci a vznikem srazeniny,
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kterd by mohla mit podobu trojrozmérné struktury s uzlovymi oblastmi tvofenymi pravé
kladnymi vezikuly.

Tuto hypotézu by pak potvrzoval i vznik opaleskujiciho roztoku v ptipadé¢ poméru 3
DPTAP a hyaluronanu (viz Obrazek 21 — A). V tomto ptipade se v roztoku ziejme nachazi
velké mnozstvi kladn¢ nabitych lipozomi, ale v porovnavani s piedchozim piipadem (pomér
2 DPTAP/HyA) jen malé mnozstvi polymeru nesouciho zaporny naboj. Retézce hyaluronanu
pak s lipozomy opét interaguji. Vzhledem k repulzim mezi kladné nabitymi lipozomy
a Vv podstaté¢ zadnym elektrostatickym ani sterickym Omezenim pro hyaluronan, kdy je ho
Vv roztoku mélo, by mohlo dochazet ke struktute pfipominajici perlovy nahrdelnik, stejn¢ jako
tomu je pfi interakci hyaluronanu s micelami tvofenymi kationtovymi tenzidy. Dlouhé fetézce
hyaluronanu tedy interaguji s vezikuly, pfiCemZ ty jsou mezi sebou necustale udrzovany
v ur€ité vzhlednosti kvuli repulzim. Zaroven je, kvili nizké koncentraci hyaluronanu, velice
nepravdépodobné, ze dojde k situaci, kdy jeden lipozom elektrostaticky interaguje s velkym
poctem fetézci hyaluronanu soucasné, aby doslo k vzniku provazanéjsi struktury s uzlovymi
oblastmi tvofenymi lipozomy, ktera se nasledné fazové separuje. Diky této struktuie pak Ize
pozorovat opalescenci, kterd je zpusobena jednotlivymi koloidnimi vezikuly stejné jako
Vv ptipad¢ samotného roztoku lipozomu.

V ptipadé poméru 1 DPTAP a hyaluronanu (viz Obrdzek 21 — C) se ve vzorku nachazi jiz
veétsi mnozstvi polyelektrolytu a tedy i zapornych nabojua, které jsou k dispozici k piipadné
interakci s kladné nabitymi vezikuly. Mezi témito souhlasnymi naboji v§ak rovnéz dochazi
krepulzi. Ve vzorku by se tedy mohly nachazet fetézce hyaluronanu elektrostaticky
interagujici pouze s jedinym lipozomem. Vznikaly by tedy uvary piipominajici lipozomy
pokryté hyaluronanem, ¢imz by doslo k vysyceni zapornych naboju na téchto fetézcich
hyaluronanu, coz by mélo byt zddouci kvuli jeho vyssi koncentraci. Mnozstvi kladné nabitych
lipozomi pak ziejmé nestaci k tvorbé dostatecného poctu uzli mezi vétsim pocétem fetézcl
hyaluronanu. Nedochazi proto ke vzniku vétsich trojrozmérnych struktur, ale pouze ke vzniku
malych fazové separovanych systémi, coz lze pozorovat jako velice jemné castice
pii rozviteni vzorku. Tyto Castice jsou jiz pozorovatelné pouhym okem, jejich velikost je tedy
vétsi nez 50 um. Vzorek pak sice vykazuje opalescenci, v porovnani se vzorkem A (pomér 3
DPTAP/polymer) se vsak jevi zakalenéjsi, nebot obsahuje i hrubodisperzni, okem
pozorovatelne, Castice.

4.1.2 Systém chondroitin sulfat-lipid s molarnim pomérem lipidickych slozek 50:50

Obrazek 23 znazorhuje systémy chondroitin sulfat-lipid s riznym hmotnostnim pomérem
lipidu DPTAP a chondroitin sulfatu. Konkrétné se jedna o poméry 3 (CS 54 mg-dm™), 2 (CS
80 mg-dm=)al(CS 160 mg-dm™).

Chondroitin sulfat, na rozdil od hyaluronanu, tvoii fazové separované systémy v piipadé
poméru 2 ale i 3 DPTAP/CS, viz Obrdzek 23 — A, B. Tato skute¢nost je ziejmé zplisobena
vy$§i hustotou zépornych nébojli na fetézci, kdy kazdy sacharid opakujici se disacharidové
jednotky obsahuje jeden zaporny naboj, a rovnéz i1 jinym typem disociovatelnych skupin
(kromé¢ karboxylové skupiny je to rovnéz skupina sulfatova).

42



Obrdazek 23: Fotografie systémii chondroitin sulfat-lipid S riznym hmotnostnim pomérem
DPTAP/chondroitin sulfat. A) pomér 3 — CS 54 mg-dm~, B) pomér 2 — CS 80 mg-dm™,

C) pomér 1 — CS 160 mg-dm™.

ProtoZe chondroitin sulfat obsahuje v ramci jediného monomeru pii pH > 4 dvé disociujici
skupiny poskytujici zaporny naboj [81], pfiCemz hmotnost tohoto monomeru je vyssi
nez hmotnost monomeru hyaluronanu, byl proveden pfepocet hmotnostni koncentrace
chondroitin sulfatu. Prepocet byl proveden tak, aby pii standardni ptipravé vzorku (viz
kapitola 3.2.4.1) byl pipetovan stejny pocet zapornych naboju jako v ptipadé vzorku DPPC,
DPTAP a hyaluronanu o koncentraci 80 mg-dm™. Bylo vypoéteno, Ze koncentrace
chondroitin sulfatu ve vzorku by tedy méla byt 50 mg-dm™ (viz Tabulka 2), p¥i¢emz pomér

hmotnostni koncentrace lipidu DPTAP v lipozomalnim roztoku a chondroitin sulfatu by mél
byt 3,2.

Obrazek 24 zachycuje vzorek fazové separovaného systému chondroitin sulfat-lipid
s pomérem 3,2 DPTAP/CS, tedy se stejnym mnozstvim disociovanych skupin nesoucich
zaporny naboj jako vzorek s pomérem 2 DPTAP/HyA. Jak je z fotografie patrné, tento vzorek
vykazuje stejné chovani jako hyaluronan s charakteristickym pomérem 2 hmotnostnich
koncentraci DPTAP/hyaluronan. U tohoto vzorku tedy také doSlo k fazové separaci,
coz svéd¢i o zasadnim vlivu mnoZstvi disociovanych skupin nesoucich zaporny néboj
na fetézcich polymeru, které pii fazové separaci elektrostaticky interaguji s kladnymi néboji
na lipozomech.

Obrazek 24: Fotografie fazove separovaného systému chondroitin sulfat-lipid s pomérem 3,2
(CS 50 mg-dm™) hmotnostni koncentrace lipidu DPTAP a chondroitin sulfatu.
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Pti pfepoctech ostatnich hmotnostnich koncentraci chondroitin sulfatu v poméru mnozstvi
naboji vzhledem ke vzorkiim s hyaluronanem bylo zjiSténo, Ze vzorek s pomérem 1
DPTAP/HyA, tedy s hyaluronanem o koncentraci ve vzorku 160 mg-dm~, odpovida
hmotnostni koncentraci chondroitin sulfatu ve vzorku 100 mg-dm™. Vzorek s hmotnostni
koncentraci chondroitin sulfatu 160 mg-dm= (Obrdzek 23— C), tedy nabojové odpovida
vzorku s hyaluronanem s pomérem 0,6 DPTAP/HyA. Tento vzorek s chondroitin sulfatem
pak jiz neni zakaleny, ale opaleskuje, na rozdil od vzorku s hyaluronanem pii poméru 1
DPTAP/HYA (Obrdzek 21 — C). Da se proto piedpokladat, ze pii malych pomérech
DPTAP/polymer, je uptfednostiiovana elektrostaticka interakce fetézct s jedinym lipozomem.
I u vzorkd s chondroitin sulfatem tedy miize byt aplikovana teorie naznacend Vv piedchozi
kapitole 5.1.1. Pii poméru 3,2 je ve vzorku pfitomno vhodné mnozstvi zapornych naboja
na fetézcich chondroitin sulfatu, dochazi tedy k fazové separaci, pfiCemz sraZeniny jsou
pomémé veliké. Muzeme tedy usuzovat, Ze srazeniny jSOU tvofeny mnoha fetézci CS
a lipozomy, pficemz jediny fetézec interaguje s vice lipozomy. Pfi sniZovani poméru
kationtového lipidu DPTAP a polymeru pak sice mnoZstvi lipozomil zlstava konstantni,
ale zvySuje se mnozstvi polyelektrolytu, takze dochédzi k repulzim mezi zapornymi naboji
na fetézcich. V disledku toho pak nedochazi k vzniku velkych srazenin, ale pouze mensich
fazove€ separovanych ¢astic pozorovatelnych okem. Pfi pomé&ru DPTAP/CS, ktery nabojové
odpovida poméru 0,6 DPTAP/HyA, pak je jiz mnozstvi odpuzujicich se zapornych naboji tak
velké, ze je predevsim uptednostiovano vysyceni téchto nabojl, takze fetézce interaguji
zejména s jedinym lipozomem.

4.1.3 Systém polystyrensulfonat-lipid s molarnim pomérem lipidickych sloZek 50:50

Obrazek 25 zobrazuje systémy polystyrensulfonat-lipid S riznym hmotnostnim pomérem
lipidu DPTAP a polystyrensulfonatu. Konkrétné se jedna o poméry 3 (PSS 54 mg-dm™), 2

(PSS 80 mg-dm~)al (PSS 160 mg-dm™).

Obrdazek 25: Fotografie systémii polystyrensulfonat-lipid S riiznym hmotnostnim pomérem
DPTAP/polystyrensulfondt. A) pomér 3 — PSS 54 mg-dm~, B) pomér 2 — PSS 80 mg-dm®,
C) pomér 1 — PSS 160 mg-dm™.

Jak je z Obradzku 25 ziejmé, u polystyrensulfonatu dochazi k fazové separaci pii pomérech
312 DPTAP/PSS, stejné jako u piedchoziho chondroitin sulfatu. | zde by se tedy dala uplatnit
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stejna hypotéza vzniku odlisnych systémt polymer-lipid zalozena na elektrostatickych
interakcich pfitomnych zapornych naboji, na fetézcich polymeru, s kladné¢ nabitymi
lipozomy.

Pokud vsak vezmeme v tvahu, Zze polystyrensulfonat obsahuje na kazdé své monomerni
jednotce jednu sulfonovou skupinu nesouci zaporny naboj, je tieba opét provést piepocet
hmotnostni koncentrace polystyrensulfonatu, stejné jako tomu bylo u chondroitin sulfatu, viz
kapitola 4.1.2. Jelikoz je molekulovd hmotnost polystyrensulfonatu 206,19 g-mol™, jeho
koncentrace ve vzorku by tedy méla byt 41 mg-dm™, coz odpovidd poméru 3,9 hmotnostni

koncentrace lipidu DPTAP a polystyrensulfonatu, jak uvadi Tabulka 2.

Obrazek 26: Fotografie fazove separovaného systému polystyrensulfonat-lipid s pomérem 3,9
(PSS 41 mg-dm®) hmotnostni koncentrace lipidu DPTAP a polystyrensulfondtu.

Obrazek 26 zndzoriuje fazoveé separovany systém s polystyrensulfonatem o piepoctené
hmotnostni koncentraci PSS ve vzorku (41 mg-dm?®), pfi¢emz pomér hmotnostni
koncentrace lipidu DPTAP a polystyrensulfonatu je 3,9. I u toho sytému dochazi k fazové
separaci stejné jako u vzorku s pomérem 2 a 3 DPTAP/PSS.

Za povsimnuti pak stoji, ze ackoliv i u polystyrensulfonatu dochazi k fazové separaci
pti poméru 3,9 DPTAP/PSS (tedy pfi stejném mnozstvi naboji jako u vzorkd s hyaluronanem
pii koncentraci 80 mg-dm™ a s chondroitin sulfatem o koncentraci 50 mg-dm®), tato
srazenina se v porovnani s fazové separovanym systémem tvofenym pii poméru 2
DPTAP/PSS nejevi jako ta, ktera je tvofena nejvEétSimi trojrozmérnymi strukturami (Viz
Piiloha 1). Tato skute¢nost je zfejm¢ zpusobena zejména diky samotné struktufe PSS.
Polystyrensulfonat je slozen z pomémé malych monomernich jednotek v porovnani
s disacharidovou jednotkou hyaluronanu, pficemz kazda tato jednotka nese jednu sulfonovou
skupinu zajistujici polyelektrolytovy charakter. Nabojova hustota PSS je tedy znaéna.
Sulfonovou skupinu rovnéz lze povazovat za slaby nukleofil, jelikoz se jedna o sutl silné
kyseliny sulfonové (pKa benzensulfonové kyseliny = —-28). V disledku toho pak nelze kazdy
naboj na monomerni jednotce PSS povazovat za rovnocenny naboji na jednotce hyaluronanu
a prepocet tedy neni mozné provést jen na zakladé hmotnosti monomeru nesouciho jeden
zéporny naboj. Na zakladé tohoto pozorovani byl pro dalsi praci s fazové separovanymi
systémy volen zejména vzorek obsahujici PSS o koncentraci 80 mg-dm~, tedy s pomérem 2
DPTAP/PSS.
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Pfi smiseni roztoku libovolného polymeru s lipozomalnim roztokem bylo zjisténo,
7e k fazové separaci dochazi u vSech vzorkli s pomérem 2 hmotnostni koncentrace lipidu
DPTAP a daného polymeru. Dalo by se tedy tvrdit, ze pomér 2 DPTAP/polymer je
vyznamnym parametrem, ktery rozhoduje o fazové separaci v systémech polymer-lipid.
Zatimto pomérem je vSak tfeba vidét zejména celkové mnoZzstvi zdporné nabitych
disociovanych skupin polymeru a kladnych kvartérnich amoniovych dusikd lipidi DPTAP
a DPPC tvoricich lipozomy. Tyto dvé slozky pak Spolu elektrostaticky interaguji,
kdy pti vhodném poméru naboji dochazi k rozsahlé fazové separaci, a tedy i k jevu
podobnému fyzikalnimu zesiténi geld S vysokou pevnosti uzli. Na zakladé této uvahy
a provedeni pfepoctu pouzitych koncentraci u CS a PSS tak, aby pipetované mnozstvi dané¢ho
polymeru obsahovalo stejny pocet naboju jako hyaluronan s pomérem 2 DPTAP/HyA, bylo
dale zjisténo, Ze je rovnéz dulezitd I nabojova hustota a samotna skupina odpovédna
za polyelektrolytovy charakter polymeru.

4.2 Vliv molarniho poméru lipidickych slozek DPPC, DPTAP v systému
polymer-lipid

Vliv moldrniho poméru lipidickych slozek DPPC a DPTAP byl zkouman pfi zachovani
poméru 2 hmotnostnich koncentraci lipidu DPTAP a hyaluronanu. Rovnéz byl pro miseni se
vzorky s riiznym molarnim pomérem lipidii pouzit zasobni roztok o koncentraci 80 mg-dm™.

Obrazek 21: Fotografie systéemut hyaluronan-lipid s riiznym molarnim pomerem lipidu DPPC
a DTAP. A) 95:5, B) 90:10, C) 85:15, D) 15:85, E) 10:90, F) 5:95. Horni snimek je zachycen
krdtce po smiseni, spodni snimek pak po fazové separaci. U této koncentracni rady lipidu
DPTAP byl zachovan pomeér 2 hmotnostni koncentrace lipidu DPTAP a hyaluronanu.

Po smiseni roztoku hyaluronanu s lipidickymi roztoky s riiznym moldrnim pomérem lipidu
DPPC a DPTAP (v poméru 2 DPTAP/HyA) byl v centrifuga¢nich zkumavkach pozorovan
nejprve vznik zakalenych roztokli, nasledné¢ doslo ke vzniku ruznych typt fazové
separovanych systému, viz Obrazek 27. Tyto fazové separované systémy jsou pak popsany
v Tabulce 5.
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Tabulka 5: Vysledky vizudlnich pozorovani systému polymer-lipid S riznym pomérem
molarnich koncentraci DPPC a DPTAP pri zachovani poméru 2 hmotnostnich koncentraci
lipidu DPPC a hyaluronanu.

molarni pomér CDPTAP CHyA N -
DPPC:DPTAP [mg-dm®] [mg-dm~] vizualni pozorovani

95:5 16,2 8,1 malé mnoZstvi sraZzeniny ulpivajici na skle

90:10 32,3 16,2 velmi jemna srazenina, zakal

85:15 48,5 24,3 velmi jemna srazenina, zakal

15:85 275,0 1375 srazenina, sedimentuje

90:10 291,0 145,5 srazenina, sedimentuje

5:95 307,0 153,5 srazenina, sedimentuje

Jak shrnuje Tabulka 5, ke vzniku fazové separovaného systému doslo pii vSech molarnich
pomérech lipidd. Vznik riznych mnoZstvi sraZenin lze pfisuzovat mnozstvi hyaluronanu
ve vzorku, nebot’ byl do vzorkl ptidavan pii zachovani poméru 2 DPTAP/HyA. 1 pfi nizké
hmotnostni koncentraci DPTAP a tim tedy i hyaluronanu lze ve vzorku pozorovat fazovou
separaci, kterou ziejmé zpisobuji lipozomy s obsahem DPTAP, pficemz sraZeniny se tvori
malo kvili nizkému obsahu hyaluronanu ve vzorcich. Roztok nad srazeninou pak opaleskuje,
nebot’ jsou v roztoku pfitomny neinteragujici lipozomy. Pii vysokém mnozstvi lipidu DPTAP
se pak ve vzorku nachdzi i znacné mnoZstvi hyaluronanu, tudiz i sraZeniny se tvofi vice.
V tomto piipad¢ roztok nad sraZzeninou neopaleskuje, takze se da predpokladat, ze se veskeré

lipozomy ucastni elektrostatické interakce s fetézci hyaluronanu.

Obrdzek 28: Fotografie systémii hyaluronan-lipid s riiznym molarnim pomérem lipidu DPPC
a DTAP. A) 95:5, B) 90:10, C) 85:15, D) 50:50, E) 15:85, F) 10:90, G) 5:95. U ftéto
koncentracni rady lipidu DPTAP byla pouZita konstantni koncentrace hyaluronanu ve vzorku,
ato80 mg-dm™.
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Po smiseni roztoku hyaluronanu s lipidickymi roztoky s riiznym moldrnim pomérem lipidu
DPPC a DTAP (pti pouziti jednotné koncentrace hyaluronanu 80 mg-dm~) byly
Vv centrifuga¢nich  zkumavkach pozorovany rizné podoby systému polymer-lipid,
jak znazornuje Obrdzek 28. Vysledky vizualniho pozorovani téchto systému jsou pak shrnuty
v Tabulce 6.

Tabulka 6: Vysledky vizudlnich pozorovani systému polymer-lipid S riiznym pomérem

molarnich koncentraci DPPC a DPTAP pri pouziti jednotné koncentrace zdasobniho roztoku
hyaluronanu, a to 80 mg-dm™.

molirni pomér  Coprap Crva CopTAR/Cpolmyer vizualni pozorovani
DPPC:DPTAP[mg-dm™] [mg-dm~™] [mg-dm~] P
95:5 16,2 80 0,2 opaleskujici roztok
90:10 32,3 80 0,4 opaleskujici roztok
85:15 48,5 80 0.6 zakaleny roztok, jemné Castice
Ize okem pozorovat
50:50 1615 80 20 srazenina, roztok nad

srazeninou Ciry

veétsi kusy srazenin plovouci
15:85 275,0 80 34 na hladingé; roztok po fazové
separaci Ciry

zakaleny  roztok;  Castice
90:10 2910 80 3,6 pozorovatelné okem, vétsi nez
Vv piipad¢ C

zakaleny roztok, Castice vétsi,

5:95 307,0 80 3,8
Ize pozorovat okem

Pii pouziti jednotné koncentrace hyaluronanu bylo zjisténo, ze k fazové separaci u vzorkd,
V nichz jsou lipozomy téméf vyhradné tvofeny zwitteriontovym lipidem DPPC, prakticky
nedochédzi. Toto mize byt zplisobeno strukturou uspofadani ndboji na povrchu lamel
lipozomu, kdy zfejmé dochazi k reorientaci skupin polarni hlavy DPPC (dle teorie ve studii
Gzyl-Malchera a spol. [72]) do horizontalni polohy (Viz Obrdzek 29) oproti navrhu povrchové
struktury v kapitole 4.1.1 (viz Obrdzek 22). Tim dochazi k odstinéni repulzi mezi
souhlasnymi naboji na skupinach polarnich hlav lipidu DPPC, pticemz lipozomy s takovouto
povrchovou strukturou jsou jiz mnohem méné elektrostaticky aktivni, co se tyc¢e piipadné
interakce se zaporné nabitym polyelektrolytem. V ptipad¢ vzorku s pomérem lipida 85:15 pak
dochdzi k mirné fazové separaci, coz lze vysvétlit pfitomnosti vétSiho mnozstvi kladnych
naboji, diky vyssi koncentraci DPTAP, které mohou interagovat s ur¢itym mnozstvim fetézct
hyaluronanu (ziejmé v poméru 2 DPTAP/HyA).

Pii ekvimolarnim poméru lipidovych slozek lipozomu pak dochdzi k ocekavané fazové
separaci, pficemz roztok nad srazeninou je Ciry a neopaleskuje, takZze se da predpokladat,
ze se do interakce zapojily veskeré lipozomy.
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Obrazek 29: Navrh orientace nabitych skupin polarnich hlav na povrchu lipozomu tvoreného
zejména zwitteriontovym lipidem DPPC podle teorie Gzyl-Malchera a spol.

ZvysSovanim pomeéru lipidi ve prospéch kationtového DPTAP dochazi k postupné
opalescenci az zdkalu, pficemz fazové separované systémy se tvoii ve vSech piipadech.
Ackoliv jsou tedy poméry DPTAP/HyA pomérné vysoké, k fazové separaci dochazi, na rozdil
od vzorku s pomérem 3 DPTAP/HyA, viz Obrdzek 21 — A. Toto muze byt zpisobeno témert
vyhradnim zastoupenim DPTAP v lipozomech, ¢i vyssi koncentraci obou interagujicich
slozek, nez v piipadé, ktery je na Obrdzku2l — A (DPTAP 161,5 mg-dm~, HyA
54 mg-dm™).

Srovname-li informace z vysledku vyse, ziskame detailngjsi objasnéni podminek, pii kterych
dochazi k fazové separaci ve vzorcich. Ze vzorkd s rliznymi molarnimi poméry lipida
pfi pouziti jednotné koncentrace hyaluronanu vyplyva, ze lipozomy s vétSinovym podilem
lipidu DPPC neinteraguji s hyaluronanem v takové mite, aby doslo k fazové separaci. Toto je
ziejm¢ zplusobeno rozlozenim ndboji na povrchu lipozomu, kdy se zfejmé sttidaji
disociované fosfatové skupiny nesouci zéporny ndboj s kladné nabitymi skupinami
obsahujicimi kvartérni amoniovy dusik. Tato struktura vSak neni pfiznivé naklonéna
pro interakci se zapornymi naboji na karboxylovych skupinach hyaluronanu. Pti dosazeni
ekvimolarni smési lipidit poté dochazi k vertikdlnimu uspofadani polarnich hlav lipidu DPPC,
nebot’ jsou mezi né vklinény kladn& nabité polarni hlavy lipidu DPTAP, ¢imZ je dosazeno
stabilni struktury. Lipozom se tedy na svém povrchu jevi jako kladné nabita Castice,
takZe miZze elektrostaticky interagovat S opacné nabitym polyelektrolytem. Pfi zvySovani
pomeéru lipidi ve prospéch kationtového DPTAP jsou lipozomy na svém povrchu opét kladné
nabity zejména diky kladné nabitym polarnim hlavam DPTAP. Mohou proto interagovat
s fetézci hyaluronanu, coZ vede k fazové separaci. Pristupné kladn€ nabité skupiny se pak
ukazaly jako podstatné i pii fazové separaci u vzorki, u nichz byl volen jako konstantni
pomér 2 hmotnostni koncentrace kationtového lipidu DPTAP a hyaluronanu. U téchto vzorkt
se ukazalo, Zze 1 pii nizké koncentraci DPTAP v lipozomalnich formulacich dochézi
K interakci s dostupnym hyaluronanem, coz vede k fazové separaci. Zabudovani DPTAP
do lipozomu tvofeného zejména DPPC ziejmé zpusobi lokalni zménu uspoiadani polarni
hlavy DPPC, kdy dojde k vertikalni orientaci skupin, ¢imz se kvartérni amoniova skupina
DPPC stane dostupnéjsi pro elektrostatickou interakci. Dojde tedy k fazové separaci,
pficemz okolni roztok vykazuje opalescenci diky lipozomim, jeZ se netcastni interakce
s polyelektrolytem. Pokud pak lipid DPTAP piedstavuje prevladajici slozku tvofici lipozomy,
ve vzorku se nenachazi vezikuly, jez by se neucastnily elektrostatické interakce
s hyaluronanem. Roztok nad témito fazové separovanymi systémy tedy nevykazuje
opalescenci.
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4.3 Méreni rozptyli svétla

4.3.1 Elektroforeticky rozptyl svétla

Zeta potencial byl ziskan na zakladé méteni elektroforetického rozptylu svétla. Predstavuje
elektrostatickou stabilitu ¢astic v roztoku — ¢im vyssi je jeho absolutni hodnota, tim vice

se odpuzuji jednotlivé castice, takze nedochazi ke koagulaci. Jako mezni hodnota prahu
koagulace je oznacovan zeta potencial +30 mV . Ma-li tedy Castice absolutni hodnotu zeta

potencialu vyssi nez 30 mV, Ize ji oznacit za stabilni.

Tabulka 7. Priimerné hodnoty zeta potencidlii lipozomi.

v v s 0 ¢ [mV]
vzorek pomér lipidu prvni série druha série
95:5 418+20 383+09
90:10 552+56 343+05
85:15 463+17 495+18
DPPC, DPTAP 50:50 840+18 859+27
15:85 408+17 505+41
10:90 58,7+24 560+20
5:95 529+24 485+26

Tabulka 7 shrnuje primérné hodnoty zeta potenciali lipozoml s ruznym molarnim
pomérem jednotlivych lipidi.

Jak je z Tabulky 7 zfejmé, ackoliv se naméfené zeta potencidly v prvni a druhé sérii
u n€kterych vzorklh pomérné lisi, veskeré lipozomy maji vysokou hodnotu zeta potencialu,
tudiz je vSechny lze povazovat za elektrostaticky stabilni. D4 se tedy ptedpokladat, ze tyto
Castice ve vzorku neagreguji a zachovavaji si strukturu samostatnych lipozomd,
coz se potvrdilo vizualnim pozorovanim jednotlivych zasobnich roztokti — ani v prubéhu
delsiho casového tuseku nedochédzelo ke vzniku zdkalu €1 vétSich okem pozorovatelnych
¢astic. Vzhledem k odliSnosti dat jednotlivych sérii méfeni pak nelze pftiliS hodnotit ani trend
koncentra¢ni fady DPTAP ve vzorcich. Nicméné je zajimavé, Ze pfi vSech méfenich nejvyssi
hodnotu zeta potencialu vykazuji lipozomy s ekvimolarnim zastoupenim obou lipidi. Tato
hodnota je témét o 30 mV vyssi neZ nejvyssi zeta potencial u neekvimolarni smési. D4 se tedy
predpokladat, Ze tento systém je elektrostaticky nejstabilngj$i, a Ze zastoupeni kladnych
nabojli na povrchu téchto ¢astic je nejveétsi. Zaroven je zajimavé, ze lipozomy tvorené témet
vyhradné DPTAP vykazuji mnohem mensi zeta potencial, nez ekvimolarni smés, ackoliv jsou
tvofeny témet vyhradné kationtovymi lipidy. To mlize byt zplisobeno mnozstvim ¢astic, které
tvofi jednotlivé lipozomy a zpusobuji povrchovy naboj lipozomu. Malé lipozomy DPTAP
(viz kapitola 4.3.2) jsou tvofeny, diky repulzim mezi kladné nabitymi hlavami, men$im
mnozstvim lipidii, nez velké lipozomy s ekvimolarni smési. U téch mulze dochazet
K hustéjSimu usporadani jednotlivych lipida diky odstinéni repulzi mezi nabitymi skupinami
lipidd, viz Obrazek 29 (navrh orientace nabitych skupin polarnich hlav na povrchu lipozomu).
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4.3.2 Dynamicky rozptyl svétla

Velikost castic zasobnich roztokli byla stanovena pomoci méfeni dynamického rozptylu
svétla. Béhem tohoto méfeni pristroj méfi Casovou zavislost kolisani intenzity rozptyleného
svétla v disledku Brownova pohybu ¢éstic. Z analyzy intenzity rozptyleného svétla pak Ize
urcit difuzni koeficient Castic a stanovit intenzitni distribuci velikosti. Pfistroj rovnéz data sam
koreluje a kumulativni analyzou stanovi primérnou velikost ¢astic, ktera je vazena podle
Sest¢é mocniny (z Rayleighovy aproximace) priméru ¢astice — tzv. Z-prumér [82]. Velké
Castice jsou tedy mnohem vice patrné, jelikoz jsou piistrojem nadhodnoceny. Muze se pak
stat, Zze se slozka malych castic v intenzitni distribuci viibec neobjevi, nebot’ intenzita jimi
rozptyleného svétla je mnohem mensi v porovnani s vétSimi ¢éasticemi. Je vhodné proto
provést piepocet intenzitni distribuce Castic na objemovou. Pro tento pfepocet je vSak nutno
znat hodnotu indexu lomu ¢&astic ve vzorku. Pro samotné DPPC, je index lomu 1,49 [83].
Pro smésné castice s riiznym molarnim zastoupenim jednotlivych lipidd vSak index lomu
definovan neni, proto bylo pracovano pouze s intenzitni distribuci velikosti Castic a tato
meéfeni byla povazovéana pouze jako orientacni.

Tabulka 8: Priimeérné hodnoty Z-priimérii velikosti lipozomi.

molarni O Z-primér [nm)|
pomér
DPPC:DPTAP  Dprvni série druha série

95:5 10330+0,28 8889+121
90:10 11700+£042 11350+083
85:15 5247+008 57,78+049
50:50 13480+014 12837+0,62
15:85 3998+092 3866+0,75
90:10 38,7/5+038 4044+0,03
5:95 3823+105 4269+032

Tabulka 8 shrnuje primérné hodnoty Z-primért lipozomu s riznym molarnim pomérem
jednotlivych lipida.

Z jednotlivych sérii méfeni nelze usuzovat jednoznaény trend koncentracni tfady lipidu
DPTAP v lipozomech. Lze vSak alespoil porovnat velikosti Castic pfi ekvimolarnim
zastoupeni a pii vétSinovém zastoupeni DPPC ¢i DPTAP. Z Tabulky 8 je patrné, Ze nejvétsi
Castice se tvofi pii ekvimolarnim poméru lipidl, zatimco nejmensSi Castice se tvofi
pfi vétSinovém podilu kationtového lipidu. Nejvétsi castice (pfi ekvimolarnim mnoZstvi
lipidil) jsou zifeyjm¢ tvoreny diky odstinéni repulzi mezi poldrnimi hlavami lipidd,
takze lipozomy jsou tvoieny velkym poétem lipidl, coz naznacuje i méfeni zeta potencialu.
Lipozomy s vétsinovym podilem DPPC pak mohou byt vétsi, nez lipozomy s vétSinovym
podilem DPTAP, ziejmé diky vertikalni orientaci polarnich hlav, viz Obrazek 29.

Z méteni dynamického a elektroforetického rozptylu svétla Ize usuzovat, Ze Castice tvoiené
pfi ekvimolarnim mnozstvi lipid jsou nejvetsi a nejstabilngjsi, a to z diivodu optimélniho
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uspofadani, kdy dochazi k odstinéni repulzi mezi stejnymi néboji. Pro interakce
s polyelektrolyty byla tedy volena, zejména diky nejvysSimu zeta potencidlu, ekvimolarni
sm¢es lipidi.

4.4 Systém polymer-lipid se solubilizovanym hydrofobnim barvivem

vvvvvv

ve specifickém poméru, hmotnostnich koncentraci lipidu DPTAP a polymeru, dochazi
k fazové separaci a vzniku srazenin. Po smiseni roztokd polymert s lipidy, jejichz
koncentrace v roztoku je takova, ze tvofi agregované formy (tedy vyssi nez kriticka agregacni
koncentrace, ktera je pro smés lipidi DPPC a DPTAP s molarnim pomérem lipida 50:50
ve vodé 0,0458 mmol -dm™ [80]), ve kterych obsahuje solubilizované hydrofobni barvivo
suddnovou cerven G, vznikaji fadzové separované systémy s rizovym ¢i nartzovélym
zbarvenim vii€i okolnimu roztoku. Tyto narGzovélé fazoveé separované systémy vznikaji
ve vsech typech systému, viz Obrazek 30.

Obrazek 30: Fotografie systémii polymer-lipid s inkorporovanym barvivem suddnova
cerveii G — koncentrace 10°® mmol-dm™. A) hyaluronan-lipid, B) chondroitin sulfat-lipid, C)
polystyrensulfonat-lipid.

Vznik narizovélych fazové separovanych systémi svédéi o vzajemné elektrostatické
interakci mezi polymerem, ktery ma charakter aniontového polyelektrolytu, a opaéné
nabitymi lipidy. Tyto lipidy jsou v koncentraci, pii které tvoii vezikuly s lipidovou
dvojvrstvou, v niz miize byt pomoci hydrofobni interakce vadzano hydrofobni barvivo
stidanova cervenn G (coz bylo potvrzeno vznikem narizovélého opaleskujiciho lipozomalniho
roztoku). Tato elektrostatickd interakce je pak napiiklad podstatou fyzikalniho zesiténi
hyaluronanovych hydrogelii. Jejich uzlové oblasti vytvaii micely tvotené tenzidy, které ve své
struktufe obsahuji hydrofobni domény, v nichz miize byt rovnéz solubilizovano hydrofobni
barvivo. Hydrofobni domény pak obsahuji i tyto fdzové separované systémy, takze stejné jako
hyaluronanové hydrogely dokazou do své struktury inkorporovat hydrofobni latky, coz by
mohlo byt vyznamnou a piinosnou vlastnosti pii pfipadné aplikaci v medicin€ ¢i kosmetice,
nebot’ vétsina 1éCivych a prospéSnych latek ma praveé hydrofobni charakter.

Je velice zajimavé, Ze pii pouziti vysSi koncové koncentrace hydrofobniho barviva
ve vzorcich (10 mmol-dm™), dochéazi k fazové separaci pouze u vzorku s hyaluronanem.
U ostatnich polymert nedochazi k zadné fazové separaci, vzorek zustava pouze jako
opaleskujici nartzové€ly roztok, viz Piiloha 2. Pti vyssi koncentraci hydrofobniho barviva
ziejme¢ nedochazi k solubilizaci vesSkerého barviva, poptipadé¢ dochazi k nedokonalé
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solubilizaci, kdy se barvivo nenachazi zcela uvniti lipidové dvojvrstvy. Potom se na fazové
separaci mohou podilet 1 interakce hydrofobni, jichz se miize ucastnit pravé hyaluronan,
a to diky své struktute, kdy hydrofobni oblast vytvari axidlni vodiky.

4.5 Ovliviiovani interakci vedoucich k fazové separaci

Interakce vedouci ke vzniku fazoveé separovanych systémii ma svij pivod s nejveétsi
pravdépodobnosti v elektrostatickém pusobeni, nicméné mohou se zde uplatiiovat napiiklad
I interakce hydrofobni. Pomoci ovliviiovani interakci zejména riznymi solemi pak byla snaha
tuto interakci stanovit. Dal§i snahou této prace bylo rovnéz pokusit se zakladni fazoveé
separované systémy polymer-lipid zformulovat do takové podoby, jez by mohla mit aplika¢ni
potencidl v mediciné ¢i kosmetice, tedy naptiklad hydrogel, ¢ehoz by se dalo dosahnout opét
vhodnym ovlivnénim interakce vedouci k fazové separaci.

45.1 Iontova sila

Iontova sila ve vzorcich s fazové separovanymi systémy byla ovlivilovdna pomoci
jednomocnych 1 vicemocnych iontd. Z jednomocnych iontli byl vybran chlorid sodny,
zejména proto, ze 0,15M roztok této soli se pouziva jako model fyziologického roztoku,
tudiz bylo ptihodné ovétit chovani fazové separovanych systémi nejen pii této koncentraci.
Vicemocné ionty pak byly reprezentovany chloridem vapenatym, siranem médnatym
a chloridem hote¢natym.

45.1.1 Jednomocné ionty — NaCl

Ptidavkem chloridu sodného do vzorkli obsahujicich hyaluronan a lipozomalni roztok,
které se vyznacuji fazovou separaci (pomér 2 hmotnostni koncentrace DPTAP
a hyaluronanu), dochazi k oslabeni interakce vedouci k fazové separaci, jak je naznaceno
na Obrazku 31 a jak shrnuje Tabulka 9.

Obrazek 31: Fotografie fazove separovanych systémii hyaluronan-lipid s riznou koncentraci
chloridu sodného. A) 0 M NaCl, B) 70 mM NaCl, C) 150 mM NaCl, D) 250 mM NacCl, E)
500 mM NacCl, F) 1 M NacCl.

Bylo zjisténo, Ze se zvySujici se koncentraci chloridu sodného v roztoku dochazi
ke zmenSovani fazové separovanych Ccastic. Toto zjemnovani srazeniny je zpusobeno
zvySovanim iontové sily v roztoku, coz ma za nasledek stlaceni iontové atmosféry a vysyceni
naboji na polymeru i lipozomu protiionty pochazejicimi z NaCl. Z tohoto divodu neni
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elektrostaticka interakce mezi opacnymi naboji jiz tak silnd, a proto nevznikaji vétsi
srazeniny, ale pouze mensi Castice, coz lze vizualné pozorovat.

Tabulka 9: Vysledky vizualniho pozorovani oviiviiovani interakci v systému hyaluronan-lipid
pomoct iontove sily v roztoku jednomocnymi ionty NaCl.

elektrolyt [mrr::(;\lla-ctljms] [mmoll- dm=] vizualni pozorovani

12 12 - se zvySujici se iontovou silou
26 26 ve vzorcich dochazi k postupnému
42 42 zjemnéni srazeniny
70 70 - jemné castice lze stale pozorovat
83 83 az do koncentrace 1 M

NaCl 155 155 - pfi koncentraci 2M a 3M
250 250 sraZenina neni okem pozorovatelna,
500 500 vzorek se jevi jako opaleskujici
900 900 roztok
1000 1000
2000 2000
3000 3000

Pti ovlivnéni iontové sily ve vzorcich s fazove separovanymi systémy tvorenymi polymery
chondroitin sulfaitem a polystyrensulfonatem bylo zjisténo analogické chovani jako u vzorkt
S hyaluronanem. Pfi zvySovani iontové sily bylo rovnéz zaznamenano oslabeni interakce,
které se projevilo zjemnénim sraZenin, jak je znazoriiuje Pfiloha 3 a Ptiloha 4.

45.1.2 Vicemocné ionty

V ramci ovliviiovani iontovou silou byl rovnéZ zkouman vliv vicemocnych iontd. Pfidavkem
soli s vicemocnymi ionty do vzorkii obsahujicich hyaluronan a lipozomdlni roztok,
které se vyznacuji fazovou separaci (pomér 2 DPTAP/HyA), dochazi opét k oslabeni
interakce vedouci k fazové separaci, jak shrnuje Tabulka 10.

Tabulka 10: Vysledky vizudlniho pozorovani ovliviiovani interakci v systému hyaluronan-lipid
pomoci iontové sily v roztoku vicemocnymi ionty.

elektrolyt [mrfjglkfr(?j%?'] [mmoll- dm] vizualni pozorovani
cacl, 136 408 opaleskujici roztok s velmi jemnymi
casticemi
CUSOL5H,0 141 564 opaleskujici roztok s velmi jemnymi
casticemi
MgCly-5H,0 148 444 opaleskujici roztok s velmi jemnymi

¢asticemi
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Pii pfidavku vicemocnych ionti do vzorku rovnéz dochazi ke zmenSovani fazové
separovanych castic. Toto zjemilovani sraZeniny je zpusobeno zvySovanim iontové sily
Vv roztoku, takze opét dochazi k oslabeni elektrostatické interakce mezi zadporné nabitym
polymerem a kladné nabitymi lipozomy. Pii porovnani fazov€ separovanych systému
se stejnou iontovou silou v roztoku zpusobenou jednomocnymi ionty NaCl, nebyl
zaznamenan zadny zasadni vliv pouziti iontl vicemocnych. Oslabeni interakce tedy nezéavisi
na typu pouzitého elektrolytu, ale pouze zvySeni iontové sily, které tento elektrolyt ve vzorku
vyvola.

4.5.2 Ovlivnéni chaotropy

Termin chotropy je pouzivan zejména pro ionty, které rozruSuji strukturovanost vody,
nebot’ siln¢ interaguji s vodou pomoci vodikovych mustki, ¢imz konkuruji provazani molekul
vody mezi sebou. Mezi chaotropy se tadi slabé hydratované mekké anionty s nizkou hustotou
naboje (naptiklad SCN’, H,PO,, HSO,, HCO;, I, CI, NO;) a siln¢ hydratované tuhé
kationty s vysokou hustotou naboje (napiiklad NH;, Cs*, K", (NH,),C" (guanidinium),
(CH,),N" (tetramethylamonium). Mezi chaotropy se rovnéZ fadi latky neiontové povahy,
jako mocovina. Tyto ionty sniZzuji povrchové napéti a zvySuji rozpustnost uhlovodika [54],
[84].

Interakce vedouci ke vzniku fazové separovanych systému byla ovliviiovdna pomoci
iontovych chaotropti (KH2PO,4, KCI, KI, CsCl) a neiontové mocoviny.

Pfidanim chaotropi do vzorkii obsahujicich hyaluronan a lipozomalni roztok,
které se vyznacuji fAzovou separaci (pomér 2 hmotnostni koncentrace DPTAP/HyA), dochazi

k oslabeni interakce vedouci k fazové separaci, jak je naznaceno na Obrdzku 32 a jak shrnuje
Tabulka 11.

Tabulka 11: Vysledky vizudlniho pozorovani ovliviiovani interakci v systému hyaluronan-lipid
pomoci chaotropi.

chaotrop Cehaotrop S vizualni pozorovani
[mmol -dm™]
KH.PO 30 srazenina - V roztoku, ale i ulpivajici i na skle zkumavky
2 164 jemné Castice, sedimentace
KCl 30 srazenina, sedimentace
199 jemné Castice srazeniny, sedimentace
KI 30 srazenina, sedimentace
174 jemné Castice, sedimentace
CsCl 30 srazenina ulpivajici na skle
156 jemné Castice, sedimentace
. 30 srazenina
rocovina 281 srazenina
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Obrazek 32: Fotografiie fazové separovanych systémit hyaluronan-lipid po ovlivnéni
interakce chaotropy o koncentraci 30 mmol-dm=. A) KH,PO,, B) KCI, C) Kl, D) CsCl, E)

mocovina.

Ptidavkem chaotropti do vzorkli s fazov¢ separovanymi systémy dochazi, stejné jako
pii ovlivnéni interakce iontovou silou ke vzniku jemnéjSich srazenin. Dochazi tedy k oslabeni
interakce. U chaotropti by pak mélo dochazet k oslabeni ptipadnych hydrofobnich interakci.
Chaotropy by mé¢ly narusovat strukturovanou vodu kolem hydrofobnich oblasti. Tim by mély
umoznit jejich lepsi rozpustnost, v disledku ¢ehoz neni nutné, aby dochazelo k interakci
hydrofobnich oblasti, nebot’ strukturovana voda se kolem nich jiz netvoii v takové mife.
Iontové chaotropy vsak rovnéz v roztoku disociuji, ¢imz zvySuji iontovou silu v roztoku.
K oslabeni interakce tedy muze dochazet i diky tomuto jevu. Elektrostatickou interakci
ve vzorcich pak potvrzuje i to, Ze v piipadé mocoviny, ktera v roztoku nedisociuje,
tudiz nezvySuje iontovou silu roztoku, nedochazi k pozorovatelnému zjemnéni srazeniny
a tedy i oslabeni interakce.

4.5.3 Ovlivnéni kosmotropy

Kosmotropy, na rozdil od chaotropti, pfispivaji ke stabilit¢ strukturované vody.
Mezi kosmotropni ionty se fadi slabé hydratované mékké kationty s nizkou hustotou naboje
(napiiklad Mg*, Ca®*, Li*, Na', H") a siln& hydratované tuhé anionty s vysokou hustotou
naboje (naptiklad SO;, HPO;, OH a PO.). Tyto ionty zvySuji povrchové napéti
a stabilitu bilkovin, snizuji rozpustnost uhlovodikti a denaturaci bilkovin a maji silny
vysolovaci u¢inek, takze podporuji hydrofobni interakce a fazovou separaci [54], [84].

Interakce vedouci ke vzniku fazové separovanych systéml byla ovlivilovana pomoci
iontovych kosmotropt reprezentovanych Na,HPO, a NaOH.

Pfidanim kosmotropii do vzorkli obsahujicich hyaluronan a lipozomalni roztok,
které se vyznacuji fazovou separaci (pomér 2 hmotnostni koncentrace DPTAP/HyA), dochazi
k oslabeni interakce vedouci k fazové separaci, jak je naznaeno na Obrdzku 33 a jak shrnuje
Tabulka 12.

Ptidavek kosmotropnich iontii do vzorklli s fazoveé separovanymi systémy zpusobil, stejné
jako pfi ovlivnéni interakce iontovou silou i chaotropy, zjemnéni srazenin. I pii ovlivnéni
interakce kosmotropy tedy dochazi k oslabeni interakce na zakladé zvySeni iontové sily
Vv roztoku, ackoliv by mély podporovat pripadné hydrofobni interakce a fazovou separaci.
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Obrdazek 33: Fotografie fiazové separovanych systémii hyaluronan-lipid po ovlivnéni interakce
kosmotropy o koncentraci 150 mmol-dm=. A) Na;HPO,4, B) NaOH.

Tabulka 12: Vysledky vizudlniho pozorovani oviliviiovani interakci v Systému hyaluronan-lipid
pomoci kosmotropnich ionti.

C . ey .
chaotrop chaotrop i vizualni pozorovani
[ mmol -dm™]
Na,HPO, 150 jemna sraZenina, zékal
jemna sraZzenina — po ¢ase dochazi ke vzniku kompaktni
NaOH 150 ] P P

gelovité struktury, kterd se ale opét po Case rozpada

Jak je z vysledi ziejmé, interakce zpusobujici fazovou separaci ve vzorku lipozomi,
tvofenych ekvimolarnim mnozstvi DPPC, DPTAP, s polymery ma svij pavod
v elektrostatickych interakcich, nebot’ i pfi pouziti kosmotropti dosSlo k oslabeni interakce
a s tim spojenym zjemnénim srazeniny. K tomuto oslabeni interakce doslo na zdkladé zvySeni
iontové sily v roztoku, ptestoze by kosmotropy mély podpofit pfipadné hydrofobni interakce
a fazovou separaci.

454 Fazové separované systémy polymer-lipid s NaOH

Ve vzorcich s NaOH byl po ¢ase pozorovan vznik kompaktni gelovité struktury, viz Pfiloha 5.
Tato gelovita struktura se ziejmé netvori pouze na zakladé ptisobeni NaOH jako kosmotropu,
ktery podporuje hydrofobni interakce a fazovou separaci, nebot vzorek s druhym
kosmotropem (Na,HPO,) toto chovani ani po del$im Case stani nevykazuje.

Svou Ulohu miZe hrat zasadité prostiedi, kter¢é NaOH ve vzorku vytvari, coz potvrzuje
vznik rdzné kompaktnich struktur v zavislosti na koncentraci NaOH ve vzorku,
jak znazornuje Obrdzek 34. Pii vysoké koncentraci NaOH ve vzorku, tedy pfi vysokém pH,
dochazi k disociaci veskerych pfitomnych karboxylovych skupin (pifi pH 7 nemusi byt
veskeré karboxylové skupiny disociovany, jak naznacuje studium zhaSeni fluorescence
v disledku interakce hyaluronanu a barviva [85]). Na polymernich fetézcich je tedy
pfi poméru 2 DPTAP/HyA maximalni mozné mnozstvi zdpornych naboju, takze se tvoii silné
provdzané trojrozmérné struktury. Tyto struktury jsou pak schopny vazat velké mnoZzstvi
vody, nebot’ propletend struktura zadrzuje velké mnoZstvi volnych pohyblivych ionti,

57



které jsou osmoticky aktivni. Tuto hypotézu by pak potvrzoval vznik ne pfili§ kompaktni
struktury v ptipadé PSS (viz Ptiloha 6), ktery na svych monomernich jednotkach obsahuje
sulfonovou kyselinu. Tato skupina je diky svému nizkému pKa (pKa benzensulfonové
kyseliny ~-28) pIn¢ disociovana jiz pii neutralnich hodnotach pH, kdy nemusi byt
disociovany veskeré karboxylové skupiny ostatnich polyelektrolyti. ZvySenim pH ve vzorku
s PSS tedy nedochazi ke zvySeni mnozstvi disociovanych sulfonovych skupin na fetézcich
PSS. Nicméné jak jiz bylo feceno, PSS je plné disociovan i pfi neutralnich pH. Ke vzniku
gelovité struktury by tedy u PSS mélo, na zakladé této hypotézy, dochazet 1 bez zvyseni pH,
tedy u vzorkd bez NaOH.

Vyse zminénou teorii vSak rovnéz vyvraci vznik kompaktni gelovité struktury i v piipadé
samotného vzorku DPPC,DPTAP po ptidavku NaOH. V pftipad¢ vysoké koncentrace NaOH
muze dochazet k reorganizaci lipidi, tvoficich lipozomy bez pritomnosti NaOH,
Vv provazangj$i struktury. Tato struktura pak opét ve vzorku botna diky obsahu volnych iontt,
coz se navenek projevi jako kompaktni gelu podobna struktura. Sitovanou strukturu pak
naznacuji i reologicka méteni, viz kapitola 4.6.

Vzhledem k tomu, ze lipidy tvofici lipozomy jsou hydrolyzovatelné, muze rovnéz,
pii vysoké koncentraci NaOH, dochézet k alkalické hydrolyze pfitomnych esterové vazanych
vy$$ich mastnych kyselin. V tomto ptipad¢ vznikaji soli vys$Sich mastnych kyselin, které by
mohly vytvaret agregované formy. Zaroven vznika glycerol, ktery se fadi mezi neionogenni
kosmotropy [86], takZze muze ve vzorku podporovat fazovou separaci. Gelovita struktura by
pak mohla byt zplisobena opét botnanim diky obsahu pohyblivych ionti v agregovanych
strukturach soli mastnych kyselin.

Obrazek 34: Fotografie fazove separovanych systémii hyaluronan-lipid po ovlivnéni interakce
NaOH o riizné koncentraci. A) 50 mmol-dm~, B) 95 mmol-dm™, C) 145 mmol-dm=, D)
375 mmol-dm™.

Tabulka 13: Vysledky vizudlniho pozorovani ovliviiovani interakci v systému hyaluronan-lipid
pomoci kosmotropu NaOH V zavislosti na jeho koncentraci ve vzorku.

vzorek CNaOH B vizualni pozorovani
[ mmol -dm™]
A 50 samostatné drobné sraZzeniny
B 95 agregace 1 samostatné drobné srazeniny
C 145 soudrzna srazenina
D 375 kompaktni sraZenina, gel
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Kompaktni struktura ptipominajici gel se vSak po urCitém Case opét rozpada na jemné
fazové separované systémy, viz Ptiloha 7. TotéZ se opakuje i pii vyjmuti kompaktni gelovité
struktury a vlozeni do rtiznych prostiedi — supercista voda, p-pufr a 0,25M NacCl, viz Ptiloha
8.

Vysoka koncentrace NaOH tedy sice indukuje vznik kompaktnich struktur pfipominajicich
gel, na zakladé neobjasnéného pisobeni, avSak v Case tato struktura neni stabilni, nebot’ se
rozpada na drobné fazove separované systémy.

4.6 Reologicka méreni

Tato kapitola se zabyva viskoelastickymi vlastnostmi vybranych vzorkd, které byly testovany
oscilatnimi reologickymi testy. Na zaklad¢ frekvencnich oscilacnich testi byly ziskany
zavislosti elastického a viskézniho modulu, dale také zavislosti komplexni viskozity
na ménici se frekvenci oscilaci métici geometrie. Vysledkem pak je srovnani jednotlivych
zavislosti elastického a viskézniho modulu a komplexni viskozity na ménici se frekvenci
oscilaci, pficemz byl pozorovan vliv polymeru na reologické chovani kompaktnich fazové
separovanych systémui ovlivnénych ptusobenim NaOH. Jako srovnavaci vzorek byl pouzit
vzorek samotnych lipidi se stejnym piidavkem NaOH, ktery rovnéz vykazoval podobu
kompaktniho fazove separovaného systému.
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Obrazek 35: Zavislost elastického a viskozniho modulu na frekvenci oscilact
pro samotné DPPC,DPTAP a v systému s hyaluronanem a chondroitin sulfatem po ovlivnéni
interakce NaOH.
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Na Obrazku 35 jsou uvedena data naméfena pro systém polymer-lipid s polymery
hyaluronanem a chondroitin sulfatem (PSS méfen nebyl, nebot’ nevytvaiel dostateéné
kompaktni strukturu, viz Ptiloha 6). Obrazek dale obsahuje srovnavaci data, tedy samostatné
DPPC, DPTAP.

Jak je z Obrazku 35 patrné, u vSech vzorki v celém méfeném rozsahu frekvenci oscilaci,
elasticky modul G prevlada nad modulem viskoznim G”, takze vzorky vykazuji
viskoelastické chovani elastického charakteru. Toto chovani je charakteristické pro plné
sitované hydrogely s vysokou pevnosti uzli, kde jsou tyto uzly schopny odolavat vystavené
deformaci v podobé ménici se frekvence oscilace. Da se tedy ptredpokladat, ze ve vzorku,
ktery obsahuje pouze lipidy po piidavku NaOH, dochézi k reorganizaci lipozomu v jiné, vetsi
a komplexng;jsi struktury.

Je-li ve vzorku pfitomen i polymer, dochazi k posuniim obou modult k vys§im hodnotdm,
témét nezavisle na typu polymeru. Vys$s$i hodnoty moduli svéd¢i o vétsi rigidité danych
systémi a lepSi odolnosti viici mechanickému naméhani, nez samotné lipidy. Tato vétsi
lipidovymi strukturami, coz pak vede k vyssi odolnosti systému. Polymery vSak mohou byt
zachyceny v nov¢ pieskupené struktuie naptiklad jen diky mechanickému strhavani
pii reorganizaci lipida. K zadné elektrostatické ani hydrofobni interakci pak dochazet nemusi,
ackoliv pii reologickych métenich dochazi ke zvyseni odolnosti, a to vzhledem k vyskytu
polymernich fetézct v kompaktni struktute jako takovych.
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Obrazek 36: Zavislost komplexni viskozity na frekvenci oscilaci pro samotné DPPC, DPTAP
a Vv systemu s hyaluronanem a chondroitin sulfatem po ovlivneéni interakce NaOH.
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Na Obrazku 36 jsou uvedena data naméfena pro systém polymer-lipid s polymery
hyaluronanem a chondroitin sulfatem. Obrazek dale obsahuje srovnavaci data, tedy
samostatné DPPC, DPTAP.

Z klesajicich hodnost komplexni viskozity se zvySujici se frekvenci oscilaci, 1ze u vSech
vzorkli predpokladat provazanou strukturu. Tento prabéh kiivek je oznacovan jako
pseudoplastické chovani a je charakteristicky pro polymerni roztoky. Pfi nulovém namahéni
je systém schopen udrzovat svou strukturu, takze viskozita je vysoka. Pfi namahani
a zvysovani frekvence oscilaci jiz interakce nestaci k udrzeni uspotadani, v disledku ¢ehoz
viskozita systému klesa.

| zde se pak projevil obsah polymeru zvySenim hodnot komplexni viskozity, zcela
nezavisle na typu polymeru.

Z méteni frekvencnich testli vyplyva, ze vSechny vzorky vykazuji viskoelastické chovani
S ptevladajici elastickou odezvou charakteristickou pro gely. U vzorki obsahujicich
hyaluronan ¢i chondroitin sulfdit dochazi ke zvySeni hodnot obou modulii v porovnani
s kompaktnim systémem tvofenym pouze lipidy. Pfidavkem polymeru tedy dochazi
ke zvySeni mechanické odolnosti fazové separovanych kompaktnich systému pii namahani.
Rovnéz dochazi ke zvySeni hodnot komplexni viskozity, ktera ma pro vSechny vzorky
klesajici pribéh charakteristicky pro pseudoplastické chovani polymernich roztoki.

4.7 Elektronova mikroskopie

Jelikoz je v celé této praci predpokladano, Ze vznikajici fazoveé separované systémy jsou
tvofeny vzajemnou elektrostatickou interakci mezi aniontovymi polyelektrolyty a kladnymi
lipozomy, byl rovnéz vénovan cCas stanoveni téchto srazenin. S vyuzitim skenovaci
elektronové mikroskopie byla u vybranych zékladnich vzork provedena prvkova analyza
scilem ovéfit a potvrdit slozeni fazové separovanych systémi. Rovnéz byla zkoumdna
morfologie povrchu téchto vzorkt s cilem alespon piiblizit povrchovou strukturu. Nejprve
tedy bylo pofizeno nékolik snimkt povrchu vzorki o ruzném zvétSeni a nasledné byla
vybrana rlizna mista vzorku, pro stanoveni prvkového slozeni.

Pti zkoumani povrchu fazové separovanych systémi byla pofizena fada snimkul, viz
Obrazek 37, Ptiloha 9 a Piiloha 10. Z téchto snimkd vSak nelze jednoznaéné usuzovat
na morfologii fazové separovanych systémi z divodu nutnosti méfeni pouze zcela suchych
vzorkd (méfeni probiha za vysokého vakua). Jak se ukazalo jiz pii piipravé vzorki, fazove
separované systémy jsou znacné hydratovany, takZze po odpafeni veskeré vlhkosti zlstal
na sténé zkumavky deponovan velice tenky film, ktery byl néasledné pfeveden na podlozku
ameétfen. Lze predpokladat, Ze vysuSenim dojde k pfevedeni piedpokladané trojrozmérné
struktury na strukturu v podstaté dvojrozmérnou, dojde tedy k ,,naskladani ptipadnych
makromolekularnich siti na sebe. Na Obrazku 37 pak lze pozorovat vzorek s chondroitin
sulfatem, jenz zifejmé obsahuje takovouto zhusténou strukturu, pficemz ,,diry* ve struktute by
mohly byt zplsobeny odpafovanim vody ze vzorku. Dal§im problémem pii pofizovani
snimka bylo taveni vzorka pii velkych zvétSenich. Nebylo tedy mozné potidit fotografie
se zvétSenim, které by bylo vhodné pro pozorovani ¢astic, které maji primér kolem 100 nm.
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Obrazek 37: Snimek systému chondroitin sulfatu- lipid z elektronového mikroskopu
pri 2 000ndsobném zvétseni.

S ohledem na vySe zminéné lze pak ziejmé objasnit velmi piekvapivé prvkové slozeni
méfenych vzorkt s hyaluronanem a polystyrensulfonatem. Ve vysledcich prvkové analyzy
se objevovaly prvky jako kfemik, vapnik, draslik, hlinik, ale i titan, pficemz ocekavatelny
prvek jako uhlik, ktery se hojné vyskytuje jak v polymeru, tak i u lipidi, se u mnohych méteni
neobjevil vibec, ackoliv méfeni byla provedena nékolikrat na mnoha rGznych pozicich.
Pritomnost Sirokého spektra prvkd lIze ziejmé pfisuzovat malému mnozstvi vzorku,
které zistalo deponovano na zkumavce, kdy pii odebirdni vzorku skalpelem mohla byt
odebrana i cast skla zkumavky. Tato méfeni tedy nelze povazovat za relevantni. Pouze
u vzorku s chondroitin sulfatem byla namétfena piitomnost prvki, které by se daly ocekavat
za piedpokladu, ze fazove separovany systém je tvofen CS a lipozomy s obsahem fosfolipidu
a kationtového lipidu, bez pfitomnosti dalSich prvki. Ve vzorku byl ptfitomen C
(86,51 %hm.), O (11,46 %hm.), P (1,21 %hm.), S (0,82 % hm.), pti¢emz pii dalSich métenich
se ve spektru objevil i chlor a sodik. Mezi zastoupenymi prvky se v8ak pii zddném z méfeni
neobjevil dusik, ktery se nachdzi jak na monomeru chondroitin sulfitu, tak na kazdém
z lipida.

Meéieni prvkové analyzy s vyuzitim elektronového mikroskopu se neukazalo jako vhodna
metoda pro stanoveni fazové separovanych systému zejména z divodu problémd pii piiprave
vzorkd spojenych s nutnosti suchosti vzorku. Zarovein nemohlo byt provedeno ani méfeni
prvkového slozeni srovnavaciho vzorku (roztok nad sraZeninou), nebot’ jiz pii méfeni
samotnych srazenin doSlo k velkému zkresleni prvkového sloZzeni z diivodu minimalniho
mnozstvi suchého vzorku. Z diivodu velké hydratace fazove separovanych systémi pak nelze
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pfili§ usuzovat ani na strukturu téchto systémil z potfizenych snimki. Pro piipadné objasnéni
struktury nativniho fazové¢ separovaného systému by bylo vhodnéjsi pouzit metodu cryo-
SEM, ktera umoziuje zachovani struktury vzorku i pii pozorovani ve vakuu mikroskopu.

4.8 Rentgenova fluorimetrie

S vyuzitim rentgenové fluorimetrie byla u vybranych zakladnich vzorkl provedena prvkova
analyza s cilem, stejné¢ jako u elektronové mikroskopie (viz kapitola 4.7), ovéfit a potvrdit
slozeni fazov¢ separovanych systému.

Pii této metod¢ bylo zkoumano prvkové slozeni srazeniny, ktera byla za snizeného tlaku
prefiltrovana pfes membranu o pdrech 45 pm. Membrana by tedy méla byt propustna
pro samostatné lipozomy 1 pfipadné mensi systémy vzniklé vzajemnou interakci. Jako
kontrolni vzorek bylo provedeno méfeni membrany, pies kterou byl piefiltrovan supernatant
nad odstfedénymi fazove separovanymi systémy.

Tabulka 14: Vysledky prvkové analyzy pomoci metody rentgenové fluorimetrie.

oolymer intenzita P [%0] intenzita S [%]
blank vzorek blank vzorek
HyA 5 40 0 16
CS 19 37 26 30
PSS 4 22 24 57

V Tabulce 14 jsou zobrazeny vybrané vysledky prvkové analyzy fazové separovanych
systému a jejich srovnavacich vzorku, pficemz jsou zastoupeny pouze prvky — fosfor, ktery je
souCasti lipidai DPPC, a sira, kterda se nachazi pouze na chondroitin sulfatu
a polystyrensulfonatu. Ostatni prvky charakteristické pro systémy polymer-lipid jako uhlik,
kyslik, vodik, (dusik) nebyly meéteny, nebot’ vzorky byly proméfovany na celulozové
membrang, takze by tyto vysledky mohly byt zatizeny velkou chybou. Diky membrané
tvofené riznymi estery celulézy se pak ziejmé ve vysledcich objevily prvky hoi¢ik, méd’,
vapnik, zelezo a hlinik.

Z porovnani procentuelniho zastoupeni fosforu v métenych vzorcich a vzorku srovnavacim
1ze jednoznacné usuzovat, ze fazoveé separované systémy obsahuji ve své struktuie lipozomy
s lipidem DPPC, jenZ je nositelem fosfatové skupiny. Zaroven lze tvrdit, Ze fazové
separované systémy vznikaji interakci lipozomt a polymeru, nebot’ samotné lipozomy filtrem
prochézi. Malé mnozstvi fosforu ve srovnavacich vzorcich miize byt zptsobeno piipravou
srovnavacich vzorku, kdy spolu se supernatantem mohlo byt na membranu naneseno i malé
mnoZzstvi srazeniny, jeZ se nasledné na membrané zachytilo a bylo detekovano. Srovnavaci
vzorek chondroitin sulfatu pak zifejme obsahoval vEtsSi mnoZstvi nanesenych srazenin,
takZe intenzity obou métenych prvkl srovnavaciho vzorku jsem pomérné vysoké.

Z meéfeni intenzity siry U vzorku hyaluronanu lze usuzovat, ze celulozova membrana
obsahuje sulfatované estery. Ty mohou zkreslovat vysledky méfeni pro tento prvek,
nebot’ samotné vzorky s hyaluronanem Zadnou siru neobsahuji. Nicméné 1 pii odecteni
intenzity siry srovnavaciho vzorku od vzorku se srazeninou U polystyrensulfonatu ziskame
33% intenzitu pro tento prvek. Pomér korigovanych intenzit fosforu a siry pro PSS je tedy
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0,6. Pfi koncentraci roztoku lipidé ve vzorku 0,5 mmol-dm, je koncentrace DPPC, jenz je
nositelem fosforu, 0,25 mmol-dm~. Koncentrace monomernich jednotek PSS nesoucich
fosfor je 0,38 mmol -dm™. Pomér koncentraci DPPC a PSS je pak 0,7. Ziskané intenzity
fosforu a siry pro PSS tedy odpovidaji predpokladanému zastoupeni téchto prvka u fazove
separovanych systému, které vznikaji v disledku interakce kladn€ nabitych lipozomu
S aniontovymi polyelektrolyty.

Analyza vybranych prvki fazové separovanych systémi pomoci metody rentgenové
fluorimetrie potvrdila pfedpoklad této prace. Tim je vzajemna interakce kladné nabitych
lipozomi s aniontovymi polyelektrolyty, jez vede k fazové separaci.
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5 ZAVER

Tato diplomova prace se zabyva studiem interakci v systémech polymer-lipid. Hlavnim
tézistém této prace pak byly interakce vedouci k fazové separaci.

V prvni ¢asti experimentalni prace byly pfipraveny vzorky s konstantnim ekvimolarnim
pomérem lipidi DPPC a DPTAP a riznym hmotnostnim pomérem lipidu DPTAP a polymeru.
Bylo zjisténo, Ze k fdzové separaci dochéazi u vSech vzorki se specifickym hmotnostnim pomérem
DPTAP/polymer, resp. specifickym pomérem zapornych naboji na polyelektrolytu a kladnych
naboji na povrchu lipozomu. Zaroven hraje, pii fazové separaci, vyznamnou roli i ndbojova
hustota a samotna skupina odpovédna za polyelektrolytovy charakter polymeru. Bylo tedy
navrhnuto, ze pti fazové separaci dochazi k interakci a jevu podobnému fyzikalnimu zesiténi
hyaluronanovych hydrogela s vysokou pevnosti uzIa.

Nasledné byly pfipraveny vzorky s riznym molarnim pomérem lipidi DPPC/DPTAP
a hyaluronanem. Byly piipraveny dvé fady vzorku, ve kterych byl zachovavan bud’ konstantni
hmotnostni pomér 2 DPTAP/HyA ¢ikonstantni koncentrace hyaluronanu (v poméru 2
DPTAP/HyA pro ekvimolarni smés, tedy s koncentraci hyaluronanu 80 mg-dm™). Z téchto
métfeni vyplyva, ze pro fazovou separaci jsou dulezité zejména piistupné kladné nabité
skupiny na povrchu lipozomu, které mohou interagovat s opa¢nymi naboji na polyelektrolytu.

U smésnych lipozomt, S riznym molarnim pomérem lipidi DPPC a DPTAP, byla
prométena velikost Castic a zeta potencidl pomoci méfeni rozptyli svétla (dynamického
a elektroforetického). Z téchto méfeni lze usuzovat, ze castice tvofené pii ekvimolarnim
zastoupeni lipidii jsou nejvétsi a nejstabilnéj$i, a to z divodu optimalniho uspotadani,
kdy dochazi k odstinéni repulzi mezi stejné nabitymi skupinami, coz bylo naznaeno
I v dostupné literatufe. Pro dalsi praci s fazové separovanymi systémy byla tedy volena,
zejmeéna diky nejvySSimu zeta potencialu, ekvimolarni smés lipidi.

Pro vybrané systémy polymer-lipid byla ovéfena moznost inkorporace hydrofobniho
barviva sudanové cervené¢ G. Vznik nardzovélych opaleskujicich zasobnich roztokd lipozomu
s inkorporovanym hydrofobnim barvivem nasvéd¢oval, ze samotné lipozomy jsou schopny
solubilizovat hydrofobni latky. Nartizovélé fazoveé separované systémy pak svéd¢i o vzajemné
interakci mezi polymerem, ktery ma charakter aniontového polyelektrolytu, a opacné
nabitymi lipidy. Tyto fazové separované systémy tedy obsahuji hydrofobni domény,
takZe stejné jako napiiklad hyaluronanové hydrogely dok4Zzou do své struktury inkorporovat
hydrofobni latky.

V dalsi ¢asti prace byla snaha stanovit interakci, jez vede k fazové separaci. Pro tento ucel byla
navrzena série experimenttl, ve Kterych byla interakce vedouci k fazové separaci ovliviiovana, a to
zejména riznymi solemi (a neiontovou mocovinou). Latky byly voleny tak, aby byla sniZena
bud’ piipadna elektrostaticka, nebo hydrofobni interakce. Poptipad€ aby byla posilena hydrofobni
interakce a fazova separace. Jak je z vysledl zfejmé, interakce zpUsobujici fazovou separaci,
ve vzorcich s kladné nabitymi lipozomy a opa¢né nabitymi polyelektrolyty, ma svij pavod
Vv interakcich elektrostatickych, nebot’ i pfi pouziti kosmotropii doSlo k oslabeni interakce.
K tomuto oslabeni interakce doslo na zdkladé zvySeni iontové sily vroztoku, pfestoze by
kosmotropy mély podpofit pfipadné hydrofobni interakce a fazovou separaci.
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U vzorkli s ptfidavkem NaOH byl po ¢ase pozorovan vznik kompaktnich gelovitych
struktur. Tato struktura vSak byla pozorovana i1 ve vzorku samotnych lipidi. Vysoka
koncentrace NaOH tedy indukuje vznik kompaktnich struktur pfipominajicich gel, bohuzel
na zaklad¢ neobjasnéného pisobeni. Nicméné tato struktura neni stabilni v del§im ¢asovém
useku, kdy se po urcitém case opét rozpada na drobné fazové separované systémy.

Kompaktni fazové separované systémy pak byly podrobeny reologickym méfenim z divodu
charakterizace struktury tvofici tento systém. Z méteni frekvencnich testti vyplyva, ze vSechny
vzorky (samotné lipidy i ty s piidavkem polymeru) vykazuji viskoelastické chovani
s prevladajici elastickou odezvou charakteristickou pro gely. U vzorki obsahujicich i polymer
dochdzi ke zvySeni hodnot obou modulii v porovnani s kompaktnim systémem tvofenym
pouze lipidy. Ptidavkem polymeru tedy dochazi ke zvySeni mechanické odolnosti fazové
separovanych kompaktnich systému pii mechanickém namahani. Rovnéz dochézi ke zvyseni
hodnot komplexni viskozity, ktera ma pro vSechny vzorky klesajici prubéh charakteristicky
pro pseudoplastické chovani polymernich roztokd.

V posledni casti této prace byl vénovan cas ovéfeni slozeni fazové separovanych systému
pomoci méteni prvkové analyzy s vyuzitim elektronové mikroskopie (zaroven byla zkouména
morfologie povrchu vzorkll s cilem alesponl pfiblizit povrchovou strukturu) a rentgenové
fluorimetrie. Tyto dvé metody byly feSeny ve spolupraci se zaméstnanci CMV. M¢éteni
prvkové analyzy s vyuzitim elektronového mikroskopu se bohuzel neukéazalo jako vhodna
metoda pro stanoveni fazové separovanych systémil zejména z divodu problému pii ptiprave
vzorkll spojenych s nutnosti suchosti vzorku. Ze stejného divodu pak nelze pftili§ usuzovat
anina strukturu téchto systémi z pofizenych snimki. Nicméné z méfeni rentgenové
fluorescence fazové separovanych systému, lze usuzovat, Ze fazové separované systémy jsou
tvofeny vzajemnou interakci kladné nabitych lipozomu s aniontovymi polyelektrolyty. Touto
analyzou byl tedy potvrzen predpoklad této prace.

Co se tyce vyuziti téchto systému ve farmacii a medicing, nabizi se pouziti gelu podobnych
systému, které s nejveétsi pravdépodobnosti obsahuji hydrofobni i hydrofilni (¢ast rozpoustédla
uzaviena pii tvorbé lamel) domény. Tyto systémy by samoziejmé musely byt nejprve mnohem
lépe charakterizovany, napiiklad pomoci metody cryo-SEM, kterd umoziiuje zachovani
struktury vzorku i pfi pozorovani ve vakuu mikroskopu. Zaroven by se musela stabilizovat
struktura, aby nedochéazelo k jeji rychlé¢ degradaci. Nicméné pokud by se toto podafilo,
apotvrdila se dvojvrstevnad lamelarni struktura, dostali bychom systémy, které mohou
inkorporovat jakékoliv 1é¢ivo. ZvySenim lamelarity by tento systém mohl vykazovat vyrazny
depotni ucinek — systémy by tedy disponovaly zpomalenym fizenym uvoliiovanim. Uplatnéni
by pak mohly najit 1 lipozomy pokryté polymerem, které se zfejmé tvoii pii nizkych
pomérech DPTAP/polymer, a to jako cilené nosice 1é¢iv, nebot’ tyto systémy se jiz vV této
podobé (avSak zejména s modifikovanym hyaluronanem) vyuZzivaji.

Zavérem lze fici, Ze cile diplomové prace byly splnény. Byly pfipraveny fazoveé separované
systémy zaloZzené na interakci (bio)polymer-lipid. Slozeni fazové separovanych systémi
zalozenych na nekovalentni interakci pak bylo vhodnymi metodami ovéfeno a samotna
interakce stanovena. Zaroven bylo zhodnoceno potencialni vyuziti téchto systému ve farmacii
a medicing.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

7.1 Seznam zkratek

Zkratka Vyznam zkratky

CMC kriticka micelarni koncentrace

CS chondroitin-6-sulfat sodny

DOPE 1,2-dioleoyl-sn-glycero-fosfoethanolamin
DOTAP 1,2-dioleoyl-3-trimethylamonium-propan
DPPC 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-fosfocholin
DPPE 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-fosfoethanolamin
DPTAP 1,2-dipalmitoyl-3-trimethylamonium-propan
HyA hyaluronan sodny

IAA kyselina indol-3-octova

LUV velké unilamelarni vezikuly

MLV velké multilamelérni vezikuly

MVV multivezikularni vezikuly

PSS poly(4-styrensulfonat) sodny

SUvV malé unilamelarni vezikuly

7.2 Seznam symboli

Symbol Vyznam veli¢iny Jednotka

M., molekulova hmotnost Da=g-mol™
d zeta potencial mV

n komplexni viskozita Pa-s

G’ pamétovy (elasticky) modul Pa=N-m?
G” ztratovy (viskdzni) modul Pa=N-m?
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8 SEZNAM PRILOH

Ptiloha 1:

Ptiloha 2:

Ptiloha 3:

Ptiloha 4:

Piiloha 5:

Piiloha 6:

Ptiloha 7:

Piiloha &:

Ptiloha 9:

Ptiloha 10:

Fotografie systému polystyrensulfonat-lipid s riznym hmotnostnim pomérem
DPTAP/polystyrensulfonat. A) pomér 3,9 — PSS 82mg-dm™, B) pomér 3 —
PSS 54 mg-dm~®, C)pomér 2-PSS 80 mg-dm=, D) pomér 1-PSS
160 mg-dm™.

Fotografie systémt polymer-lipid s inkorporovanym barvivem sudanova
erveit G — koncentrace 10 M. A) hyaluronan-lipid, B) chondroitin sulfét-
lipid, C) polystyrensulfonat-lipid.

Fotografie fazoveé separovanych systémut chondroitin sulfat-lipid s pomérem
3,2 hmotnostnich koncentraci DPTAP/CS s riznou koncentraci chloridu
sodného. A) 0 mmol-dm=NaCl, B) 150 mmol-dm™ NaCl, C) 250
mmol -dm= NaCl, D) 500 mmol-dm~ NaCl, E) 1 mol-dm~ NacCl.
Fotografie fazové separovanych systému polystyrensulfonat-lipid s pomérem
2 hmotnostnich koncentraci DPTAP/PSS s riiznou koncentraci chloridu
sodného. A) 150 mmol-dm™ NaCl, B) 500 mmol-dm™ NaCl, C)
1 mol-dm™ NaCl, D) 2 mol-dm~ NacCl.

Fotografie fazové separovanych systémil hyaluronan-lipid po ovlivnéni
interakce  kosmotropy o koncentraci 150 mmol-dm=. A) Na,HPOy,,
B) NaOH. Foceno po 48 hodinach od ptidavku kosmotropt.

Fotografie fazové separovanych systému polymer-lipid po ovlivnéni
interakce NaOH o koncentraci 150 mmol -dm™. A) HyA, B) CS, C) PSS.
Fotografie fazové separovanych systému hyaluronan-lipid po ovlivnéni
interakce NaOH o rfizné koncentraci. A) 50 mmol -dm~, B) 95 mmol -dm~®,
C) 145 mmol-dm~, D) 375 mmol-dm~. Foceno po 45 dnech od vzniku
kompaktni struktury.

Fotografie fazové separovanych systémi hyaluronan-lipid po ovlivnéni
interakce NaOH o koncentraci 150 mmol-dm™ a vloZzeni do rliznych
prostiedi. A) 0,15 M NaCl, B) pufr, C) super¢ista voda. Horni snimek focen
thned po vloZeni, stfedni po 48 hodinach, spodni po 7 dnech.

Snimek  systému  hyaluronan- lipid z  elektronového  mikroskopu
pti 2 000nasobném zvétsend.

Snimek systému polystyrensulfonat- lipid z elektronového mikroskopu
pti 2 000nasobném zvétseni.
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10 PRILOHY

10.1 Priloha 1

Obrazek 38: Fotografie systémii polystyrensulfonat-lipid S riiznym hmotnostnim pomérem
DPTAP/polystyrensulfonat. A) pomér 3,9 — PSS 41 mg-dm~, B)pomér 3 — PSS

54 mg-dm~, C) pomér 2 — PSS 80 mg-dm=, D) pomér I — PSS 160 mg-dm™.

10.2 Priloha 2

Obrazek 39: Fotografie systéemii polymer-lipid s inkorporovanym barvivem suddnovd
cerven G — koncentrace 10 mmol-dm™. A) hyaluronan-lipid, B) chondroitin sulfat-lipid, C)
polystyrensulfonat-lipid.

10.3 Priloha 3

Obrazek 40: Fotografie fazové separovanych systému chondroitin sulfat-lipid s pomérem 3,2
hmotnostnich  koncentraci DPTAP/CS S riiznou koncentraci chloridu sodného. A)
0 mmol-dm™ NaCl, B) 150 mmol-dm™ NaCl, C) 250 mmol-dm=® NaCl, D)
500 mmol-dm~ NaCl, E) 1 mol -dm~ NacCl.
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10.4 Priloha 4

Obrazek 41: Fotografie fazové separovanych systémii polystyrensulfonat-lipid s pomérem 2
hmotnostnich  koncentraci DPTAP/PSS s riiznou  koncentraci  chloridu  sodného.
A)150 mmol-dm= NaCl, B) 500 mmol-dm= NaCl, C) 1 mol-dm~ NaCl, D) 2 mol-dm
NacCl.

10.5 Priloha 5

Obrazek 42: Fotografie fazove separovanych systéemii hyaluronan-lipid po ovlivneni interakce
kosmotropy o koncentraci 150 mmol-dm~. A) Na;,HPOQ,4, B) NaOH. Foceno po 48 hodindch
od pridavku kosmotropii.

10.6 Priloha 6

Obrazek 43: Fotografie fazové separovanych systémit polymer-lipid po ovlivneéni interakce
NaOH o koncentraci 150 mmol-dm=. A) HyA, B) CS, C) PSS.
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10.7 Priloha 7

Obrazek 44: Fotografie fazove separovanych systému hyaluronan-lipid po ovlivnéni interakce
NaOH o rizné koncentraci. A) 50 mmol-dm=, B) 95 mmol-dm=, C) 145 mmol-dm,
D) 375 mmol -dm™=. Foceno po 45 dnech od vzniku kompaktni struktury.

10.8 Priloha 8
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Obrazek 45: Fotografie fazove separovanych systémii hyaluronan-lipid po ovlivnéni interakce
NaOH o koncentraci 150 mmol-dm™ a vioZeni do riiznych prostiedi. A) 0,15 M NaCl,
B) pufr, C) supercista voda. Horni snimek focen ihned po viozeni, stiedni po 48 hodindch,
spodni po 7 dnech.
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10.9 Priloha 9

| 10pm JEOL 3/30/2016
10.0kV SEI SEM WD 4mm

Obrazek 46:  Snimek  systému hyaluronan- lipid z  elektronového  mikroskopu
pri 2 000ndsobném zvétseni.

10.10 Priloha 10

— lpm JEOL 3/30/2016
X 10,000 10.0kV SEI SEM WD 4mm

Obrazek 47: Snimek systemu polystyrensulfonat- lipid z elektronového mikroskopu
pri 10 000nasobném zvétsent.
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